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La superficie del nostre planeta esta ocupada en un 70 % pels oceans, en els quals
habiten una gran quantitat de microorganismes (procariotes, protists heterotro-
fics i fototrofics, i virus; Fuhrman, 1999). Aquests microorganismes constitueixen
el 90 % de la biomassa viva dels oceans. A la vegada que conviuen i interaccionen
entre ells, contribueixen a sustentar la vida al mar (peixos, cetacis, aus, crustacis...)
a través dels cicles biogeoquimics i a regular el clima de la Terra.

EL CONCEPTE BUCLE MICROBIA

El reconeixement de la microbiologia marina com a ciencia es remunta a finals
del segle x1x, quan microbiolegs medics i del sol, aixi com botanics i zoolegs, van
poder participar en expedicions oceanografiques i van tenir 'oportunitat de mesu-
rar abundancia, la distribucio i la identitat dels bacteris de I'ocea (ZoBell, 1946).
Darwin, 'any 1838, en el Voyage of the Beagle, observant mostres al microscopiia
la lupa, era capag de distingir microorganismes com céllules de fitoplancton, cili-
ats i altres petits organismes, que ell anomenava infusoria (els infusoris), i es pre-
guntava: «Si molts organismes marins pelagics s’alimenten d’aquests “infusoria”,
aquests de que s’alimenten?» («I presume that the numerous lower pelagic animals
feed on the Infusoria, which are now known, from the researches of Ehrenberg, to
abound in the open ocean: But on what, in the clear blue water, do these Infusoria
subsist?») (Darwin, 1838). No és fins a 1930 que cientifics de 'est d’Europa van ser
pioners a tenir proves de 'activitat bacteriana marina. Les mesures d’abundancia i
activitat es basaven a fer créixer els bacteris en placa i n’analitzaven el metabolisme.
Tanmateix, el nombre obtingut era menys de I'1 % de la concentracio real que hi



havia al mar, ja que se seleccionaven aquells que podien créixer en el medi que ha-
vien usat. No és fins més tard, cap als anys setanta, que Lawrence Pomeroy (1974)
publica la seva sintesi sobre les xarxes alimentaries («The ocean’s food web: A
changing paradigm»), en la qual s’anticipava al que seria el concepte bucle micro-
bia (tigura 1).

Aixi, la vida al mar és possible perque hi ha un component microbia en que la
matéria organica dissolta (DOM, de I'angles dissolved organic matter) provinent
del fitoplancton, els bacteris i els protists forma part d’'un engranatge, el bucle mi-
crobia. Aquest bucle s’enllagaria amb el que avui coneixem com a xarxa trofica
microbiana, que inclou el fitoplancton i el nanoplancton (figura 1). A partir del
concepte bucle microbia, es van generar nous estudis que, amb I'aportaci6 de dades
i noves idees, donaven suport al concepte xarxa trofica microbiana (per exemple,
Sorokin, 1978; Azam et al., 1983). Aixi, els protists que depredaven els bacteris
n’aprofitarien el carboni i el passarien a nivells trofics superiors via zooplancton, el
qual formaria part de la xarxa i/o cadena alimentaria classica. L’aparicié de nous
metodes per determinar 'abundancia i el metabolisme bacterians era un primer
pas per reflectir una imatge més real sobre els bacteris que hi havia a la columna
d’aigua i per saber quina era la seva funci6 a I'ocea. L’any 1978, Hobbie i col-
laboradors i, a principis dels anys vuitanta, Porter i Feig publicaren sengles méto-
des per mesurar-ne 'abundancia. Es basaren en I'as de colorants fluorescents (ta-
ronja d’acridina i DAPI, respectivament) que tenyien el DNA bacteria, cosa que en
permetia I'observacio i el recompte al microscopi d’epifluorescéncia (1000x). An-
teriorment, els recomptes es feien en placa, els quals en subestimaven molt 'abun-
dancia (només se’n detectaven del 0,1 aI'l % del nombre total). A la vegada, la ir-
rupcidé per marcatge amb isotops radioactius (timidina i adenina; Fuhrman i
Azam, 1982; Karl, 1979; Hollibaugh et al., 1980) i substrats proteinics o glucosidics
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lligats amb fluorocroms (Chrést i Krambeck, 1986; Hoppe et al., 1988) quantifica-
ven el creixement i la produccié bacterians, aixi com l'activitat exoenzimatica so-
bre diferents compostos de materia organica. D’altra banda, els bacteris no creixien
indefinidament, ja fos perque estaven limitats per nutrients o perque eren depre-
dats per protists, principalment pico- i nanoflagellats heterotrofics. Gracies als es-
tudis de Fenchel (19824, 1982b i 1987) i altres autors, com Boenigk i Arndt (2000),
mitjangant microscopia de llum transmesa, electronica i epifluorescéncia, en des-
crivien 'abundancia i la morfologia, aixi com quin era el mode d’ingesti6 de la
presa d’aquests nanoflagellats (per exemple, per filtracid, ingestio raptorial, inter-
cepcid). Posteriorment, es desenvoluparen métodes per quantificar de manera ru-
tinaria les taxes d’ingestié dels nanoflagellats en els vactols digestius, utilitzant
analegs de la presa marcats amb fluorocroms (Sherr et al., 1987; Vaqué et al., 1994).
A partir d’aqui, gracies a 'aveng en les tecniques d’analisi d’imatge (Bjornsen,
1986), es van poder estimar la mida (biovolum) i el carboni cellular bacterians
(Borsheim et al., 1990), que s’exportaria a nivells trofics superiors. Finalment, un
grup important de protists, com son els ciliats, han estat a bastament estudiats des del
segle x1x fins ara, ja que han pogut ser observats a través del microscopi optic. Alllarg
d’aquests anys, se n’ha descrit 'abundancia, la morfologia i el metabolisme en dife-
rents sistemes aquatics (Margalef, 1973 i 1982; Vaqué et al., 1997). Aquests protists
son la baula que lliga el bucle microbia (matéria organica - procariotes - protists) ila
xarxa trofica microbiana (fitoplancton - materia organica - bacteris - protists) per
acabar a la cadena alimentaria classica (fitoplancton - zooplancton - peixos). Els
ciliats consumirien els protists que havien ingerit bacteris i serien ingerits pel zoo-
plancton i aquest per larves de peixos (figura 1).

MICROORGANISMES IMPLICATS EN EL BUCLE MICROBIA

Aqui presentem les principals caracteristiques dels diferents grups que consti-
tueixen el bucle microbia.

Fitoplancton: als oceans, a la zona fotica, un dels microorganismes clau per al
funcionament del bucle microbia, de les xarxes trofiques microbianes i de la ca-
dena alimentaria és el fitoplancton, que és responsable del 50 % de la fotosintesi
de tot el planeta. Els diferents grups de fitoplancton tenen mides que oscillen
entre 1i>100 pum, des de pico- i nanoeucariotes fins a céllules microplanctoni-
ques (diatomees, dinoflagellades, flagellades; figura 2). La seva abundancia oscil-
la entre 10-107 céllules L™

L’activitat del fitoplancton s’incrementa a la primavera en els sistemes tempe-
rats, mentre que a les latituds altes (zones polars) es produeixen grans proliferaci-
ons microalgals durant els estius austral (Antartida) i boreal (Artic). La llum, els
nutrients inorganics i el CO, son els factors principals per al creixement del fito-



FiGura 2. Imatges de fitoplancton mari. A) Pico- i nanoflagellats fototrofics observats per mi-
croscopia d’epifluorescéncia (1000x) (a-b); B) microfitoplancton observat per microscopia de llum
transmesa (200-400x): dinoflagellades (a-c) i diatomees (d-g).

Font: D. VaquéiC. Garcia-Botin.

plancton. La seva abundancia, produccio i diversitat és diferent segons el sistema.
A mesura que aquest fitoplancton va creixent, per una banda, és consumit per
zooplancton (copepodes, cladocers, eufausiacis...) i, per I'altra, excreta matéria
organica dissolta, que sera aprofitada pels bacteris.

Procariotes: el bacterioplancton i els arqueus s6n microorganismes unicel-
lulars sense nucli definit que formen part del picoplancton amb mides d’entre 0,2
i2,0 um (figura 3). Alguns presenten mobilitat mitjancant flagells. Els bacteris, en
general, es presenten com cocs, bacils i filaments, mentre que els arqueus poden
adoptar també formes quadrangulars. L’abundancia de procariotes oscilla entre
10°-10° céllules mL", i assoleixen un total de 10* céllules a tot 'ocea. Els procario-
tes poden ser, principalment, heterotrofics (que es troben distribuits a tota la co-
lumna d’aigua) i fototrofics (que habiten, principalment, a la zona fotica). Els proca-
riotes heterotrofics aprofiten la matéria organica dissolta excretada pel fitoplancton,
o d’altres fonts (ja siguin naturals o d’origen antropogenic), remineralitzant-la, la
qual cosa dona lloc a nutrients inorganics, i/o respirant-la, cosa que produeix COy;
mentre que els procariotes fototrofics es comporten com el fitoplancton. Els seus



Ficura 3. Imatges de procariotes observats per mitja de: a) microscopi d’epifluorescéncia a
1000x; b) microscopi electronic de transmissio (TEM, de anglés transmission electron microscopy)
a 30000x.

FonT: D.Vaquéi]. M. Gasol.

principals depredadors son virus i protists (pico- i nanoflagellats heterotrofics, mi-
xotrofics i alguns ciliats).

Protists (pico- i nanoflagellats heterotrofics, mixotrofics, fototrofics i ciliats): els
pico- i nanoflagellats son éssers unicellulars que es troben en tots els ecosistemes
marins, amb mides que oscillen entre 1i20 um, i abundancies entre 1.000 i 10.000
céllules mL™ ala capa fotica i un o dos ordres de magnitud menys al mar profund
i fosc. S6n microorganismes que presenten formes esferiques ellipsoidals o coni-
ques. Acostumen a tenir un o dos flagells, que fan servir per nadar, atraure i atra-
par les preses, generalment bacteris i arqueus. Els pico- i nanoflagellats heterotro-
fics son els principals responsables de la mortalitat de bacteris i arqueus, junt amb
els pico- i nanoflagellats mixotrofics (que tenen pigments perd poden també fa-
gocitar bacteris) (figura 4) i els virus. A més, en sistemes oligotrofics, en que la
produccié primaria es basa en cianobacteris i petits protists fototrofics, els flagel-
lats heterotrofics son també els principals herbivors del sistema.

Els ciliats (figura 5), generalment planctonics, es troben tant als oceans com als
rius i llacs al llarg de tota la columna d’aigua. La seva mida varia de 10 a 200 pm,
amb abundancies que oscillen entre 0,11 100 céllules mL™. Es caracteritzen perqué
tenen cilis, que s6n estructures analogues als flagells, pero en gran nombre, de ma-
nera que envolten la céllula totalment o parcialment. Aquests cilis els serveixen per
desplacar-se, crear corrents i portar les preses a la boca (citostoma). La seva forma
pot ser esferica, ellipsoidal, conica o cilindrica. Alguns, com els tintinids, desenvo-
lupen una closca (lorica) al voltant de la céllula, que en alguns és transparent, de



FiGura 4. Imatges de pico- i
nanoflagellats heterotrofics marins,
observats per microscopia d’epifluo-
rescencia (panell superior), micros-
copia de llum transmesa (panell
central) i microscopia electronica
(panell inferior).

FonT: Jiirgens i Massana (2008).

Ficura 5. Imatges de ciliats marins, observats per microscopia de llum
transmesa. Exemples de tintinids (panell superior) i de ciliats oligotrics
sense lorica (panell inferior).

FonT: D. Vaqué.

10



naturalesa hialina (figura 5), i en d’altres, opaca, formada per aglomerats de parti-
cules inorganiques i, a vegades, closques de coccolitoforals. Molts s’alimenten de
preses petites com bacteris, flagellats i fitoplancton. Alguns ciliats fagotrofics in-
corporen els cloroplasts de les preses fotosintétiques que han ingerit, de manera
que també poden fer la fotosintesi i convertir-se, alhora, en mixotrofics.

VIRUS MARINS I XARXES TROFIQUES MICROBIANES

Els virus marins, com tots els virus, sén entitats biologiques formades per una
capsida de material proteic que embolcalla i protegeix el genoma, constituit per
material genétic. Sén agents infecciosos submicroscopics que necessiten sempre un
hoste per multiplicar-se (Breitbart i Rohwer, 2005). El primer virus aillat a 'ambient
mari es va produir fa més de seixanta anys (Spencer, 1955), encara que els primers
recomptes daten de I'any 1979, quan Torrella i Morita, en una mostra d’aigua de
mar, obtenien al microscopi d’epifluorescéncia 10* virus mL™". Constataren que
eren virus perque els van observar al microscopi electronic de transmissid, perd no
sabien quin paper podien tenir a 'ocea. Aquests autors en subestimaren I'abun-
dancia real degut a la utilitzacid de filtres no adequats, amb un diametre de porus
de 0,2 um i, per tant, una gran part de virus amb mides < 200 nm s’hauria pogut
perdre. A finals dels anys vuitanta, investigadors noruecs (Bratbak et al., 1990) i

FIGURA 6.  a) Imatges de virus
marins per microscopia d’epi-
fluorescéncia i per microscopia
electronica de transmissio:
b) Myoviridae, c) Podoviridae
id) Syphoviridae.

FoNT: Y. M. Castillo, E. Lara
iD. Vaqué.
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americans (Noble i Fuhrman, 1998), utilitzant filtres de 0,02 pm de diametre de
porus, per microscopia d’epifluorescencia, i més tard, I'any 2004, Brussaard, per
citometria de flux, determinaren que el nombre de virus oscillava entre 10°i 10°
virus mL™". Aix0 depenia de si les mostres eren de mar obert o de prop de la costa, o
bé de fondaria o de superficie. En tot 'ocea es calcula un nombre de virus de 10*,
que equivaldria a uns sis ordres de magnitud més gran que cossos celestes hihaala
nostra galaxia (10**). La mida d’aquests virus oscilla entre 20 i 200 nm, al voltant de
10-100 vegades més petits que un bacteri, i la seva biomassa a tot I'ocea seria
de 275 megatones de carboni, que equivaldrien a 75 milions de balenes blaves.
La majoria de virus marins sén de doble cadena de DNA (dsDNA, de I'anglés
double-stranded DNA), els quals pertanyen a les families: Myoviridae, amb cua
llarga i contractil; Podoviridae, amb cua molt curta i no contractil, i Syphoviridae,
amb cua llarga, corbada i no contractil (figura 6). Encara que hi ha un coneixe-
ment creixent de la presencia de virus de cadena senzilla ’'RNA (ssRNA, de I'an-
gles single-stranded RNA) (Lang et al., 2009) i de cadena senzilla de DNA (ssDNA,
de I'angles single-stranded DNA) (Labonté i Suttle, 2013) als oceans.

Els microorganismes marins estan presents a tota la columna d’aigua, des de
la superficie (0-200 m) fins a la zona mesopelagica (200-1.000 m) i la zona batipe-
lagica (> 1.000 m), excepte els fototrofics, que només son a la zona fotica (des de la
superficie fins on arribi 'l % de llum). Aquests microorganismes marins ocupen
el 90 % de la biomassa viva a 'ocea (Suttle, 2007), entre els quals els virus son els
més abundants, ja que cobreixen el 94 % de les particules biologiques amb acids
nucleics, mentre que, en termes de biomassa, degut a la seva mida, només com-
prenen el 5 % de la resta de microorganismes. En canvi, els procariotes (bacteris i
arqueus) representen menys del 10 % de les particules que contenen acids nu-
cleics, pero representen més del 90 % de la biomassa. Finalment, els protists, amb
abundancies molt inferiors que els virus i procariotes, en termes mitjans, tenen
una biomassa similar a la dels virus (figura 7).

Abundancia Biomassa

Bl virus

procariotes

Il protists

FIGURA 7. Representacié de 'abundancia i la biomassa de virus, procariotes i protists a 'ocea.
FonT: Modificat a partir de Suttle (2007).
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Cicles de replicacio viral

A Tocea els virus poden infectar tots els organismes que hi habiten, pero tenint
en compte que el nombre de procariotes és de 10”, aquests serien els seus hostes
meés probables. Per tant, la proporcié més gran de virus que hi ha als oceans sén
bacteriofags. Sestima que cada segon es produeixen 10” infeccions virals, cosa que
donaria lloc a fins a 10° tones de carboni alliberat del contingut de les céllules lisa-
des (Suttle, 2007). S’ha determinat que en tot 'ocea els virus retornen ~140 Gt
(1 Gt=10" g) de carboni a'any, que provenen de la lisi bacteriana (Lara et al., 2017).
No obstant aixo, els virus no sempre lisen els seus hostes, també poden infectar-los
i fer que el seu genoma s’integri en el genoma de 'hoste, de manera que s’estableix
una relacié de mutualisme amb els hostes, que es repliquen per moltes generacions
(cicle lisogeénic), en lloc de lisar-los. Aquest genoma del virus s’anomena profag
(Jiang i Paul, 1994), en cas que infecti un bacteri, o virofag (Fischer i Hackl, 2016),
siinfecta una céllula picoeucariota i passa a ser un virus temperat i la cellula porta-
dora del profag és el lisogen. Aquesta cellula continuara replicant-se amb la nova

Contacte del virus

Céllula amb ["hoste \;ims]
no infectada (fags
15 ﬁi . .
Profag Integracio

Li |sc|gen del prol'ﬂg Injeccio
= m—y del DNA virie

“ . Induccio 4
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Lisogeénic

Re phcacw
,del genoma

Cromc

I:xcrcuu
de virus

Pseudollsogemc

Nova progénie
de virus

Lisi cellular

Ficura 8. Cicles de replicaci6 viral.
FonT: Esquema de Weinbauer (2004), modificat per Boras (2009) i D. Vaqué.
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dotacid genica aportada pel virus fins que, degut a canvis externs (ambientals), fi-
siologics o de metabolisme de I'hoste, el profag reverteixi al cicle litic. Els virus
també poden seguir el cicle d’infeccié pseudolisogenic en el qual el genoma del
virus (anomenat preprofag) es manté dins la céllula hoste, en el citoplasma, per
periodes de temps potencialment llargs. No es produeix integraci6 del genoma
del virus amb el de I'hoste, i la informaci6 genética del profag no es replica i és se-
gregada de les cellules hostes. Es creu que les baixes concentracions de nutrients a
I'ambient és un dels factors principals que afavoreix aquest tipus d’infeccié (Ripp
i Miller, 1997). La pseudolisogeénia podria ser un fenomen forga corrent per als
bacteriofags en els ecosistemes marins (Moebus, 1996), encara que en els sistemes
aquatics s’han descrit molt pocs fags pseudolisogenics (Moebus, 1997). Final-
ment, el cicle de replicaci6 cronic implica l'alliberament de nous virus produits,
pero no la destruccié immediata de I'hoste (Russel i Model, 2006). Les cellules
bacterianes romanen infectades i produeixen fags, que s’alliberen per extrusio,
sense lisar el bacteri. Hi ha poca informaci6 sobre una possible infeccié cronica
in situ (Hofer i Sommaruga, 2001) (figura 8).

El paper dels virus a les xarxes trofiques microbianes

A partir dels anys noranta, quan es va comengar a considerar els virus part im-
portant del plancton, també es va replantejar quin era el paper que tenien en el fun-
cionament del bucle microbia i de les xarxes trofiques microbianes. Aixi, els depre-
dadors (nanoflagelats i ciliats) de procariotes i picoeucariotes haurien de competir
amb els virus per les mateixes preses, ja que curtcircuitaven el bucle microbia, cosa
que constituia el bucle viral (figura 9). Se sap que, en termes mitjans, a tot 'ocea
cada dia es perd entre un 20 % i un 40 % de la biomassa bacteriana i més del 50 % de
la seva produccié per la lisi virica (Suttle, 2007). Per tant, no tot el carboni bacteria
sera canalitzat a nivells trofics superiors; una part important retornara a la columna
d’aigua i sera reutilitzat de nou (Fuhrman, 1999) pels bacteris per créixer i part de la
materia organica alliberada per la lisi sera remineralitzada a nutrients inorganics
(nitrogen, N; fosfor, P; sofre, S), que podran ser utilitzats pel fitoplancton. A la vega-
da, les cellules lisades alliberaran al medi el seu contingut constituit per diferents
compostos organics i oligoelements com, per exemple, el ferro (Fe), element cabdal
del fitoplancton per produir clorofilla i, per tant, per fer la fotosintesi. En conse-
qiiencia, els virus tenen un paper fonamental en els cicles biogeoquimics de I'ocea i
mantenen la materia organica en suspensio a la columna d’aigua per a 'aprofita-
ment d’altres microorganismes, i aixo contribueix a regular I'abundancia dels seus
hostes ila composici6 de les comunitats de microorganismes. A més, se’ls considera
els més grans reservoris de diversitat a 'ocea, ja que poden transmetre els seus gens
als hostes i els d’aquests a altres hostes (Brussaard et al., 2008; Breitbart, 2012).
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FIGURA 9. Bucle microbia, incloent-hi el paper dels virus. Les fletxes blaves mostren el flux de
carboni dins del sistema i les fletxes vermelles mostren el bucle viral.
FonT: Model adaptat de Wommack i Colwell (2000) i modificat per Boras (2009).

A tall d’exemple, estudis fets en mostres de superficie de diferents sistemes
marins: nord-est de Pocea Atlantic (Boras et al., 2010b), nord-oest del mar Medi-
terrani (Boras et al., 2009) i oced Artic (Boras et al., 2010a), comparaven com va-
riaven els fluxos de carboni que anaven de bacteris a nivells trofics superiors via
protists, o bé a la columna d’aigua com a materia organica dissolta degut a la lisi
virica (figura 10). En aquests tres escenaris, la importancia dels virus era més gran
que la depredacio a 'ocea Atlantic, semblant al mar Mediterrani i molt més baixa
a locea Artic (figura 10). Aixi, la taxa de carboni alliberat per la lisi bacteriana
respecte a la seva producci6 oscillava des del 25 % d ' al mar Mediterraniial'ocea
Artic fins al 64 % d™' a I'ocea Atlantic; mentre que la depredacié presentava per-
centatges de taxes de carboni canalitzat a nivells trofics superiors al 25 % a I'ocea
Atlanticientre el 30 % d'iel 100 % d ™' al mar Mediterrani ial’ocea Artic, respec-
tivament.
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Ficura 10. Contribuci6 dels virus i els protists a ’hora de canalitzar els fluxos de carboni organic
al'ocea Atlantic, al mar Mediterrani i a 'ocea Artic. Les fletxes verdes indiquen les taxes de carboni
bacteria depredat pels protists. Les fletxes vermelles assenyalen la taxa de carboni dissolt que passa a
la columna d’aigua per la lisi virica. El gruix de les fletxes mostra la importancia d’un tipus o d’un
altre.

FonT: Esquema modificat a partir de Boras (2009).

Estrateégies de la infeccié virica

L’any 1997, Thingstad i Lignell presentaren el teorema kill the winner (‘matar
el guanyador’, KtW) segons el qual els virus es consideraven especie-especifics i es
creia que infectarien aquella espécie d’hoste més abundant, per una qiiestié de
probabilitat d’encontre. La seva lisi faria augmentar la concentracié de mateéria
organica dissolta disponible perque els hostes menys abundants i exitosos I'apro-
titessin per créixer. Aixd comportaria un canvi de produccioé i diversitat dels hos-
tes. En el cas de sistemes eutrofics, on I'abundancia d’hostes és alta, els virus tin-
drien una probabilitat alta d’infectar-los i, per tant, dominaria la infecci6 litica. En
canvi, en sistemes oligotrofics, on 'abundancia i I'activitat dels hostes és baixa, hi
hauria una disminucié de la probabilitat d’encontre virus-hoste i una taxa d’infec-
cid baixa, i la lisogenia seria 'estratégia de supervivéncia preferible per a la comu-
nitat viral (Jiang i Paul, 1994). Aixi, el virus en forma de profag romandria dins de
I'hoste fins que les condicions fossin més propicies per a ell; per exemple, que
augmentés el nombre d’hostes. Es a dir, el canvi de lisi a lisogénia es trobaria sota
el control de I'estat trofic del sistema, i 'estratégia de vida canviaria de lisogénia a
lisi quan milloressin les condicions trofiques. Tanmateix, investigacions recents
mostren una gran controversia quant a les estrategies d’infeccié virica. En siste-
mes oligotrofics no sempre es complia que la lisogenia fos el mode d’infeccio6
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escollit pels virus, ni que la infeccid litica predominés en sistemes eutrofics (Bo-
ras et al., 2009).

Per una banda, s’ha especulat que en sistemes rics, malgrat que hi ha un nom-
bre d’hostes (per exemple, bacteris) relativament alt, la lisogenia predominaria
seguint la teoria del piggyback the winner (‘anar a coll del guanyador’, PtW;
Knowles et al., 2016). D’acord amb aquesta teoria, 'augment de la densitat de
I’hoste seria el principal impulsor del pas de la infeccid litica a la lisogenica. Aixo
donaria lloc a una reduccié del quocient virus/bacteri, i la promocié de la lisoge-
nia conferiria avantatges competitius als bacteris dominants, que reduirien
I'oportunitat de creixement dels bacteris relativament menys actius, la qual cosa
faria disminuir la diversitat de la comunitat bacteriana (Knowles et al., 2016). Un
exemple que corroborava el model piggyback the winner el vam trobar durant
I'expedicié de circumnavegacié Malaspina, on mesurarem la lisi virica en mostres
de la zona fotica (superficie i maxim profund de clorofilla, 1-200 m) i de fondaria
(ocea fosc, 1.000-4.000 m) de tres oceans diferents (Atlantic, Indic i Pacific). Se-
gons el model kill de winner, esperariem que a la zona fotica hi hagués més activi-
tat virica litica que lisogenica, ja que 'abundancia de bacteris i virus era més alta
que al’ocea fosc (zona batipelagica). Pero vam obtenir que en set casos de nou ala
zona de 'ocea fosc (zona batipelagica) la lisogénia dominava respecte a la lisi (fi-
gura 11a). Trobarem, de mitjana, valors de lisi i lisogenia decreixents de superficie
a fondaria, pero els valors de lisogenia eren més elevats que la lisi a superficie i al
revés, en fondaria (figura 11b) (Lara et al., 2017). En treballs posteriors, s’ha de-
mostrat que els canvis de lisi a lisogénia poden seguir els dos models (KtW i PtW)
sense ser excloents. Per exemple, Chen et al. (2019), en un ecosistema experimen-
tal, van demostrar la coexistencia dels models KtW i PtW, cosa que va evidenciar
una relaci6 estreta entre els canvis d’abundancia de microorganismes, la seva suc-
cessio i diversitat amb l'activaci6 de lisi a lisogenia i viceversa. Aixo implica que
ambdds models podrien actuar consecutivament per explicar el control dels virus
sobre la comunitat microbiana a'ocea.

Per una altra banda, el fet d’observar en sistemes amb una abundancia de bac-
teris i virus relativament baixa una mortalitat alta per virus es deuria al fet que els
virus poden infectar més d’un hoste (ja que tenen diferents rangs d’infeccio). Es a
dir, que els virus no sempre eren espécie-especifics. Aixi, un mateix virus podia
infectar diferents soques de bacteris, fins a més de vint, tal com s’observa en I'estu-
di de Holmfeldt et al. (2007), mentre que d’altres eren més especifics, tal com vam
mostrar a Lara et al. (2015). En aquest estudi, el bacteriofag aillat (B8b) d’una soca
de Pseudoalteromonas sp. a 'observatori mari de Blanes, i identificat com un
Syphovirus, podia infectar quatre soques de bacteris diferents dels cinquanta-dos
analitzats. E1 B8b infectava tres soques diferents del génere Pseudoalteromonas sp.
i una soca d’Alteromonas sp., la qual pertanyia a una familia diferent (Alteromo-
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Figura 11.

NoTA:

a) Comparaci6 entre l'activitat litica i lisogénica en diferents oceans i b) a diferents
fondaries; mitjana i error estandard (SE) dels valors de lisi i lisogénia per a cada ocea i per a tots. La
fletxa vermella indica la disminuci6 de la lisi en fondaria. Els valors més alts de lisi o de lisogénia per
les diferents fondaries estan emmarcats en blau, més baixos en lila i iguals en verd.

superficie (SURF), maxim profund de clorofilla (DCM, de I'anglés deep chlorophyll maxi-

mum), zona batipelagica (BATIP), ocea Atlantic (ATL), ocea Indic (IN) i ocea Pacific (PAC).

Fonr:

Modificat a partir de Lara et al. (2017).
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nadaceae), de la qual s’havia aillat el bacteriofag B8b (Pseudoalteromonadaceae).
Vam observar que I'eficiéncia d’infecci6 (58 %) sobre Alteromonas sp. no era tan
elevada comparada amb els hostes dels quals es va aillar el B8b (figura 12). Encara
que el fet d’infectar hostes de families diferents era habitual per als Myovirus
(Chang i Kim, 2011), en el cas dels Syphovirus només s’havia observat per a dues
soques de géneres de bacteris diferents en aigiies residuals, pero no per a sistemes
marins. Donat que aquest bacteriofag pot infectar més enlla dels limits de génere,
destaca el potencial d’aquest bacteriofag perque intervé en la transducci6 i, per
tant, augmenta la microdiversitat, no solament entre soques bacterianes estreta-
ment relacionades, sin també en un espai taxonomic més ampli, i contribueix a
la transferéncia horitzontal de gens. Aquests resultats, a més, corroboren que els
virus son el reservori de diversitat més gran a 'ocea.

Abromonas sp. (MED 517)

Wibno.

sphondius |
Adoremonas sg . (MED 111)

o

FIGURA 12. Imatges per microscopia electronica de transmissio de: a) Pseudoalteromonas sp. amb
el seu bacteriofag B8b; b) el bacteriofag Syphovirus B8b; ¢) analisis filogeneétiques de les soques bac-
terianes usades per provar el rang d’infeccié del fag B8b. Les soques infectades pel Syphovirus B8b
estan marcades amb un punt negre, i s’indica l'eficiéncia del fag B8b en les soques infectades.

FonT: Laraetal. (2015).
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Diversitat virica i qui infecta a qui a ocea

Als oceans hi ha for¢a coneixement de la diversitat dels organismes que es
poden distingir facilment per la seva morfologia (peixos, cetacis, crustacis...),
que no son els més abundants, i, en canvi, estem lluny de saber quantes espécies
hi ha de microorganismes amb mides < 20 um (nano- i picoplancton) i sobretot
de virus, els quals sén molt abundants. Es a dir, hi ha una relacié inversa entre
I'abundancia i la mida dels organismes i la diversitat. A partir d’'una imatge al
microscopi de llum transmesa o d’epifluorescencia, aixi com imatges per cito-
metria de flux, véiem una gran quantitat de formes similars i punts (figures 13a
i 13b), pero érem incapagos d’identificar qui és qui. A finals dels anys noranta,
apareixen diferents técniques per avaluar I'estructura de les comunitats virals,
com son I'electroforesi de camp polsant (PFGE, de 'angleés pulse field gel elec-
trophoresis; Steward, 2001) i, més tard, el meétode d’amplificacié aleatoria del
DNA polimorfic (RAPD, de I'anglés random amplification of polymorphic DNA;
Winget i Wommack, 2008). El métode de PFGE produeix un patré de bandes,
sobre un gel d’agarosa, on cada banda correspon a la mida del genoma d’un de-
terminat virus de DNA, mentre que els patrons de bandes dels RAPD correspo-
nen a fragments de DNA que resulten de la seva amplificacié de manera aleato-
ria a partir d’encebadors concrets. El patr6 de bandes de cada mostra correspon
a l'estructura d’'una comunitat de virus (figures 13c i 13d). No obstant aixo, no
ens diu quins virus s’amaguen darrere de cada banda. Pero 'aparicié de les tec-
niques metagenomiques per seqiienciacié massiva va ser crucial per a la identi-
ficacio de nous virus, la qual cosa va donar un gran impuls al coneixement de la
diversitat viral. Per tant, les analisis de metaviromes han revelat que la gran ma-
joria de virus en mostres naturals pertanyen a grups nous sense cap represen-
tant previament aillat i cultivat (Roux et al., 2016; Gregory et al., 2019). En un
parell d’estudis recents, usant mostres de les expedicions Tara Oceans i Malas-
pina, es van descriure 15.200 noves poblacions virals (Roux et al., 2016), el triple
de les descrites fins aleshores (Brum et al., 2015), mentre que, si s’hi afegien
mostres artiques i antartiques, s’arribava fins a 200.000 noves poblacions virals
(Gregory et al., 2019). Tot i que es va aprofundint en la descripci6 de la diversitat
de virus, som conscients que encara hi ha un gran desconeixement a I’hora de sa-
ber qui infecta a qui. D’aquest fet dependra el coneixement sobre els canvis de di-
versitat de les comunitats d’hostes i els canvis en els cicles biogeoquimics.
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Ficura 13. Imatges de virus: a) al microscopi d’epifluorescéncia; b) citometria de flux, en qué es
mostren les diferents fraccions que van de fluorescéncia baixa a molt alta; ¢) comparacié de comuni-
tats de virus per RAPD en diferents mostres al llarg de 'any de la badia de Blanes, i d) diferéncies i
similituds entre comunitats de virus, gracies a 'aplicacié de 'analisi d’escalament multidimensional
no meétric (NMDS, de 'anglés non-metric multidimensional scaling). Els simbols del mateix color
per als diferents mesos corresponen a comunitats semblants.

FonT: Y. M. Castillo, E. Larai D. Vaqué.

Models de virus-hoste cultivats

Una manera ideal de saber qui infecta a qui és aillar un nombre elevat de virus
marins a partir dels seus hostes i, posteriorment, fer el cultiu hoste-virus al labora-
tori (figura 14a). A continuacio, es caracteritza el virus estimant la mida del seu
genoma mitjancant PFGE (figura 14b) i s’analitza la seva morfologia i la mida de la
capsida per microscopia electronica de transmissio (figura 14c¢). Finalment, se’n
seqiiencia el genoma (figura 14d). L’'inconvenient és que els virus aillats i identificats
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FiGURA 14. Aillament i caracteritzacié d’un virus. a) Cultiu hoste-virus (calbes); b) caracteritzacid
de la mida del genoma per PFGE; ¢) imatge per microscopia electronica de transmissio; d) genoma
seqiienciat.

FonT: Fotosa ibdeY. M. Castillo, E. Lara i D. Vaqué; fotos ci d, Lara et al. (2015).

a partir de cultius representen menys del 0,1 % dels virus que hi ha al mar. Tot i aixo,
la combinacié de models de virus i hostes cultivats amb tecniques d’hibridaci in
situ fluorescent ens permetria visualitzar i quantificar la interaccié entre bacteri-
bacteriofag (phageFISH, Allers et al., 2013) i entre picoeucariotes-virus (virusFISH,
Castillo, 2019; Castillo et al., 2020) en el cultiu i després aplicar-ho a la natura. Per a
la técnica de virusFISH vam utilitzar com a model el picoeucariota mari Ostreo-
coccus tauri i el seu virus: Ostreococcus tauri virus 5 (OtV5) (figures 15ai 15b).
Primer, en condicions experimentals, vam visualitzar i quantificar la propor-
cid de cellules d’O. tauri infectades al llarg del temps (figures 16a i 16b). Al cap
de 72 hores ja no quedava quasi cap céllula d’O. tauri. En observar les mostres al
microscopi d’epifluorescencia, després d’haver hibridat 'hoste amb un marcador
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FIGUuRra 15. Imatges per microscopia electronica de transmissioé de: a) Ostreococcus tauri (N: nucli,
M: mitocondria, C: cloroplast), picoeucariota d’1 um de diametre; b) virus d’O. tauri (OtV5) amb
una mida de la capsida de 130 nm.

FonT: Imatges fetes al Parc Cientific de Barcelona a la Unitat de Microscopia Electronica.
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FIGURrA 16. Dinamica de la infeccid per O. tauri amb OtV5. a) Flascons de cultiu d’infeccid i con-
trol al temps 0 i 72 h; b) abundancies de céllules d’O. tauri detectades per hibridacié in situ amb un
marcador fluorescent i comptades per microscopia d’epifluorescéncia tant en els cultius infectats
(cercles solids) com en el control (cercles buits).

FonT: Modificat a partir de Castillo et al. (2020).

amb fluorescéncia verda i el virus OtV5 amb un marcador amb fluorescéncia ver-
mella, a les 24 hores veéiem que un percentatge elevat d’O. tauri estava infectatia
les 48 hores ja quedaven poques cellules intactes (figura 17).

El pas segiient era aplicar aquest metode a comunitats naturals, on Ostreococ-
cus és un génere cosmopolita del fitoplancton mari. Aquest microorganisme és un
dels eucariotes de vida lliure més petits coneguts fins ara (~1 pm de diametre) i es
troba en aigiies mesotrofiques i oligotrofiques. Emprant virusFISH vam visualit-
zar i quantificar la dinamica de la infeccid virica en poblacions naturals d’Ostreo-
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FIGUuRra 17. Micrografies de I'evolucié de la infeccid a partir de 8 h fins a 48 h. Esquerra: O. tauri.
Centre: OtV5. Columna dreta: superposici6 de céllules d’O. tauri en verd i de OtV5 en vermell.
Fletxa groga: O. tauri no infectat; fletxa rosa: O. tauri infectat; fletxa grisa: nvol de virus retinguts al
filtre per la mateéria organica alliberada durant la lisi.

FonT: Modificat a partir de Castillo et al. (2020).

coccus durant un cicle estacional al mar Cantabric central. Els Ostreococcus es van
trobar predominantment a I'estiu i a la tardor a la superficie, en aigiies costaneres
(E1), del talus (E2) i de mar endins (E3), i representaven fins al 21 % de les comu-
nitats de picoeucariotes. L'impacte de la infecci6 viral va ser variable, pero més alt
de maig a juliol i de novembre a desembre, quan es va infectar fins a la meitat de la
poblaci¢ (figura 18). Per tant, poder quantificar 'impacte dels virus sobre pobla-
cions de diferents microorganismes ens dona informacié del paper que poden te-
nir en els cicles biogeoquimics a I'ocea (Castillo, 2019).
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FiGura 18. Canvis en 'abundancia de céllules d’Ostreococcus no infectades i infectades per virus,
des de gener fins a desembre del 2012 en aigiies costaneres (E1), de talts (E2) i de mar endins (E3)
del mar Cantabric.

Nota: No hi ha dades per al mes d’abril.

FonT: Modificat a partir de Castillo (2019).

Models de virus-hoste no cultivats

Aixi com els bacteris i els protists tenen gens conservats com el 16S rDNA
i 18S rDNA, respectivament, que s’utilitzen per identificar determinades especies
d’acord amb el seu genoma, en els virus no existeixen. Tot i aixo, en el cas d’alguns
virus s’ha descrit existéncia de seqiiéncies conservades per estudiar-ne la diversi-
tat. Per exemple, s’han emprat encebadors especifics per al gen de la DNA-poli-
merasa de Phycodnaviridae (virus de microalgues), o una regié del gen de la pro-
teina d’assemblatge de capsides dels cianofags, per estudiar la diversitat de virus
de microalgues (Chen i Suttle, 1995) i cianofags (Lu et al., 2001), respectivament.
No obstant aixo, aquestes tecniques no permeten veure qui infecta a qui.
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Una de les técniques més prometedores per detectar interaccions virus-hoste
al’ocea és la cerca de signatures viriques en genomes seqiienciats de céllules indi-
viduals utilitzant la técnica d’amplificacié genomica cellular (SAG, de I'angles
single amplified genome; Yoon et al., 2011; Fischer i Hackl, 2016; Castillo et al.,
2019). Durant I'expedicié Tara Oceans es van agafar mostres al mar Adriaticia
ocea Indic per investigar la preséncia de gens virics en seixanta-cinc céllules in-
dividuals d’onze llinatges d’estramenopils marins —MAST— (taula 1), els quals
son els pico- i nanoflagellats més abundants a 'ocea.

Taural
Caracteristiques generals dels SAG analitzats en mostres agafades a l'expedicié Tara Oceans

Llinatges Nre. de SAG Estacions Fondaries
MAST-3A (MAST-31) 4 41 (ocea indic)  superficie
MAST-3F (MAST-32) 2 23 (mar Mediterrani) DCM

MAST-4A 14 23i41 DCM

MAST-4C 4 41 DCM

MAST-4E 9 23 DCM

MAST-7 6 23i41 DCM
Chrysophyta G1 4 41 superficie
Chrysophyta H1 8 23 DCM
Chrysophyta H2 3 23 DCM

Dictyochophyceae 4 4748 superficie
Pelagomonas calceolata 7 23 DCM
Total 65 = =
m==mm Picoeucariotes heterotrofics Picoeucariotes fototrofics

FonT: Modificat a partir de Castillo et al. (2019).

Es va observar que en el 57 % de les céllules hi havia signatures viriques, que
cobrien gairebé tots els llinatges (figura 19). Només set dels seixanta-cinc virus
detectats van mostrar homologies a seqiiéncies virals conegudes (taula 2), cosa
que ens confirma el gran desconeixement que hi ha sobre la diversitat dels virus
eucariotes marins.
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FIGURA 19. Preseéncia i especificitat de contagis virals en seixanta-cinc SAG d’estramenopils ma-
rins. Els diagrames de barres mostren el nombre de SAG amb senyals virals en el seu genoma o sen-
se. El nombre total de senyals virals associats a cada SAG s’indiquen a la part superior de la barra.
FonT: Modificat a partir de Castillo et al. (2019).

Entre els senyals virals vam detectar un virofag, pertanyent a un mavirus, in-
tegrat dins del genoma nuclear de dos estramenopils no cultivats i geneticament
distants (taula 2).

TauLa 2

Comparacio dels genomes de virus trobats en els SAG estudiats amb virus coneguts i identificacié
del mavirus (SV11) trobat en SAG distants genéticament (Chrysophyta i en el MAST-3A)

Seqiéncies virals associades als SAG Assignacio taxonomica a la base de dades virus-hoste GenomeNet
(Miharaet al., 2016)
e M Longitud de 8
Sequencies Llinatge SAG la se%néncia Nombre Millor coincidéncia viral (GenBank niimero daccés) | Familiade virus Grup d’hostes SG# Semblanca
virals (nombre de SAG) (kbop) de gens coneguts (%)
svil Chryso-G1 (4), MAST-3A (1) 155 18 Maverick-related virus (mavirus, NC_015230) Lavidaviridae Bicosoecophyceae 0,96 98,3
sva7 Chryso-H2 (1) 6,4 8 Aureococcus anophagefferens virus (NC_024697) | Phycodnaviridae Pelagophyceae 10 52,4
SV35 MAST-3F (1) 54 7 Yellowstone lake phycodnavirus (NC_028110) | Phycodnaviridae N/D 03 52,9
Unclassified
SV46 Chryso-H1 (1) 37 3 YSLV6 (NC_028270) virophage N/D 0,17 403
Sv48 Chryso-G1 (1) 30 2 Escherichia phage (NC_025447) Myoviridae Gammaproteobacteria | 0,2 414
SV50 MAST-7 (1) 29 3 Ectocarpussiliculosus virus (NC_002687) Phycodnaviridae Phaeophyceae 0,2 46,1
SV64 MAST-4A (1) 1,0 3 Planktothrix phage (NC_016564) Podoviridae Cyanobacteria 02 49,1

FonT: Modificat a partir de Castillo et al. (2019).
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Els virofags actuen defensant una determinada poblacio6 de protists d’altres
virus i, per tant, poden tenir un paper ecologic important en la regulacié d’aques-
tes poblacions. Finalment, un cop identificades les seqiiéncies de virus, vam fer
una cerca d’aquestes seqiiéncies en metagenomes obtinguts a 'ocea global, des-
prés de 'extraccio de DNA en mostres recollides sobre filtres de diametre de po-
rus de < 0,2 um i entre 0,2-3,0 um. Les nostres seqiiéncies de virus es van trobar
preferentment al maxim profund de clorofilla (DCM, de I'angles deep chlorophyll
maximum) i dins de la fraccié de mida de 0,2-3 um (figura 20). Alguns dels senyals
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FIGura 20. Distribuci6 biogeografica de virus associats a SAG, determinada sobre fragments de
DNA metagenomics. El conjunt de seqiiéncies virals es van trobar en metagenomes d’aigiies epipe-
lagiques (superficie i DCM). La barra d’escala indica el percentatge de seqiiéncies virals associades
a cada SAG respecte a les seqiiencies trobades als metagenomes. Aquests metagenomes correspo-
nen a virus i microorganismes recollits sobre filtres de < 0,2 um (panells de 'esquerra) i 0,2-3,0 pum
(panells de la dreta) per a les aigiies superficials (panells superiors) i DCM (panells inferiors). Les
estacions en qué no hi havia dades es mostren en gris, i en blanc, si no es podien detectar. Les bar-
res de colors representen les diferents conques oceaniques.

NoTa: ocea Pacific nord (NP), ocea Pacific sud (SP), ocea Atlantic nord (NA), ocea Atlantic sud
(SA), ocea sud (SO), mar Mediterrani (M), mar Roig (RS) i ocea Indic (IND).

FonT: Modificat a partir de Castillo et al. (2019).
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virals es van distribuir ampliament per tots els oceans, mentre que d’altres van ser
limitats geograficament. Aquests resultats apunten que la utilitzacié de 'amplifica-
cié genomica de céllules individuals pot ser una eina poderosa per investigar les
interaccions entre protists i virus no cultivats, per identificar qui infecta a qui, a
més de proporcionar una nova visio sobre la diversitat viral mundial.

ELS MICROORGANISMES MARINS I EL CANVI CLIMATIC

Que el planeta s’escalfa és un fet (IPCC, 2014) i que en els darrers cent anys els
nivells de CO, han augmentat exponencialment degut a la crema de combustibles
fossils també, la qual cosa ha comportat un increment global de temperatura. Tan-
mateix, si no fos pel mar, la concentracié de CO, que hi ha a 'atmosfera encara seria
molt més alta. El mar actua tamponant els nivells de CO, a través de processos, fi-
sics, quimics i biologics. Aixi, el fitoplancton, a part de captar el CO, per créixer,
també pot ser que quedi segrestat i transportat al fons mari, sia perque aquest fito-
plancton quan mor sedimenta, sia perqué acabi sent depredat pel zooplancton i ex-
cretat en forma de paquets fecals que també acabaran a I'ocea profund (bomba bio-
logica; Passow i Carlson, 2012). A la vegada, aquests productors primaris retornaran
oxigen al medi durant el procés de la fotosintesi. Al mateix temps, els microorganis-
mes del plancton poden contribuir al fet que la Terra no s’escalfi encara més, mit-
jancant la formacié de navols, que fan que els rajos solars rebotin cap amunt (albe-
do) iI'ambient s’escalfi menys. Un nivol es forma gracies a la preséncia de particules
—que poden provenir de diversos origens, entre els quals el mar (Simd, 2001;
Dall’Osto et al., 2017)— de mides molt petites (de nanometres a micrometres) que
s’anomenen nuclis de condensacid, que poden ser primaris i secundaris. Els nuclis
de condensaci6 primaris son els que surten directament des de la superficie del mar
fins al'aire quan hi ha vent i es produeixen esprais, aixi com cristalls de sal, un virus,
un bacteri, una microalga, etc., en els quals s’enganxaria el vapor d’aigua per formar
el navol. En el cas de formacié de nuclis de condensacié secundaris, la seva produc-
ci6 és més complexa, ja que hi intervenen processos fisics, quimics, biologics i bio-
geoquimics. Un exemple el trobem en la formaci6 de productes derivats del dimetil-
sulfopropionat (DMSP). Algunes microalgues (per exemple, haptofits) tenen
DMSP intracellular. Quan sén depredades per zooplancton o lisades per virus,
aquest DMSP s’allibera al medi i es transforma en DMSP dissolt. Per I'accié d’uns
enzims (liases) produits per bacteris i altres algues, el DMSP passa a dimetil sulfur
(DMS) (Simd, 2001). Aquest DMS, per acci6 de I'agitacié del mar causada pel vent,
surt a 'atmosfera. Alla s’oxida i finalment s’acaba transformant en cristalls de sofre,
que actuaran com a nuclis de condensacio per a la formacié de navols (figura 21).
Hill et al. (1998) demostren que perque es formi DMS es necessita la intervencié de
tots aquests microorganismes: fitoplancton, virus i bacteris.
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Ficura 21. Esquema de la produccié de DMS a I'aigua i a 'atmosfera per produir nuclis de con-
densacié que donaran lloc a la formacié de ntvols a partir de I'alliberament del contingut cellular de
DMSP, gracies a la contribuci6 dels organismes planctonics: de virus a zooplancton.

FonT: Modificat a partir de Sim6 (2001).

CONCLUSIONS

Els virus marins es caracteritzen perqueé son les particules biologiques més
abundants i perque tenen un paper cabdal en el control de 'abundancia i diversi-
tat dels microorganismes que infecten. A la vegada, sén responsables d’alliberar el
contingut de les céllules lisades, de manera que la mateéria organica dissolta ro-
mandra a la columna d’aigua i podra ser utilitzada per altres microorganismes.
D’altra banda, es consideren els principals reservoris de diversitat al mar, ja que
son els responsables de la transmissid horitzontal de gens: els roben d’un hoste i
els donen a un altre. Finalment, els virus, juntament amb altres microorganismes,
tenen un paper primordial en la regulacié del clima.
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