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Resum

Una de les grans transicions en I'evolucié de la vida fou quan un organisme
unicellular va aprendre a menjar-ne un altre, fet que va permetre I'establi-
ment de les xarxes trofiques i la formacié d’organismes i ecosistemes més
complexos. La majoria d’eucariotes unicellulars actuals han mantingut la
capacitat depredadora ancestral i tenen un gran protagonisme en les xarxes
trofiques marines, on bona part de la produccié primaria i secundaria és mi-
crobiana. Els depredadors més petits d’aquests ecosistemes, eucariotes uni-
cellulars sense pigments i amb flagel, son els agents principals de la mortali-
tat de procariotes marins, son preses per a nivells trofics superiors i tenen un
paper clau en la remineralitzacié de nutrients inorganics. En aquest treball
exposarem que sabem d’aquest grup de depredadors des d'un punt de vista
ecologic i evolutiu: qui sén, quants n’hi ha i qué fan. Aquest component es-
sencial dels sistemes marins comenca a estar ben caracteritzat.

Paraules clau: depredacio, diversitat, fagocitosi, flagellats heterotrofs, es-
tramenopils marins.
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Small marine predators

Summary

One of the major transitions in the evolution of life was when one unicellular
organism learned to eat another, allowing the establishment of food webs
and the formation of complex organisms and ecosystems. Most unicellular
eukaryotes known today have maintained this ancestral predation capacity
and are very important players in marine food webs, where a large share of
primary and secondary production is due to microbes. The smallest predators
in marine ecosystems, unicellular colorless flagellated eukaryotes, are the
principal agents of prokaryotic mortality and potential prey for upper trophic
levels, playing a key role in the remineralization of inorganic nutrients. Here
we will review our knowledge of this assemblage of small predators from an
ecological and evolutionary perspective, looking at who they are, their num-
bers and what they do. This essential component of marine systems is begin-
ning to be well characterized in our times.

Keywords: predation, diversity, phagocytosis, heterotrophic flagellates,
marine stramenopiles.

Introduccio

La depredaci6 és un fenomen natural que sem-
pre ens ha atret i fascinat (vegeu la figura 1).
A grans trets, agrupem els organismes d’un
ecosistema en productors primaris (les plan-
tes), herbivors (que mengen plantes), depre-
dadors (que mengen preses vives) i carronyai-
res (que s’alimenten de matéria organica no
viva). La depredacié seria doncs un animal
menjant-se’n un altre per obtenir-ne els recur-
sos per a viure, créixer i reproduir-se. El pri-
mer que ens ve al cap podria ser la sabana afri-
cana, on grups de lleones es preparen per a
assetjar un ramat de zebres, en cacen alguna i
se la mengen. Altres casos ben carismatics
serien I'aliga imperial, au rapinyaire que caga
conills, o el taurd blanc cagant tonyines. En
una altra escala menys vistosa hi trobariem
gripaus menjant cucs, o libéllules menjant in-
sectes. A nivell historic, la depredacié que ha
dut a terme I'espécie humana ha estat la res-
ponsable de la desaparici6 de grans mamifers
terrestres com els mamuts fa unes poques de-
senes de milers d’anys (Johnson, 2002) i de re-
truc I'extincié també dels seus depredadors,
com els dents de sabre. En els darrers segles, la
pesca massiva d’animals marins ha provocat
també 'extinci6 o gran davallada de les seves
poblacions. Clarament, la depredacid ha estat i
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és una interaccio biologica fonamental i estruc-
turadora de la majoria d’ecosistemes i que ha
generat molts estudis per a entendre’n els me-
canismes, les relacions concretes entre depre-

dador i presa, i els costos i beneficis d’aquesta
interaccio trofica (Dawkins i Krebs, 1979).

En parallel a aquesta realitat que perce-
bem intuitivament hi ha un mén microbia que
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4 Figura 1. Exemples de depredacio per diferents classes d’animals (mamifer, au, amfibi i insecte) dins
del mén macroscopic i observable. Imatges extretes de Wikimedia Commons (a dalt, esquerra); Free
Range Stock (a dalt, dreta); Pixabay (a baix, esquerra), i FreelMG (a baix, dreta).
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ens és invisible i que és fonamental en molts
aspectes ecologics i evolutius. Efectivament, la
vida aparegué i evoluciona majoritariament en
formes microbianes, i gran part de la biodiver-
sitat existent avui dia és microscopica. Els mi-
croorganismes també son essencials per a en-
tendre la construccié i el funcionament dels
ecosistemes: representen la majoria dels éssers
vius de qualsevol habitat i sovint també n’ex-
pliquen la major part de la biomassa i activitat
(Falkowski et al., 2008). En concret, suspesos a
laigua de mar hi viuen milions de microorga-
nismes que, en termes de produccié primaria,
respiracid i cicles biogeoquimics, sén molt
més importants que les carismatiques balenes,
tonyines o posidonies (DeLong, 2009). Aques-
ta comunitat microbiana, molt heterogenia en
mides, formes, estructures i modes trofics,
també amaga un munt d’interaccions biologi-
ques, i d’entre elles la depredaci6 és una de les
meés interessants d’analitzar. Els microorganis-
mes sén generalment unicellulars, aixi doncs,
els seus mecanismes de depredacio sén total-
ment diferents dels mecanismes dels lleons,
guineus, gripaus i libéllules. La depredacié
portada a terme per organismes unicellulars
s’anomena fagocitosi, i és la capacitat d’'una cel-
lula de menjar-se’n una altra.

La depredacio, una funcié
eucariota

L’origen de la vida fou en forma de céllula pro-
cariota, en apareixer un organisme capag
d’emmagatzemar informacié per ala seva con-
formacid i activitat i de propagar aquesta in-
formacié a la seva descendéncia (Peretd,
2014). La cellula procariota és petita (al vol-
tant d’un micrometre), té poca estructura in-
terna i esta generalment envoltada d’una co-
berta rigida. Durant més de la meitat de la
historia de la Terra, la vida va ser exclusiva-
ment procariota i es va diversificar en dife-
rents maneres d’interaccionar amb I’entorn.
Va apareixer la capacitat d’utilitzar una gran
varietat de compostos organics i inorganics
per ala nutricié i la respiracid, es va inventar la
fotosintesi i van crear-se consorcis microbians
en formes més o menys estables de simbiosi.
En algun moment de evolucid, fa uns mil
vuit-cents milions d’anys (Parfrey et al., 2011),
va apareixer la cellula eucariota per la combi-
naci6 d’un arqueu que va proveir estructura
cellular i un bacteri que va esdevenir el mito-
condri, la maquina energética d’aquest nou
organisme. Hi ha hagut molts esforgos per a
intentar explicar com es va formar aquesta as-
sociacid i darrerament s’han presentat dues

hipotesis contraposades (Martin et al., 2017).
Una diu que primer va aparéixer un arqueu
que va aprendre a fagocitar i una de les preses
es va escapar de la digestié per esdevenir el mi-
tocondri (mitochondria late). L’altra parla
d’una associacié simbiotica entre un arqueu i
un bacteri (mitochondria early) que va aportar
I'energia necessaria per a les segiients innova-
cions, incloent la capacitat de fagocitar. Sigui
quina sigui la hipotesi correcta, és clar que la
depredacié és un tret ancestral (fins i tot crea-
dor) de la cellula eucariota. Els principals can-
vis cellulars que ho van permetre van ser la
perdua de la coberta rigida externa, el desen-
volupament d’un sistema d’endomembranes i
la formacié d’un citoesquelet de fibres protei-
ques capag de promoure els vactiols digestius.
El nou llinatge eucariotic unicellular i depre-
dador es va anar diversificant i, fruit d’un altre
esdeveniment simbiotic exitds fa uns mil dos-
cents milions d’anys, va apareixer el cloroplast,
un cianobacteri també segrestat. La vida uni-
cellular va continuar evolucionant i no va ser
fins fa uns sis-cents milions d’anys que van
aparéixer els primers organismes multicellu-
lars en forma d’animals. Els animals van man-
tenir la capacitat de depredacié pero desenvo-
lupant mecanismes totalment diferents, basats
en teixits especialitzats per a la captura i diges-
ti6 de les preses. A més, van mantenir la fago-
citosi dins del sistema immunitari, principal-
ment a carrec dels globuls blancs o fagocits,
com a mecanisme de defensa davant de mi-
croorganismes patogens invasors.

1. Captura de preses

2. Formacio del fagosoma

3. Fusio del lisosoma i el fagosoma

4. Digestié enzimatica

5. Excrecid

Petits depredadors marins

La fagocitosi té diferents fases ben diferen-
ciades (vegeu la figura 2). Primerament hi ha
el contacte del depredador amb la presa. En
preses que viuen sobre substrats, aquest con-
tacte pot donar-se per extrusions citoplasmati-
ques del depredador, els pseudopodis, que
acaben englobant les preses. En organismes
que viuen suspesos a I'aigua, el contacte és afa-
vorit pel moviment ondulatori d’'un o més fla-
gels que dirigeixen el depredador cap ala presa
o bé que creen corrents d’alimentacié per
atraure les preses. En mecanica de fluids, es-
cala microbiana es caracteritza per un predo-
mini de la viscositat damunt les forces iner-
cials, per la qual cosa el moviment de particules
ila seva captura és un fenomen poc intuitiu i
complicat de modelar (Fernandez et al., 2019).
Després del contacte, la segona fase és la for-
maci6 d’un vacuol digestiu, on participen les
fibres del citoesquelet que tiben per crear una
invaginacié de la membrana citoplasmatica
amb la presa dins. Un cop format, aquest va-
ctiol primari o fagosoma es comenga ja a acidi-
ficar. La tercera fase consisteix en la fusié del
fagosoma amb el lisosoma, que conté els en-
zims digestius i acaba d’acidificar el comparti-
ment. Aquesta fusié genera el fagolisosoma,
que és on s’esdevé la digestid i on es dona el
moviment dels nutrients digerits cap al cito-
plasma per difusié o per transport actiu. La
darrera fase de la fagocitosi és el reciclatge dels
enzims digestius, la fusi6 del fagolisosoma
amb la membrana nuclear i 'excrecié del ma-
terial no digerit per exocitosi. El coneixement

4 Figura 2. Representacié esquematica de les diferents fases de la fagocitosi a carrec d'un flagellat
heterotrof model: 1) captura de preses, 2) formacié del fagosoma amb les preses dins, 3) fusié del
fagosoma amb el lisosoma carregat d’enzims digestius per a formar el fagolisosoma, 4) digestié
enzimatica de les preses i absorcié dels nutrients digerits, i 5) excrecié dels productes no digerits per

exocitosi (Adela Massana i Ramon Massana).
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de la maquinaria estructural i enzimatica que
participa en la fagocitosi s’ha obtingut mit-
jangant la purificacio i analisi de proteines de
vactols digestius en diferents fases de madu-
racié (Boulais et al., 2010). Molts estudis
s’han fet amb cellules del sistema immunitari
d’animals, perod també s’hi han inclos euca-
riotes unicellulars. D’altra banda, la identifi-
cacio dels gens responsables d’'un mode de
vida fagotrof s’ha dut a terme mitjangant ge-
nomica comparada entre espécies d’eucario-
tes amb diferents capacitats trofiques (Burns
etal., 2018).

Depredacio microbiana al mar,
amb emfasi en els més petits
Amb la invenci6 dels primers microscopis de
grans augments al segle xv11, i sobretot amb
els nous aparells del segle X1x, es va iniciar
I'observacié del mén microbia i es va detectar
una gran varietat de microorganismes euca-
riotes suspesos a 'aigua de mar. Junt amb les
vistoses i intricades diatomees, component es-
sencial del plancton fotosintetic mari, s’obser-
varen també una gran diversitat d’eucariotes
no pigmentats i sovint se’ls veia depredar al-
tres microorganismes. Aquestes observacions
queden plasmades d’'una manera molt elegant
en els dibuixos del cientific i naturalista ale-
many Ernst Haeckel, que en el seu llibre del
1904 Kunstformen der Natur («Formes artisti-
ques de la natura») dedica una lamina sencera,
de les cent del llibre, a diferents grups d’euca-
riotes unicellulars depredadors: ciliats, dino-
flagellats, acantaris i policistinis. Els dibuixos
d’aquestes lamines contenen espécies ben ca-
talogades avui dia i queda clar que no hi ha cap
grup important, dins del rang de mides que es
podia observar, que s’escapés de la identifica-
ci6 per part d’aquests primers microbiolegs.
Tanmateix, aquestes observacions encara ob-
viaven un component essencial dels ecosiste-
mes marins, del que tot i que se’n coneixia la
presencia no se n’imaginava la importancia.
Cap als anys setanta del segle xx, amb la
utilitzacié de microscopis d’epifluorescencia,
es van poder observar i quantificar bé els mi-
croorganismes marins més petits, en virtut de
la seva fluorescéncia un cop tenyits i dipositats
en filtres de membrana totalment plans.
Aquesta fraccio s’escapava de la microscopia
optica estandard, en part per no sedimentar bé
i en part per ser transparents a la llum trans-
mesa. Les primeres estimes de 'abundancia de
procariotes (bacteris i arqueus) planctonics
van ser sorprenents: al voltant de 10° céllules
per millilitre d’aigua de mar. Aixo resultava
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4 Figura 3. Fotografies de flagellats heterotrofs, els depredadors més petits dels ecosistemes marins,
observats per microscopia optica d’epifluorescencia (dalt) i de contrast de fases (mig), i per microscopia
electronica (baix). L'epifluorescencia permet visualitzar I'organisme (imatges en blau) i avaluar si és
pigmentat o no (els cloroplasts apareixen com a taques vermelles). Tots els organismes tenen una mida
d’entre 2i 10 pm. Imatges extretes del web Micro*scope i de diversos col-laboradors (Irene Forn, Javier

del Campo i Hartmut Arndt).
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ser superior en diversos ordres de magnitud
als valors que es consideraven fins aquell mo-
ment, basats en recomptes de procariotes que
formaven colonies en placa (Hobbie et al.,
1977). Poc després, mitjangant experiments
d’incorporacié de precursors organics radio-
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actius, es va demostrar que aquest component
procariotic, a més d’abundant, era també molt
actiu (Fuhrman i Azam, 1980). Quedava doncs
avaluar quin era el desti d’aquesta produccié
procariota tan important. Aviat es va trobar
un altre component que havia passat desaper-




cebut: petits eucariotes no pigmentats, al vol-
tant de 103 cellules per millilitre, que depreda-
ven els procariotes (Fenchel, 1982). Es tractava
d’organismes amb una estructura cellular
molt senzilla i de 2 a 5 pm de mida, que s’ano-
menaren flagellats heterotrofs (vegeu la figu-
ra 3). Avui sabem que hi ha altres actors que
participen en la mortalitat procariota al mar,
com els flagellats pigmentats i els virus, pero
els flagellats heterotrofs romanen com ele-
ments centrals d’aquesta mortalitat.

La descoberta de la importancia de proca-
riotes i flagellats heterotrofs en els ecosistemes
marins va originar el concepte del bucle micro-
bia (Azam et al., 1983): els procariotes planc-
tonics creixen consumint materia organica
dissolta i s’incorporen a les xarxes trofiques
marines en ser depredats pels flagellats he-
terotrofs, que al seu torn sén preses de nivells
trofics superiors. Durant les dues décades
posteriors a la proposta del bucle microbia es
van estudiar els procariotes i els flagellats he-
terotrofs com dues caixes negres que interac-
cionaven, mirant la correlacié de les seves
abundancies en sistemes contrastats i avaluant
I'impacte de la depredacié. Les taxes de de-
predaci6 s’estimaven mesurant canvis d’abun-
dancia de procariotes en reduir 'impacte dels
depredadors, o bé afegint preses marcades
amb fluorescéncia i quantificant la seva inges-
ti6 dins dels depredadors per microscopia. En
general, els flagellats heterotrofs marins men-
gen d’un a deu procariotes per hora i aquesta
depredaci6 és suficient per a compensar la
produccid procariota, amb desviacions clares
en sistemes eutrofics on els virus son també
importants (Jirgens i Massana, 2008). A més,
aquesta depredacié sembla exercir una forta
pressio selectiva i pot condicionar la composi-
¢i6 taxonomica i fenotipica de les comunitats de
procariotes (Pernthaler, 2005). Aquests treballs
han estat essencials per a entendre el paper dels
procariotes i els seus depredadors en I'ecosiste-
ma mari, per6 no tenen en compte el fet que
cada caixa negra pot estar formada per especies
diferents, cada una d’elles amb la seva potencia-
litat funcional i per tant amb diferents impactes
ecologics. Estudis fets amb flagellats heterotrofs
cultivats, on es mesuren les taxes i eficiencies de
creixement, les respostes funcionals i numeri-
ques i 'espectre de preses, han evidenciat
aquestes diferéncies funcionals entre especies
(Eccleston-Parry i Leadbeater, 1994). Tanma-
teix, no se sabia si aquests cultius representaven
les especies dominants al mar. Altre cop, es ne-
cessitaven noves aproximacions metodologi-
ques per a continuar avangant.

Noves maneres d'estudiar

els petits depredadors marins:
quisonique fan?

L’aplicaci6 de técniques moleculars ha repre-
sentat una revolucié en moltes disciplines
cientifiques, també en el camp de 'ecologia
microbiana, on ha permés obrir les caixes ne-
gres microbianes per descriure els seus com-
ponents i estudiar-ne la funcié. Aixo s’aconse-
gueix utilitzant gens marcadors de diversitat,
el més popular dels quals és el gen que codifica
I'RNA de la subunitat petita del ribosoma (16S
rDNA en procariotes i 185 rDNA en eucario-
tes), que es pot extreure i seqiienciar a partir
de comunitats naturals. L's d’aquest gen per-
met a més dissenyar una sonda especifica de la
seqliencia ambiental i utilitzar-la mitjangant
FISH (fluorescence in situ hybridization) per a
marcar el microorganisme portador d’aquesta
seqiiencia (Amann et al., 1995). Els estudis pio-
ners que van adregar la diversitat dels micro-
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eucariotes més petits ja van revelar els dos
trets distintius d’aquestes comunitats: sén
molt diverses ja que estan formades per mol-
tes especies distribuides arreu de I'arbre de la
vida i contenen un alt grau de novetat taxono-
mica (Moon-van der Staay et al., 2001). Dins
d’aquesta nova diversitat destacaven dos con-
sorcis que eren molt rellevants en totes les
mostres analitzades: els MAST (marine stra-
menopiles) i els MALV (marine alveolates). Es-
tudis recents indiquen que moltes espécies de
MALY s6n parasits d’altres microeucariotes o
de metazous marins (Chambouvet et al.,
2008), fet que atorga una rellevancia sorpre-
nent al parasitisme en els ecosistemes marins,
mentre que els MAST son principalment fla-
gellats heterotrofs (Massana et al., 2006). Hi
ha divuit llinatges independents de MAST i
d’alguns se’n coneix la distribucié i la capacitat
depredadora (vegeu la figura 4). Destaca el
grup MAST-4, que té una distribuci6é cosmo-
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4 Figura 4. Arbre filogenétic del supergrup estramenopils on es troben els llinatges ambientals MAST
enmig de grups heterotrofs coneguts (triangles grisos). A la dreta, es mostren dues céllules
depredadores: en blau el nucli tenyit per DAPI, en carbassa el citoplasma tenyit per FISH i en groc els
procariotes ingerits (uns vint en el MAST-1, només un en el MAST-4) (elaboracié propia).
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polita a la superficie dels oceans, on es troba
amb una abundancia mitjana de 50 céllules
ml ! i explica el 16 % dels flagellats heterotrofs
(Mangot et al., 2018). La seva taxa de depreda-
cié és de 3 procariotes h'! (Massana ef al.,
2009) que junt amb la seva abundancia i distri-
bucié global el situen com un dels depreda-
dors de procariotes més importants dels siste-
mes marins.

Avui dia ens trobem enmig d’una segona
revolucié molecular deguda a I'increment ex-
traordinari de la capacitat de seqilenciacié del
DNA. Aixi, mentre que els primers estudis de
diversitat microbiana se centraven unes po-
ques seqiiencies (potser centenars) en una sola
mostra, amb les tecniques de seqiienciacié
massiva es poden estudiar milers de seqiiencies
de centenars de mostres simultaniament. Aixo,
combinat amb les nombroses mostres obtingu-
des de recents expedicions globals, ha permes
analitzar amb molt detall quins grups i espécies
dominen i quina és la seva distribucié als
oceans. Una d’aquestes grans expedicions és la
campanya Malaspina (2009-2010) que va mos-
trejar prop de cent cinquanta estacions als
oceans Atlantic, Indic i Pacific durant set me-
sos i mig. La seqiienciacié massiva del 18S
rDNA de microbis eucariotes de les mostres de
superficie i d’uns quants perfils verticals fins a
4.000 m de fondaria ha permes, entre altres co-
ses (Giner et al., 2020), identificar els grups
principals de flagellats heterotrofs i detectar
diferéncies evidents entre la capa fotica i 'ocea
profund (vegeu la figura 5). En superficie do-
minen els MAST, que expliquen una tercera
part del senyal molecular, seguits pels crisofits
(22 %), bicosoeécids (16 %) i picozous (8 %). A
I'ocea profund la situacié canvia radicalment:
la major part del senyal ve dels bicosoecids
(63 %) i crisofits (28 %), mentre que els MAST
hi s6n poc presents (2 %) i la resta de grups de
superficie gairebé indetectables. Un cop identi-
ficats els grups taxonomics que majoritaria-
ment formen les comunitats de flagellats he-
terotrofs, el pas segiient és esbrinar quines
espécies componen cada grup i determinar
'abundancia, distribucié, i preferéncia ecologi-
ca de cada una d’elles. Dades preliminars per a
dos d’aquests grups, MAST-4 i bicosoecids,
mostren que el senyal detectat es pot explicar
per unes poques variants de 18S rDNA (que es
podria suposar que son espécies). A les mostres
de Malaspina el grup MAST-4 esta format per
vuit espécies i els bicosoécids per cinc espécies,
quatre d’elles corresponents a organismes cul-
tivats dels generes Cafeteria i Caecitellus.
Aquestes tretze espécies estan ampliament dis-
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tribuides en els tres oceans investigats i sovint
tenen tendéncia a ocupar una regié determina-
da de la columna d’aigua. A més, presenten al-
guns patrons de coocurrencia i de coexclusi6
que sén prometedors per a entendre la seva
adaptacié a 'ambient i possibles exclusions
mutues per competéncia.

Un cop identificades les espécies més im-
portants de flagellats heterotrofs en el sistema
mari, el pas segiient és esbrinar quin és el seu
paper ecologic. Les xarxes trofiques microbia-
nes presenten multiples interaccions, fet que
justifica el seu estudi des d’un punt de vista de
sistemes complexos per a trobar les espécies
que esdevenen nodes centrals i vertebradors
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de l'ecosistema (Bascompte, 2009). De fet, un
dels objectius finals és detectar les espécies
més importants per al funcionament del siste-
ma, tant com agents de la mortalitat de proca-
riotes com en qualitat de preses per al nivell
trofic superior. Aixo implica primer saber si
totes les espécies son depredadores i després,
per ales que ho son, determinar I'espectre de
preses, la taxa d’ingestié i la capacitat remine-
ralitzadora. Esta clar, doncs, que Iestudi fun-
cional d’aquestes espécies passa sobretot per
determinar les seves capacitats trofiques, un
repte de solucié poc evident tenint en compte
que moltes d’elles no han estat mai cultivades
al laboratori. Una manera de fer-ho és combi-

4 Figura 5. Localitzacié de les estacions mostrejades durant la campanya global Malaspina on s’ha
analitzat la diversitat de flagellats heterotrofs a la superficie (punts vermells) i en perfils verticals (punts
grocs). La figura inferior mostra I'abundancia relativa mitjana dels grups taxonomics dominants a la
superficie (0 a 200 m) i a I'ocea profund (200 a 4.000 m) (elaboracié propia).
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nar la tecnica FISH per a les especies domi-
nants amb experiments de depredacié (Massa-
na et al., 2009). Aixo, junt amb la realitzaci6
d’incubacions de comunitats naturals, permet
esbrinar les taxes de creixement i estudiar els
gens expressats mitjangant metatranscripto-
mica, la seqiienciacié massiva de 'RNA mis-
satger (transcrits) de la comunitat. Tot i que el
metatranscriptoma d’una comunitat natural
és complicat d’analitzar, es poden tenir resul-
tats clars utilitzant genomes de referéncia per a
pescar els transcrits d’aquesta especie i obtenir
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