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RESUM

Els biofilms sdn estructures formades per un conjunt de microorganismes com bacteris, algues
i fongs. Aquests, estan envoltats per unes substancies poliméeriques extracel-lulars (EPS) que
ells mateixos segreguen i que sén essencials per a l'estructura i |'estabilitat del biofilm. Els
biofilms es troben arreu del mén en moltes condicions i ambients extrems, i un bon exemple
son en les llacunes salades dels Monegros (Espanya), zona de mostreig d'aquest treball.
L'objectiu d'aquest estudi és determinar la quantitat de microorganismes que defineixen
I'estructura del biofilm de quatre llacunes (La Playa, Salineta, Chiprana 1 i Chiprana 2) per tal
d'observar si el grau de salinitat i de sequera els afecta significativament. Per aix0, s'han aplicat
tecniques al laboratori com I'extraccié d'EPS, que s'utilitza per a estimar la quantitat de
polisacarids present a les llacunes. També s'ha aplicat la tincié amb DAPI per tal de determinar
la densitat bacteriana, que es basa en tenyir els bacteris i fer-ne un posterior recompte. Una
altre de les tecniques emprades ha estat I'extraccié d'ergosterol, que s'ha realitzat per a de
determinar la biomassa fungica, en la que es realitza una extraccié i separacié en fase solida i
una posterior lectura en HPLC. També s'han analitzat els nitrats, fosfats i amonis de |'aigua
d'aquestes llacunes, i se n'ha estimat el contingut d'aigua i la clorofil-la. Els resultats obtinguts
mostren uns valors similars i elevats de microorganismes, sobretot de bacteris i de contingut
d'EPS a les quatre llacunes, perd sorprenentment també de fongs, que inicialment s'havien
esperat menors, degut a la manca d'aigua i d'humitat en algunes zones i I'extrema salinitat. Les
dues llacunes que presenten una major salinitat i que estan menys afectades per les
condicions de sequera, tenen una elevada biomassa fungica i una baixa biomassa algal, que es
pot contrastar amb les altres dues llacunes de la zona Chiprana, ja que mostren unes
condicions més extremes de sequera i presenten una biomassa algal elevada i una baixa
biomassa fungica. A les quatre llacunes s'ha mostrat un elevat contingut d'EPS, pero sobretot
a la Chiprana 1. Aix0 significa que alguns d'aquests microorganismes poden adaptar-se a
aquestes condicions severes, ja sigui fent-se més resistents o bé amb mecanismes de protecci
com ho sdn les substancies polimeriques extracel-lulars que segreguen. Aquest fet comporta
que s'esdevinguin i es formin microorganismes amb caracteristiques molt especials, capacos

de tolerar salinitats superiors a les del Mar Mediterrani.



RESUMEN

Los biofilms son estructuras formadas por un conjunto de microorganismos como bacterias,
algas y hongos. Estos, estan rodeados por unas sustancias poliméricas extracelulares (EPS) que
ellos mismos segregan y que son esenciales para la estructura y la estabilidad del biofilm. Estos
se encuentran alrededor de todo el mundo, en condiciones y ambientes extremos. Y un buen
ejemplo son en las lagunas saladas de Monegros (Espafa), zona de muestreo de este trabajo.
El objetivo de este estudio, es determinar la cantidad de microorganismos que definen la
estructura del biofilm de cuatro lagunas (La Playa, Salinetas, Chiprana 1 y Chiprana 2) para
observar si el grado de salinidad y de sequia les afecta significativamente. Para ello, se han
aplicado un conjunto de técnicas de laboratorio, como la extraccion de EPS, que se utiliza para
estimar la cantidad de polisacdridos presente en las lagunas, y la tincion con DAPI para
determinar la densidad bacteriana, que se basa en tefir las bacterias y hacer un posterior
recuento. Otra de las técnicas empleadas ha sido la extraccion de ergosterol, realizado para
determinar la biomasa flngica, en la que se realiza una extraccién y separacion en fase séliday
una posterior lectura en HPLC. También se han analizado los nitratos, fosfatos y amonios del
agua de estas lagunas, y se ha estimado el contenido de agua y la clorofila. Los resultados
obtenidos muestran unos valores similares y elevados de microorganismos, sobre todo de
bacterias y de EPS en las cuatro lagunas, pero sorprendentemente también de hongos, que
inicialmente se habian supuesto menores, debido a la falta de agua y humedad en algunas
zonas y la extrema salinidad . Las dos lagunas que presentan una mayor salinidad y estan
menos afectadas por la sequia, tienen una elevada biomasa de hongos y muy pobre en
biomasa algal, cosa que nos permite contrastar las otras dos lagunas de Chiprana, que tienen
unas condiciones mds extremas de sequia y presentan una biomasa algal elevada y una
biomasa de hongos menor. En todas las lagunas hay un elevado contenido de EPS pero
sobretodo en la Chiprana 1. Esto significa que algunos de estos microorganismos pueden
adaptarse a estas condiciones severas, ya sea haciéndose mas resistentes o con mecanismos
de proteccidon como lo son las sustancias poliméricas extracelulares que segregan. Este hecho
conlleva que ocurran y se formen microorganismos con caracteristicas muy especiales, capaces

de tolerar salinidades superiores a las del Mar Mediterraneo.



SUMMARY

Biofilms are structures formed by a group of microorganisms such as bacteria, algae and fungi.
These, are surrounded by extracellular polymeric substances which they secrete and are
essential for the biofilm structure and stability. Biofilms can be found worldwide in many
conditions and in extreme environments, such as salty lagoons of the Monegros Desert (Spain),
our sampling area. The aim of this study is determine de content of the microorganisms that
define the biofilm structure of four lagoons (La Playa, Salineta, Chiprana 1 and Chiprana 2), to
observe if the salinity and the drought gradient affect them significantly. In the laboratory we
applied some techniques such as EPS extraction, which is used to estimate the amount of
polysaccharides present in the lagoons. It has been also used the DAPI staining to determine
bacterial density, based on the staining the bacteria and make a subsequent recount. Another
technique used has been ergosterol extraction, which is used to determine fungal biomass,
carried out in an solid-phase extraction and separation and a subsequent HPLC reading. We
have also analyzed the nitrates, phosphates and ammonium from the water of these lakes, and
it has been estimated the water content and the algal biomass too. The results show similar
and high values of microorganisms, mainly bacteria, and high EPS content in the four lagoons,
but surprisingly, there are also high values of fungi, which were initially expected to be lower
due to the lack of water and moisture in some areas and the extreme salinity. The two more
salty lagoons and less affected by extreme drought conditions had more fungal biomass but
very low algal biomass, in costrast to the two Chiprana lagoons that showed a higher drought
extreme conditions and had high algal biomass and very low fungi biomass. In all the lagoons
the EPS content was high, but specially in Chiprana 1. This means that some of these
microorganisms may adapt to these severe conditions, either becoming stronger or by
protection mechanisms such as extracellular polymeric substances. This fact leads to form
microorganisms with very special characteristics and which are able to tolerate higher salinities

than the Mediterranean Sea.
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INTRODUCCIO

Els biofilms sén un conjunt de microorganismes (algues, bacteris, cianobacteris, fongs i
protozous) adherits a una superficie i embolcallats en una matriu extracel-lular de substancies

polimeériques.

La primera vegada que es descriu una associacid superficial bacteriana és en el 1684 per
Antonie van Leewenhoek davant la Royal Society de Londres, en la que va explicar que havia
observat acumulacions de microorganismes a la superficie bucal utilitzant un simple
microscopi. Tot i aixi, aquest concepte no va comencar a desenvolupar-se fins el 1936, en el
gue Zobell i Anderson van determinar agrupacions de bacteris en la superficie de I'aigua de
mar i una distribucié d'aquests a mesura que augmenta la profunditat. A partir d'aqui i
juntament amb el descobriment del microscopi electronic, es van potenciar les observacions
d'aquesta estructura microbiana tant universal, i es desenvoluparen altres branques com per
exemple per el tractament de malalties (Mora-Gémez et al; 2015). També es descobreix en un
estudi realitzat en una planta de tractament d'aiglies, que el biofilm esta compost per
polisacarids (Figura 1) (Jones et al,
1969), i en el 1978, Costerton et al,
desenvolupen una teoria en la que
s'expliquen els mecanismes per els
quals els microorganismes
s'adhereixen a materials tant vius com

inerts formant un agregat

multicel-lular que resulta ser benefici6s Figura 1. Imatge en microcopi electronic d'un biofilm en

per el ninxol ecologic en el que habiten una planta de tractament. CM (membrana cel-lular), P

(polisacarids). Font: Jones et al., 1969
(Donlan, 2002).

En el 1983, Wetzel descriu els biofilms com agrupacions de bacteris, algues, fongs i protozous
embolcallats en una matriu de substancies polimeriques extracel-lulars que colonitzen les

superficies de rius i llacs (Mora-Gémez et al., 2015).

L'estructura del biofilm es compren per cél-lules microbianes i una matriu extracel-lular
formada per substancies polimeriques (EPS) , té una arquitectura definida i proporciona un

ambient optim per a l'intercanvi de material genétic entre cél-lules. (Donlan, 2002)
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Aguestes substancies polimériques son d'origen biologic i estan produides sobretot per
bacteris i fongs, en menor quantitat per algues i protozous, i formen la matriu de I'EPS, que és
un parametre estructural crucial per I' integritat, estabilitat i arquitectura del biofilm, a més de
ser un refugi i proteccié en epoques d'estrés hidric i condicions desfavorables. L'EPS exerceix
un paper clau en el substrat, aixi com també absorbeix la matéria soluble i particulada i els
metalls i compostos toxics. El gruix del biofilm depén de la seva estructura tridimensional,
desenvolupada en capes i gradients de nutrients. S'ha demostrat que els biofilms soén
estructures obertes altament hidratades que contenen una elevada fraccié d'EPS i grans canals
d'espais buits entre les microcolonies que s'hi formen, que sdn els que faciliten el transport de
['aigua a través de l'estructura del biofilm, i per tant també determinen I'espai del biofilm

(Romani, 2010).

La seva associacio és irreversible, és a dir, que la unié d’aquests microorganismes no s’elimina
amb un lleu rentat. En una matriu de material format principalment per polisacarids, també
s’hi poden trobar materials no cel-lulars com ara vidres minerals, particules corrosives o restes

d’argila o Ilim (Donlan, 2002).

Els biofilms estan presents en
tots els medis aquatics, incloent
corrents, rius, llacs i
embassaments, perd també
zones intermareals i mar obert.

larees
També poden formar-se biofilms ° 03, pH. Llum
en aiguamolls, pantans o
estructures artificials fetes per

I'hnome. Tot i aixi, hi haura certs

ACCIO DE
L'HOME AIGUAMOLLS

factors ambientals que seran
especialment determinants a

I'hnora de formar un biofilm

caracteristic (Figura 2) (Mora- Figura 2. Esquema dels principals factors que afecten el
desenvolupament d'un biofilm en ambients tant naturals com

Gomez et al., 2015). artificials. Font: Modificat des de Mora-Gomez et al., 2015

A causa de l'elevada area que ocupa un biofilm, els organismes involucrats que tenen un
metabolisme autotrofic i heterotrofic fan que aquestes comunitats aquatiques esdevinguin

llocs molt importants per a la captacid, transformacié i emmagatzematge de matéria organica
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dissolta fluvial, a més de que contribueixen significativament en el cicle del carboni del sistema

(Romani A.M, 2010).

En sistemes aquatics, els biofilms poden ser molt diversos en funcid del substrat en el que es
desenvolupen. En ecosistemes naturals, el biofilm es pot desenvolupar sobre substrat inert
com sorra, sediments o roques, perdo també en estructures mortes organiques com fusta,
fullaraca o POM (Mateéria Organica Particulada). També pot arribar a formar-se en plantes
vives com ara bé macrofits aquatics i macroalgues. Pot ser que un biofilm no es desenvolupi
sobre cap substrat, de tal manera que queden en suspensié. Els biofilms també es poden
desenvolupar sobre substrats creats artificialment per I'home, com ara canonades i vaixells. La
naturalesa del substrat és la que determina la composicié i I'estructura del biofilm, per el que
també en determina el seu metabolisme (Mora-Gémez et al., 2015). El substrat, per tant, pot
ser el factor més important per al desenvolupament d'un biofilm, ja que les propietats del
substrat poden regular els patrons d'acumulacié i de distribucié cel-lular durant les primeres

etapes del seu desenvolupament (Terlizzi i Faimali, 2010).

La figura segiient (Figura 3) mostra un biofilm teoric, en el que s'inclouen tots el possibles
components de l'estructura microbiana que s'hi desenvolupa, a més dels parametres
ambientals que afecten I'estructura i funcionament del biofilm (llum, nutrients disponibles, i

velocitat del flux de I'aigua). El biofilm facilita que el metabolisme microbia consumeixi els

nutrients inorganics i I'Gs de la DOM ===+ Light (UV, PAR) Flow
Inorganic

descomposici6 de la materia POM nutrients

organica (POM i DOM) (Romani, \ TN ;4?{}

2010). . Mac}ofauna

A
W
‘ * ’ -—— (.
La disponibilitat de matéria ’ AN e _- ’k“‘ >

organica per els microorganismes

. e , .
del bIOfIlm, prove de Ialgua dels m— Extracellular substances (matrix) i\( Extracellular enzyme

voltants i/o aquella que ha estat

4 Aga ,Cyanobacterium kFungi ? Protozoa e== Bacterium

retinguda en el biofilm per els

Figura 3. Esquema d'un biofilm teoric. S'hi representen tots els
canals buits intercel-lulars o ,ocsibles components i els principals factors ambientals que
produida pels organismes afecten Il'estructura i el funcionament d'un biofilm.

o S Font: (Romani, 2010).
fotosintetics del propi biofilm

(Romani, 2010).
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Com s'ha esmentat anteriorment, els biofilms es poden desenvolupar en molts substrats
diferents, pero la diversitat de substrats vindra condicionada per la gran diversitat d'ambients
en la que es pot desenvolupar un biofilm. El fet de que es puguin formar tant en zones
d'extrema sequera, tropicals o al Pol sud, implica la gran adaptabilitat d'aquests
microorganismes a condicions extremes i severes. Dos dels factors més importants que
afecten els biofilms microbians aquatics sdn la sequera i la salinitat, parametres que permeten
que aquesta estructura microbiana tingui organismes molt particulars adaptats a aquestes

condicions (Casamayor et al., 2013).

Com que els biofilms resulten ser unes estructures tant variables i es troben en ambients tant
diferents, els microorganismes que conformin cada biofilm tindran la capacitat d'adaptar-se al
medi o substrat en el que es trobin exposats. En aquest estudi ens centrem en les comunitats
del biofilm del sediment que es forma en llacunes salades sotmeses a una gran variabilitat de
condicions hidrologiques i per tant els dos factors principals seran la salinitat i la disponibilitat

d'aigua.

Es considera que en ambients més salats hi ha menys riquesa d'especies, pero certs estudis en
els ultims anys han anat revelant el contrari, com per exemple Casamayor et al., (2013), en el
qgue no s'observen diferencies en la riquesa dels OTUs al llarg d'un gradient de salinitat ni
tampoc una disminucié de la riquesa en bandes d'electroforesis en gel (DGGE) amb una

salinitat superior al 15%.

S'ha de tenir en compte que encara es desconeixen molts microorganismes d'aquests
ambients extrems, com funcionen, com s'adapten i quines sén aquelles condicions ambientals
que els resulten més favorables i desfavorables. Pel que sembla, s'ha estudiat que en algunes
llacunes salades hi ha l'abundancia d'uns clorofits que sén substancialment diferents a

qualsevol altre tipus d'alga verda, tant d'aigua dol¢a com salada. (Casamayor et al., 2013).

Els bacteris sdn uns organismes capac¢os d'adaptar-se a moltes condicions, degut a que estan
arreu del mén i en moltes condicions diferents, des dels intestins fins ambients extrems salins
o acids (American Society for Microbiology, 2012). Els fongs, per altra banda, sén més
sensibles, ja que, tot i que es coneixen estudis de fongs micorrizics que toleren certs nivells de
salinitat (Aguilar et al., 2009), s6n uns organismes que requereixen un cert grau d'humitat i no
solen habitar en zones d'extrema salinitat. Per ultim, les algues poden habitar zones amb
preséncia de salinitat i també tenen mecanismes contra la sequera (Holzinger i Karsten, 2013).
Per tant, en un ambient extrem, com per exemple amb elevades salinitats o temperatures,

s'espera trobar un major nombre de bacteris i algues, que no pas de fongs.
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Altres parametres com ara el pH, els nivells de nutrients, la forca ionica i la temperatura,
juguen un paper molt important en I'adheriment microbia al substrat. Molts estudis, com ara
Donlan et al., (2004) o Fera et al., (1989), demostren I'efecte dels canvis estacionals sobre
I'adheriment bacteria i sobre la formacié del biofilm microbia, que segurament estaran
provocats per la variacio en la temperatura de l'aigua. La gran evapotranspiracié que hi ha en
aquestes zones implica que el nivell de les llacunes sigui variable, provocant aixi un gran
dinamisme en les condicions ambientals. La disponibilitat d'aigua, per tant, és un parametre

gue limitara molt la formacid d'un biofilm.

Les llacunes salades representen un 0,1% de la superficie terrestre. Els llacs salins ocupen
aproximadament el 5% de terres arides o semi arides distribuits arreu del mén. Proporcionen
un percentatge d’aigua (0,008%) molt similar al que aportem les aigiies continentals d’aigua

dol¢a (0,009%) segons el conveni Ramsar, 2010.

Els llacs salins continentals més coneguts estan localitzats a Australia, al sud-est d’Estats Units,
a 'oest de Xina i a I’Africa. A Europa, les llacunes continentals salades sén escasses i estan
greument amenacgades (Casamayor et al., 2013). Espanya és el pais europeu que més llacunes
salades té, on les llacunes que s’hi troben estan en depressions terciaries relacionades amb
materials geologics salats. Tot i aixi, també hi ha llacunes formades en arees endorreiques que

han quedat aillades per rius, o bé formades tectonicament (Comin i Alonso, 1998).

La zona del desert dels Monegros, al Nord Est d’Espanya, conté un dels majors conjunts de
llacunes salades d’Europa i constitueix un paisatge Unic de gran valor cientific i ecologic.
Aquest conjunts d’aiguamolls salins es coneixen com a Salades, i s’"han documentat en estudis

geologics, hidrologics, mineralogics i edafics.

Les depressions salines d’aquest entorn, sén molt dinamiques i proporcionen un ninxol
ecologic per a les plantes i animals que hi viuen. Moltes estudis han revelat un gran nombre
d’endemismes principalment d’invertebrats, plantes vasculars, liquens i briofits (Braun-
Blanquet i Bolos, 1958; Casas et al., 1992; Conesa et al, 2011), a més de la presencia de
microorganismes bentonics fotosintétics actius en zones riques en sulfat de magnesi (Guerrero
i de Witt, 1992). La preséncia de microorganismes extremofils com ara bacteris o arqueus i la
seva identitat genética, continuen sent un gran misteri per ecolegs i investigadors, que cada
dia intenten fer un pas més en aquesta cerca. Tot i aixi, en els ultims 15 anys, s’"ha comencat a
coneixer la diversitat genética de les comunitats microbianes que viuen ambients salins, tant

de I’Antartida com de deserts (Bowman et al., 2000; Demergasso et al., 2004), fet que permet
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anar descobrint dia a dia més caracteristiques, funcions i adaptacions d’aquests

microorganismes tant particulars.

En aquest treball de recerca, es vol estudiar |'estructura del biofilm que es forma al sediment
superficial bentonic de quatre llacunes que formen part de ‘Les Salades’ dels Monegros, per tal
de determinar la biomassa microbiana dels tres grups principals d'organismes que el
componen, bacteris, algues i fongs, aixi com també I'EPS . S'han analitzat també els parametres
fisicoquimics de I'aigua. A cada llacuna s'ha tingut en compte el gradient de contingut d'aigua i

s'han recollit mostres submergides a la llacuna i també mostres humides i mostres seques.

OBJECTIVES

The main objectives of this study are:

- To determine the content of algae, fungi, bacteria and EPS content in the benthic sediment
biofilm of four saline lagoons in the Monegros area, submitted to extreme drought

conditions.

» Hypothesis: It is expected to have low biomass, because the salinity conditions of the
water would affect the microorganisms that live there. Thought, is expected to have a

greater amount of bacteria and algae than fungi.

- To observe how the salinity and drought gradient affect the microbial communities by

comparing different levels of humidity in each lagoon.

» Hypothesis: It is expected that the most extreme conditions of drought and salinity

would determine a lower microbial biomass of benthic biofilms in the salty lagoons.
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MATERIALS | METODES

Les llacunes analitzades es localitzen al sud del desert dels Monegros, prop de Saragossa,
Aragd (NE d'Espanya). Es tracta d'un territori amb unes condicions de sequera extremes, a més
de l'elevada salinitat que presenten les llacunes , ja que aquestes estan vinculades a surgéncies
d'aiglies subterranies salades. El conjunt d'aquests petits llacs formen un espai Unic a Europa,
degut a les seves particularitats fisiques, quimiques i biologiques que s'hi desenvolupen
(Conesa et al; 2011). La temperatura mitjana anual de la zona és d'uns 14,9 oC i els régims de
pluges mostren una alta variabilitat interanual i estacional (Castafieda et al., 2013). El periode
més calords es correspon amb el periode més sec, de juny a setembre, i la temporada en la
gue acostuma a haver-hi precipitacions és d'octubre a maig. Per tant, els canvis hidrologics de
les llacunes vindran condicionats, per la relacié entre I'elevada evaporacid i I'escassetat de
precipitacions (Casamayor et al., 2013). Aquest fet origina variacions molt importants en el
nivell de l'aigua de les llacunes, i

s'accentua en aquelles que tenen — acozn

> ¢P

Salineta

poca profunditat, per el que el
mostreig d'aquest estudi estara
La Playa

compres per diferents graus —a1a2

d'humitat en cada punt. y - r N

El mostreig es va dur a terme I'abril

v
N\ '0,9/1/?
o

de 2015, i es va focalitzar en quatre Ebro Rivey J®

Monegros
llacunes dels Monegros, La Playa W — 300
(L1), Salineta (L2) i dues llacunes a

Chiprana , |3
la zona de Chiprana, al sud del riu 'NX 2 L4’ e

Ebre (L3 i L4, també anomenades Figura 4. Localitzacié geografica del Desert dels Monegros, en el
que també s'hi troba la Conca Central de I'Ebre. El sistema inclou

Chiprana 1 i Chiprana 2) (Figura 4). 149 depressions salines dipositades sobre una roca mare rica en

Les llacunes es van escollir per ser  guix. Les llacunes estudiades, La Playa, Salineta i Chiprana 1 i 2,

. . . L estan marcades. Font: Casamayor et al., 2013
de dimensions grans i per tenir aigua

en el moment del mostreig. La primera llacuna, La Playa, és la que té una major extensié, amb

una superficie d'unes 200 Ha, i per ordre d'extensid la segueixen la llacuna Chiprana 2, la
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Salineta i la Chiprana 1. La llacuna Chiprana 2 té unes caracteristiques diferents a la resta, com
per exemple el seu elevat contingut en SO, i la seva major profunditat (> 1m) (Casamayor et

al., 2013). A la mateixa zona hi ha petites llacunes més someres entre les quals es va escollir la

Chiprana 1 (L3), una petita llacuna que mostrava un
clar gradient d'humitat i tenia una crosta fina de sal.
En les quatre llacunes es varen recollir mostres de Aigua
. . . . 1 i
sediment amb diferents gradients d'humitat, per tal H;erc
ec
de poder establir possibles diferéncies entre les Aigua
llacunes i també amb el percentatge d'aigua de les 2 Humit
. Sec
mostres (Taula 1). Es van agafar tres repliques de
Sec salat
cada punt mostrejat, i aquestes es dipositaren en Aigua
recipients de plastic i es guardaren en fresc (49C) 3 Humit
Sec
fins arribar al laboratori, on es guardaren per una ;
& P 4 Aigua
part les mostres de sediment i aigua al congelador, Humit

Taula 1. Classificacié de les llacunes d'estudi.

i per una altra les mostres per al recompte de

Es classifiquen en gradients d'humitat per tal

bacteris que es dipositaren en formol al 4%i es

d'analitzar l'efecte de la sequera sobre

guardaren a 49C fins al seu analisi. aquesta zona. Cada un d'aquests gradients

tindra tres repliques (A,B,C)
In-situ es varen mesurar parametres fisico-quimics

de l'aigua com la conductivitat, concentracié d'O, , la temperatura i el pH.

De totes les analisis que es descriuen a continuacid, les mesures fisico-quimiques de l'aigua,
I'AFDW, el contingut d'aigua i de clorofil-la de les mostres de sediment van ser realitzades
préviament a l'inici del meu TFG. En aquest treball es fa un recull d'aquestes dades i s'analitzen
estadisticament, juntament amb totes les dades analitzades en el meu TFG com sdn, |'analisi

d'EPS, la biomassa bacteriana i la biomassa de fongs.

Els parametres fisico-quimics analitzats sén I'oxigen, el pH, la conductivitat, la temperaturai els
nutrients com I'amoni, els nitrats i els fosfats. En la Taula 2 es resumeixen els parametres i la

metodologia emprats.

Oxigen Determinarla concentracié d'oxigen i el seu percentatge de saturacio. Oximetre
pH Determinarel pH de les llacunes pH-metre
Conductivitat | Determinarlasalinitat de la riera Conductimetre
Temperatura | Determinarlatemperaturade lariera Oximetre
Amoni Absorbancia ‘ 690 nm Espectrofotdometre
Nitrats Separacio de cations i anions per determinar la presénciade NO; Cromatograf ionic
Fosfats Absorbancia ‘ 890 nm Espectrofotometre

Taula 2. Taula en la que es resumeixen els parametres emprats i la seva metodologia.
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Analisi de nutrients

Amoni

Per a l'analisi d'amoni (NH**) s'utilitza el métode del salicilat de Reardon et al., (1996). Aquesta
tecnica colorimetrica consisteix en afegir a la mostra dos reactius (reactiu 1 i reactiu 2) que
reaccionaran amb |'amoni dissolt en aigua, i proporcionara un color caracteristic que tindra
diverses tonalitats en funcié de la concentracié d'amoni present. Es imprescindible realitzar
una recta patrd i un blanc, per tal d'establir un gradient de concentracions de referencia, i

aquests s'han de processar igual que les mostres.

El reactiu 1 estara compost per salicilat sodic, citrat trisodic deshidratat i nitroprussiat de sodi
deshidratat en 100 mL d'aigua milliQ. El reactiu 2 estara compost per hidroxid de sodi i sal de

sodi de I'acid dicloroisociamina, també en 100 mL d'aigua milliQ (Butturini et al;.,2009).
Nitrats
Per a I'analisi de nitrats, s'utilitza la técnica del Cromatograf ionic.

Les mostres, previament filtrades i congelades per a la seva preservacio, es dipositen en vials
de vidre i es processen en el cromatograf ionic. D'aquesta manera s'obtenen les

concentracions de NO5™ de cada mostra en mg/L.
Fosfats: Fosfor reactiu soluble (PRS)

Per a I'analisi de fosfats, s'ha seguit el protocol del molibdat de Murphy et al., (1962). Es tracta
d'una tecnica colorimetrica que consisteix en fer reaccionar el molibdat amb el fosfor, obtenint
una coloracid blava. Per tal de que reaccioni s'hi afegeixen dos reactius, el reactiu 1; compost
per tartrat de potassi i antimoni, acid sulfuric i molibdat d'amoni tetrahidratat en 1 L d'aigua
milliQ, i el reactiu 2; acid ascorbic en 0,5 L d'aigua milliQ (preservat en foscor i fresc).
La patrd es prepara a partir de fosfat i es processen en les mateixes condicions que les

mostres.

El concepte AFDW fa referencia al pes sec lliure de cendres que s'utilitza com a un index que
ens indicara el percentatge de matéria organica quantificat en la mostra o substrat amb el que
es treballi. Aquest parametre permet quantificar la materia organica present en la mostra, ja

provingui d'algues, bacteris o fongs (Water on the web, 2003)
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Per tal de realitzar aquest protocol, es recomana seguir les pautes segons Stirin, 1981.
Es procedeix a agafar la mostra fresca de sediment, de la qual se'n mesurara el pes fresc
immediatament just després d'arribar del camp de realitzar el mostreig. A continuacid les
mostres es dipositaran en una estufa a 70 2C durant minim unes 48 hores, per tal de que es
perdi tota l'aigua. Quan s'arriba a un pes constant, aquest es determina com a pes sec, i es
torna a dipositar la mostra a la mufla, perd aquest cop a 450 2C durant quatre hores, per tal de

gue es cremi tota la matéria organica.

Finalment es pesa la mostra i s'obté el pes de cendres. Un cop s'obtenen aquestes dades es
procedeix a calcular el contingut d'AFDW, que es realitzara restant el pes sec menys el pes de
les cendres. Pel que fa el contingut d'aigua, es tracta simplement de restar el pes fresc i el pes

sec (Steinman i Lamberti, 1996).

Contingut de polisacarids en substancies polimeriques extracel-lulars

L'analisi de polisacarids a I'EPS ('Extracellular Polymeric Substances') consisteix en determinar
la quantitat de polisacarids en les substancies polimeriques extracel-lulars que hi ha a les

mostres.

Les substancies polimériques extracel-lulars sén polimers d'origen biologic produits sobretot
per bacteris, fongs i algues que formen una matriu cel-lular que estructura el biofilm bacteria
(Romani, 2008; Wingender et al.,, 2012). Aquesta analisi determinara la quantitat d'EPS dels
biofilms de les llacunes, de tal manera que es podra fer una aproximacié de l|'estructura
d'aquestes comunitats. El contingut d'EPS és també un possible indicador de proteccié contra
les condicions de sequera i salinitat extremes i per tant d'espera que hi hagi un contingut

elevat en les mostres d'estudi.

Per a l'extraccid d'EPS s'utilitzara resina d'intercanvi cationic, ja que permet separar amb
precisid fragments d'aquestes substancies extracel-lulars. Aquesta extraccid sembla ser
especialment adequada per I'extraccid de substancies humiques i proteiques del biofilm i
també de carbohidrats. Les condicions d'extraccié han d'estar ben definides, ja que la seva
eficacia depen de l'intensitat d'agitacid, de la quantitat de resina i del temps d'extraccid (Jahn
et al., 1995). Abans d'iniciar el procés cal tenir preparats certs reactius com ara HCl 4M, HCI

5M i NaOH 1M en aigua milliQ, acid sulfuric concentrat al 95% i fenol al 80%. També s'haura
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de tenir la resina d'intercanvi cationic ben condicionada, després d'haver seguit un protocol en
el que s'ha tractat la resina amb base i acid per tal de que adquireixi les propietats adequades

per a l'extraccio.

Per tal de dur a terme l'analisi es procedira a agafar 1mL de sediment de cada una de les
mostres préviament congelades i es dipositaran en un eppendorf de 2mL, en el que s'hi
afegiran 1mL d'aigua milliQ i 0,3 g de resina cationica préviament neutralitzada. Es barreja
manualment per tal que la resina entri en contacte amb la mostra. S'incuba durant una hora

en gel i amb agitacié constant a 250 rpm.

Un cop finalitzada l'agitacio es centrifuguen els eppendorfs a 11000 rpm durant 15 minuts a
4°C. Seguidament es pipetegen 250 uL del sobrenedant i es barregen amb 250 uL d'aigua

milliQ dins tubs digestors de vidre d'uns 15 mL.

A continuacid es procedeix a l'assaig Phenol/H,SO, (Dubois et al., 1956) en el que s'haura
d'afegir 12,5 uL de la solucié fenol als 500 pL dels tubs digestors i barrejar molt
cuidadosament. A continuacio s'afegeixen 1,25 mL d'acid sulfuric concentrat. Aquest pas s'ha
de procurar fer amb pipeta de vidre o bé amb una pipeta que tingui un filtre que aguanti la
corrosivitat de I'acid. Aquest s'ha de dipositar directament al centre amb un sol moviment.
Després es tapen els tubs amb els taps i es deixa reposar durant 10 minuts (per que es
refredin). Tot seguit s'han de dipositar dins de I'escalfador amb aigua a 30 2C durant 20 minuts,
on es desenvolupara un color groc-marronds caracteristic en funcié de la quantitat d'EPS que

hi hagi.

A partir d'aqui es pot mesurar |'absorbancia a 485nm amb una cubeta de quars. Per tal de
poder realitzar una recta de referéncia, paral-lelament al protocol, també s'haura preparat una
patré mitjangant dues solucions stock de glucosa. Els resultats del contingut de polisacarids en

I'EPS es donen en pg de glucosa-equivalemnts/cm®.

Densitat de bacteris

Per a calcular la densitat de bacteris presents a cada mostra (n2 bacteris/cm®) s'utilitza el
meétode de tincid liquida amb DAPI (4,6-diamidino-2 fenilindol), que és un colorant
cromosomic i nuclear que emet fluorescencia de color blau, després d'unir-se als parells d'AT
de I'ADN. Les mostres es filtren amb filtres negres de policarbonat de 0,2 um i s'observen en el

microscopi d'epifluorescencia (Molecular Probes, 2006).
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Per tal de poder fer aquest recompte bacteria, primer de tot s'ha de realitzar una extraccio
dels bacteris de la mostra de sediment i dissoldre'l en una solucié de pirofosfat, evitant aixi,
gue hi hagi una aglomeracio de cél-lules i de residus cel-lulars. Les mostres s'emmagatzemaran

a la nevera en aquest estat fins el moment de ser utilitzades.

En el moment de I'extraccié de les mostres, aquestes es soniquen tres vegades en cicles d'un
minut per tal de separar correctament les cel-lules bacterianes i es deixen reposar uns cinc
minuts per tal que sedimentin les particules més pesants que poden inferir en l'observacié i el

recompte futur.

Tot seguit es realitza una dilucié 1:50 amb el sobrenedant de les mostres sonicades amb una
dissolucio pirofosfat (40ul mostra + 1860 ul pirofosfat), i es deixa reposar durant 30 minuts en
agitacid. Després, s'afegeixen 100ul de la solucié de DAPI préviament descongelada i es torna a

deixar reposar amb absoluta foscor durant 30 minuts més amb agitacid.

Un cop acabat aquest procés, es procedeix a filtrar cada una de les mostres en filtres de
policarbonat negre de 0,2 um, i a continuacié es prepara la lamina amb la que es treballara en
el microscopi. Per tal de preparar-la, s'agafa un portaobjectes, s'hi diposita una gota d'oli
d'immersid, i tot seguit es col-loca el filtre negre. A sobre d'aquest, s'hi diposita una altra gota
d'oli i finalment es col-loca el cobreobjectes . Aquesta preparacio es pot preservar congelada

fins el moment de I'observacié amb el microscopi d'epifluorescencia.

Un cop fet el recompte de bacteris, es procedeix a fer el calcul de la biomassa bacteriana a
partir de la férmula segiient, En la que s'obtindra el nombre de bacteris per cm?>.

n = nombre total de bacteris comptats

n (i) d(Vﬂ A = area de filtracié
N¢ bacteris _ at Vf at = area ocupada del filtre ( multiplicat per els camps)
cm 3 - S d = factor de dilucié

Vm = volum total de la mostra (mL)

Vf = volum filtrat (mL)

S = volum de la mostra de sediment (cm3)
Biomassa fungica

La biomassa fungica de les mostres es pot quantificar gracies a la concentracié d'ergosterol
que tinguin, ja que hi ha molt bona correlacié entre ambdds parametres. L'ergosterol és una
molécula que es troba a la membrana cel-lular dels fongs, i la seva funcid és estructurar i

impermeabilitzar els lipids de membrana, tal i com fa el colesterol a les cel-lules animals.
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La determinacié d'aquest compost es divideix en tres etapes, la primera, on es realitza
I'extraccié de I'ergosterol de la mostra, la segona on es realitza una separacioé en fase solida, en
la que l'ergosterol queda retingut en uns cartutxos préviament activats i condicionats, i
finalment, amb I'ajuda d'isopropanol, s'elueix I'ergosterol retingut en els cartutxos. | la tercera

etapa en la que, amb aquesta mostra final, es realitza una cromatografia liquida en HPLC.

Extraccid i separacio en fase solida

Primer de tot, és necessari liofilitzar les mostres, ja que la minima presencia d'aigua en
aquestes podria fer minvar I'efecte del metanol en KOH per a la seva extraccid. Sera necessari
tenir preparats certs reactius com KOH 0.14M i KOH 0.12 en metanol, KOH 0.4M en metanol,
aigua milliQ i HCl 0.75M en aigua mQ. Aquests, es necessitaran per activar, condicionar i fixar
la mostra en els cartutxos. Les mostres es poden preservar en un recipient hermétic

(dessecador) un cop liofilitzades.

Per comencar el protocol, es pesen les mostres i es transfereixen en tubs digestors de 15 ml en
els quals s'haura disposat una lleugera capa de TEFLON a la boca del tub, per tal que quan

s'enrosqui el tap no es pugui evaporar el contingut de dins.

Tot seguit, s'afegeixen 10 ml de KOH 0,14 M en metanol a cada una de les mostres i es tapen
els tubs digestors. Aquests s'han de dipositar en un escalfador amb aigua a 802C durant 30
minuts, i després cal que es refredin durant 20 minuts més (en foscor). Si un cop retirats els
tubs de l'escalfador, s'observa una disminucié del volum de KOH 0.14M afegit anteriorment,

s'hi afegira la quantitat que en manqui.

Durant aquest temps d'espera, es procedira a realitzar el muntatge de la separacié en fase
solida, és a dir, es muntara el recipient de vidre amb la seva tapa de marbre i es connectara a
una bomba de buit. Sobre el marbre es col-locara primer de tot la clau de pas, seguit dels
cartutxos, el connector i per ultim I'embut de plastic. Tots els orificis del marbre que no quedin
ocupats, s'hauran de tapar, ja que si no, no es faria el buit. Seguidament es poden anar passant
reactius per els cartutxos per tal que els filtres els absorbeixin. Primer de tot s’afegeixen 7,5 mL
de metanol pur per tal d’activar-los, i a mesura que el filtre el vagi absorbint i quedi impregnat
(sense deixar que s’assequin), es van tancant les claus de pas. Un cop hagi passat tot el
metanol i les claus estiguin tancades, es procedeix a condicionar-los, afegint 7,5 mL d’una
solucié anomenada conditioning formada per 900 mL de KOH i 150 mL d’HCL 0.75 M, i es

segueix el mateix protocol fins que totes les claus quedin tancades.
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Un cop les mostres s’han refredat, es filtren (perqué sdn mostres molt brutes, amb sediment),
tot seguint un muntatge amb la bomba de buit. Durant el filtratge, s'han de netejar bé els tubs
digestors, de tal manera que s'hi afegeix dues vegades 5 mL de metanol, per tal d’assolir un
volum aproximat de 30 mL. Un cop fet el filtratge, les mostres es dipositen en tubs de major

volum (40mL) i s’hi afegeixen 5mL HCI 0.75 M.

A continuacid, amb els cartutxos activats i condicionats i les mostres filtrades, es procedeix a
fer passar les mostres per els cartutxos, i un cop aquestes estiguin absorbides, s'hi afegeixen
2,5 mL de KOH 0,4M en metanol per a netejar. Els cartutxos s'han de deixar amb la bomba de
buit engegada i amb la clau de pas oberta durant com a minim una hora per tal de que
s'assequin bé. Si hi ha ergosterol en alguna de les mostres aquest es quedara retingut en els

filtres degut a la seva carrega.

Transcorregut el temps d'espera es tancaran les claus de pas i es tancara la bomba. Es
procedira a pesar i numerar els vials corresponents a les mostres, i es col-locaran sota cada pas
gue correspongui a un cartutx. S'afegiran 1,6 mL d'isopropanol per tal de que arrossegui les
mostres fixades als cartutxos i es reculli dins els vials. Seguidament es tornaran a pesar els
vials, pero aquest cop amb el les mostres dins, per tal d'establir una equacid per saber la
relaciéd volum-pes i determinar la quantitat d'isopropanol que s'ha perdut després de passar

per els cartutxos.

Durant aquest protocol, paral-lelament s'haura de fer una patré i un blanc, per tal d'establir un

gradient i per observar la capacitat de retencio de |'ergosterol.

Lectura en HPLC

Aguest procés és molt senzill un cop la maquina esta preparada, o ja porta bastants dies en
funcionament, pero si no, s'ha de seguir un protocol detallat per tal de que es puguin prendre
les mesures correctament. El primer pas és preparar el metanol amb el que es treballara,
sonicant-lo com a minim 20 minuts per tal de desgasificar-lo i aixi no entri cap bombolla d'aire
a la columna. Tot seguit s'engega la bomba binaria, el detector d'absorbancia i I' injector
automatic, s'introdueixen les dades en el programa anomenat Empower i es fan controls de
pressid abans d'iniciar I'analisi. Sempre s'ha de vigilar amb el volum de metanol amb el que es

treballara ja que és un procés molt llarg i se'n necessita molta quantitat.

Un cop analitzades les dades, s'observaran els pics del grafic que mostra el programa i es

valorara la presencia d'ergosterol a partir de I'area del pic i les arees de les mostres patro.
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Biomassa algal

Per tal de poder determinar la biomassa algal, s'extreu clorofil-la continguda en el sediment i
se'n mesura la seva concentracido mitjancant la mesura de la seva absorbancia. S'ha seguit un

protocol segons Jeffrey et al; 1975 .

El procediment consisteix en submergir les mostres en 10 mL d'acetona al 90% en vials de
vidre, i introduir-les en un bany d'ultrasons durant 4 minuts per tal de realitzar I'extraccié
activa. Cal filtrar I'extracte per tal de reduir la terbolesa de la mostra i com que la clorofil-la és
molt sensible a la llum i ala temperatura, s'ha treballat en una cambra amb llum verda i a una

temperatura ambient (es treballa en un laboratori condicionat).

Per acabar I'analisi, es procedeix a llegir I'absorbancia de les mostres a 430, 665 i 750 nm. En
aquesta ultima els valors han de ser molt propers a 0, ja que en aquesta longitud d'ona, la
clorofil-la no emet color. La lectura a 665 nm indica la quantitat de clorofil-la que conté
I'extracte de la mostra i a 430nm descriu la presencia de pigments carotenoides o productes

de degradacié.

Per tal de poder calcular el valor de clorofil-la final de cada mostra s’utilitzara la férmula

seglent:

14 = !
Clorofil-la (ug/cm?) = 11,4 - (Abs 665 — Abs 750) - |\~ /olum de extracte en ml

3 .
B = Volumen cm” sediment

Analisis estadistiques

Un cop analitzades les mostres, es procedira a fer-ne les analisis estadistiques amb el
programa Rcmdr. Aquestes analisis seran ANOVAs unifactorials, i en alguns parametres també
bifactorials, en les que es determinara si els parametres analitzats (contingut de mateéria
organica -AFDW-, EPS, bacteris, fongs, clorofil-la, fosfats i amonis i nitrats) varien

significativament en funcio de la llacuna i el grau d'humitat.

En el cas dels resultats dels bacteris (bacteris/cm3), aquests s'han estandarditzat fent-ne el seu
logaritme en base 10, per tal de poder introduir-les en I'Rcmdr. Aixo es deu a que no es

compleix ni el test de Levene ni el de Shapiro-Wilk amb les dades no estandarditzades.
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RESULTATS

Parametres fisico-quimics

Els resultats dels parametres fisico-quimics de les quatre llacunes es resumeixen en la Taula 3.

Llacuna Oxigen (mg/L) pH Conductivitat (mS/cm) | Temperatura (2C) | Hora del mostreig
1 9,37 8 > 200 23,8 12 h
2 7,29 8,21 149,7 26,7 14 h
3 7,54 8,36 104,2 27,4 16 h
4 9,19 8,58 75,1 22,8 17 h

Taula 3. Taula resum dels resultats obtinguts dels parametres fisico-quimics mesurats in-situ

Les mesures in situ mostren que la llacuna amb una major salinitat és la L1, La Playa, tot seguit

de L2 i L3. Pel que fa a la temperatura, la que presenta un valor major és la L3, tot seguit de la

L2. El pH és molt semblant en les quatre llacunes, i la concentracid d’oxigen és majorenlaLli

enla L4.

Mentre que els valors d’oxigen, de temperatura i de pH sén similars entre les llacunes, els de

conductivitat tenen valors bastant diferents entre ells. Aixd comportara que si hi ha diferéencies

entre les llacunes en la concentracié de clorofil-la o en la biomassa bacteriana i fungica, un

factor important, sera el grau de salinitat.

Analisi de nutrients

Per a I'analisi de nutrients, s'han determinat els valors mitjans de cada llacuna per a estimar-ne

la quantitat. En els seglients grafics (Figures 5,6 i 7) s'indiquen els valors obtinguts.
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Per a determinar si els valors obtinguts dels nutrients son significativament diferents entre les
quatre llacunes estudiades, s’ha realitzat una ANOVA unifactorial per a cada parametre

(fosfats, nitrats i amonis).

Un cop realitzades les ANOVAs, s'analitzen els resultats obtinguts, i se'n dedueix que la
concentracié de fosfats, nitrats i amonis és significativament diferent entre llacunes (Taula 4).
Com que els valors obtinguts mostren que el factor llacuna té un efecte significatiu, es realitza
el test de Tukey per tal de saber quines de les llacunes sén diferents a les demés, en el que
s'obté, per fosfats (F = 1113, p = 8.02 -10™""), que n'hi ha de dos tipus, a i b, i aquest segon
només pertany a la L2, que és la llacuna que té uns valors majors de fosfats i amb una gran
diferéncia. Pel que fa els nitrats (F = 16.23, p = 0,00092) el resultat del test de Tukey ha
determinat que cada llacuna és diferent de les demes, pero que la L4 és un entremig de la L1 i
la L3. En el cas dels amonis (F = 51,98, p = 1.37 - 10”) hi ha un patré semblant, ja que les

quatre llacunes sén diferents i la L4 és un entremig entre laL1ila L2.
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Estructura del biofilm

S'ha realitzat el calcul del contingut d'aigua i del pes sec lliure de cendres (ADFW) de les
mostres i s'ha representat graficament en les Figures 8 i 9. En aquests, es poden observar certs
patrons, com ara que les mostres que contenen més contingut d' AFDW és el rang humit. Les
ANOVAs mostren que el contingut d'AFDW és significativament diferent entre llacunes i que
també es veu afectat per el grau d'humitat (F = 39.6506, p = 1.858:10°) perd no hi ha un efecte
de l'interaccié dels dos factors indicant que I'efecte del grau d'humitat en el contingut de
materia organica és igual entre les quatre llacunes. Si es realitza el test de Tukey per el pes sec
lliure de cendres pel factor llacuna, s'obté que hi ha dos grups diferenciats, dividits en L1 i L3 i

L2 i L4.

Per altra banda, les mostres que presenten una major quantitat d'aigua, evidentment, son
aquelles preses dins de l'aigua, i les mes seques les que en tenen una menor quantitat. Cal
destacar que el valor del gradient sec salat de la L2, presenta un valor de quantitat d'aigua
molt elevat. Els resultats de I'ANOVA bifactorial (Taula 4) indiquen un efecte significatiu del
factor llacuna i també del factor grau d'humitat (F = 10.7117, p = 0.0001169). La interaccid
entre els dos factors indica que I'efecte de la variacié del grau d'humitat sobre el contingut
d'aigua és diferent segons a quina llacuna ens trobem. Si es realitza el test de Tukey per el
contingut d'aigua per el factor llacuna, s'obté que hi ha tres grups diferenciats, a,b i ab, essent

aquests ultims un entremig dels dos anteriors.
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Parametres biologics

Contingut de polisacarids en substancies polimériques extracel-lulars

Un cop processades les mostres en l'espectrofotometre, es calcula gracies a la recta patré
(Figura 10), la concentracié de glucosa present en cada mostra (representat en la Figura 11).
Tal i com s'hi pot observar, la llacuna Chiprana 1 (L3) és la que té una major concentracid de
glucosa en EPS en els tres gradients d'humitat que té. La L2, per contra, és la que te uns valors
menors, i aquests son semblants entre els diferents graus d'humitat, no com succeeix en la L1,

que el grau humit té un valor que destaca sobre els demes.
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Evidentment, el factor llacuna en aquest analisi, a l'igual que en I'anterior, ha estat bastant

significatiu (F= 4.9241, p = 0.008337), ja que es tracta d'un factor fortament determinant per a

I'EPS. Pel que fa el valor sobre el factor humitat, també ha estat significatiu (F= 4.9241, p =

0.008337), i I'interaccio entre els fos factors també (F = 3.9129, p = 0.009788).

Aix0 significa que s'acceptara |' hipotesi alternativa en els tres casos per queé els dos factors

analitzats (llacuna i grau d'humitat) tenen un paper molt important en la determinacié de la

quantitat d'EPS (mitjangant la concentracié de glucosa), sobretot el factor llacuna. Un cop

realitzat el test de Tukey, es determina que hi ha dos tipologies de llacunes, L1, L2 i L4 per una

banda, i L3, amb majors concentracions, per l'altre.

Densitat de bacteris

Els resultats de densitat de bacteris es mostren a la Figura 12.
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Figura 12. Grafic en el que es
compara el nombre de
bacteris/cm3 - 10° de les
quatre llacunes en funcioé del
gradient d'humitat establert.
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classificacié segons el test de
Tukey i la desviacio
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Tal i com es pot observar, el nombre de bacteris en les quatre Illacunes és molt semblant, tot i

que potser el valors més restringits estan en la L3.

En I'ANOVA bifactorial, els parametres avaluats, tant individualment com en la seva interaccio,
han donat valors no significatius (Grau d'humitat F= 1.2539, p = 0.3124) (Llacuna F=0.8036, p =
0.5042) (Interaccié F= 0.2155, p = 0.9525), de tal manera que també s'accepta I' hipotesi nul-la
per que les llacunes mostren resultats molt semblants entre elles i no sembla que cap dels dos
factors jugui un paper important en el n2 de bacteris/cm® que hi ha a les mostres. Per tal de
corroborar-ho, es realitza el test de Tukey que indica que les quatre llacunes tenen les

mateixes caracteristiques pel que fa el n? de bacteris/cm?>.

Biomassa fungica

Per tal de poder calcular les concentracions d'ergosterol, determinant aixi la quantitat de fongs
presents en les mostres, s'ha realitzat una recta patré (Figura 13) a partir de les Arees
mesurades en els cromatogrames obtinguts (programa Empower).Un cop obtingudes les
concentracions d'ergosterol, es procedeix a fer un grafic (Figura 14) en el que es mostrin

aquests valors i siguin comparables entre les llacunes.
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L'ANOVA bifactorial per el factor llacuna, ha obtingut un valor significatiu (F= 6.3662, p=
0.002496), pero el grau d'humitat ha resultat no ser-ho (F=0.8015, p = 0.505263). Pel que fa la
interaccié d'ambdds factors envers la concentracié d'ergosterol, tal i com el factor llacuna, ha
donat significativa (F = 5.1400, p = 0.002409). Aix0 significa que les llacunes son
significativament diferents entre elles, i per tal de saber com estan classificades s'ha realitzat
el test de Tukey, en el que s'obté que la L1 i la L4 sdn un entremig de les llacunes L2 (amb els
valors maxims) i L3 (amb els valors minims). Tot i aixi, els resultats de les mostres del gradient
humit de la L2, podrien ser anomales degut a algun problema durant I'extraccio, ja que a les
altres llacunes en les condicions d'humitat, hi ha unes concentracions d'ergosterol

significatives.

Biomassa algal

Per a poder determinar la quantitat de clorofil-la present a les nostres mostres, s'ha aplicat la
formula explicada anteriorment, obtenint valors de pg/cm®. Un cop calculades les
concentracions, es procedeix a realitzar un grafic representatiu (Figura 15), en el que es mostra

que les llacunes que més presenten clorofil-la son les de la zona Chiprana (L3 i L4).
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Es prossegueix a realitzar una ANOVA bifactorial, que resulta ser significativa per el factor
llacuna (F = 36.2887, p = 6.869 -10°), perd en canvi, del factor del grau d'humitat, no se n'han
obtingut valors significatius (F = 2.0284, p = 0.137924). El resultat de l'interaccié entre el grau
d'humitat i la llacuna ha resultat ser bastant significativa, amb F = 4.0035 i p = 0.009274. Aixo

significa que el factor llacuna és rellevant i implica que les caracteristiques de cada llacuna
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determinaran la biomassa algal d'aquestes. Si es realitza un test de Tukey per el factor llacuna,

s'observa una divisié en tres tipologies de llacunes, essent L1 i L2 del mateix grup.

A continuacié s'adjunta una taula resum en la que es descriuen si els parametres estudiats han

resultat ser significatius o no, per tal de poder establir-ne conclusions.

PARAMETRES Variable Factor: Llacuna  Factor: Gradient d'humitat Factor: LI x Gh
Nutrients Fosfats < 0.0001 - -
Nitrats < 0.0001 - -
Amonis < 0.0001 - -
Estructura biofilm AFDW < 0.0001 < 0.0001 0,8306
Contingut d'aigua < 0.0001 < 0.0001 0,001169
Biologics EPS 0,008337 <0.0001 0,009788
Bacteris 0,5042 0,3124 0,9525
Ergosterol 0,002496 0,07611 0,002409
Clorofil-la <0.0001 0,137924 0,009274

Taula 4. Taula resum dels valors significatius i no significatius dels parametres estudiats després de les
ANOVAs corresponents. Els valors significatius estan marcats.

DISCUSSIO

Els resultats de les caracteristiques fisico-quimiques ens indiquen que les llacunes estudiades
tenen unes condicions extremes que fan variar les caracteristiques dels microorganismes que

hi viuen.

Els parametres fisico-quimics estudiats, mostren unes condicions de salinitat molt més
elevades que les del Mar Mediterrani (59.4 mS/cm), sobretot dues llacunes, La Playa (L1) i la
Salineta (L2). En aquest estudi es varen recollir mostres de sediment tot seguint un gradient
d'humitat per tal de comprovar si aquest es complia a I'hora d'analitzar el contingut d'aigua. Es
pot afirmar que es compleix, ja que totes les llacunes segueixen aproximadament un gradient
d'humitat, amb excepcioé del gradient sec salat, només caracteristic en la L2, que té uns nivells
d'aigua semblants als del gradient humit. El contingut d'aigua analitzat de la Chiprana 1 (L3),
mostra un gradient extremadament marcat, perd es pot justificar a causa de que aquesta
llacuna era d'una mida menor i mostrava simptomes de sequera més severs que les demes.
Parametres com la clorofil-la tenen nivells semblants si es comparen amb estudis anteriors,
pero altres, com els bacteris, els fongs i I'EPS, han presentat concentracions més elevades

(Casamayor et al., 2013; Romani, 2010)
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Com que la biomassa microbiana analitzada ha estat superior a la que s'esperava, es descarta
la primera hipotesi en la que s'esperava una biomassa baixa de microorganismes, sobretot de
fongs. Tot i que el factor llacuna no sigui significatiu per al nombre de bacteris, els nivells
obtinguts de densitat bacteriana han estat elevats, cosa que determina que sén capacos de
tolerar les condicions extremes de la zona d'estudi. Pel que fa els nivell de biomassa algal, la
concentracié de clorofil-la és semblant a les concentracions que es troben en biofilms de riu

(Romani, 2010), pero disminueix significativament en I'extrema salinitat de les llacunes L1 i L2.

Els nivells d'EPS analitzats mostren una clara diferéncia entre les llacunes estudiades, en la que
la Chiprana 1 (L3), seguint el gradient d'humitat de més aigua a menys, té uns valors molt més
elevats que la resta. Els valors obtinguts d'EPS per a les quatre llacunes sén generalment
superiors comparats amb altres estudis (Mata, 2006). Hi ha un factor a destacar pel que fa
aquest parametre, ja que tot i que el nombre de bacteris és elevat i bastant semblant en totes
les llacunes, la concentracido d'EPS no esta compensada de la mateixa manera, cosa que
significa que en la L3, els microorganismes que hi habitin estaran segregant més substancies
extracel-lulars que els demeés. Aixd pot justificar-se amb les condicions de la llacuna, que és
somera i té un marcat gradient d'humitat, cosa que podria implicar que els microorganismes
segreguessin més EPS per tal d'estar més protegits davant les condicions adverses a les que
estan exposats. Evidentment, els analisis estadistics realitzats per aquest parametre han
resultat ser tots bastant significatius, cosa que implica que I'EPS és un parametre que va molt
lligat al gradient de sequera i al tipus de llacuna, i que per tant és molt representatiu. De tots
els parametres analitzat dels diferents biofilms només I'EPS s'ha vist afectat per el gradient de

sequera.

L'analisi d'aquestes quatre llacunes ha determinat que tenen diferents caracteristiques que
permeten diferenciar-les, determinades per parametres fisico-quimics, nutrients, EPS o
clorofil-la. L'elevada salinitat de les llacunes anteriorment esmentada, l'elevat nivell de
nutrients, sobretot a la Salineta (elevada concentracié de fosfats i nitrats) i a la Chiprana 1
(elevada concentracié d'amonis), i I'elevada biomassa microbiana registrada en la majoria de
llacunes, permet establir caracteristiques diferencials entre I'estructura de les llacunes i el seu
biofilm. Aix0 permet corroborar la segona hipotesi establerta, que remarca la importancia la
salinitat i la sequera en la determinacié i diferenciacié de les comunitat d'organismes presents

en els Monegros.

Tot i aixi, hi ha organismes com els bacteris, que no han variat tant drasticament en funcio del

gradient de sequera ni tampoc semblen afectats per I'elevada salinitat, cosa que significa que
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son capacos d'adaptar-se gradualment a les condicions més severes. Segons Casamayor et al.,
(2013), s'observa que no hi ha un efecte de la salinitat en la diversitat de bacteris, fet que

indica que probablement s'adapten a aquestes extremes condicions.

Contrariament al que s'havia esperat, la biomassa flngica no és tant baixa com s'esperava,
sobretotenla L1iL2, que justament son les llacunes amb una salinitat més extrema. Pel que fa
les altres dues llacunes de la zona de Chiprana, hi ha una biomassa de fongs molt més baixa i
coincideix amb els biofilms on s'ha trobat més biomassa algal. Un possible rad per el baix
contingut de fongs a la L3 serien les condicions extremes de sequera d'aquesta llacuna somera.
Aquest fet fa que l'estructura del biofilm sigui diferent, més heterotrofica en lles llacunes La

Playa i Salineta i més autotrofica a llacunes Chiprana 1 2.

Els efectes de la salinitat i la sequera sobre les llacunes Salades dels Monegros tenen una gran
importancia sobre la determinacié de I'estructura del seu biofilm i dels microorganismes que la
componen. Alguns d'aquests, mostren aquest efecte desenvolupant mecanismes de proteccié
segregant substancies com I'EPS per tal de protegir-se de |'estrés hidric o conductivitats molt

elevades, d'altres, s'adapten a les condicions ambientals adverses i se'n fan resistents.

ETICA | SOSTENIBILITAT

Les llacunes salades, com per exemple les d'aquest estudi, tenen una gran importancia
intrinseca com a espais reduits i escassos mundialment, per el que s'han de protegir. A més, a
nivell bioldgic i ecologic, aquests ecosistemes aquatics constitueixen una comunitat
heterogenia d'organismes endemics adaptats a les caracteristiques extremes de salinitat i

sequera a la que estan exposats.

L'especie Eucypris aragonica és |I'endemisme més conegut de les Salades dels Monegros, i
presenta unes condicions idniques i de temperatura molt especifiques que uUnicament
permeten que visqui alla (Blasco, 1991). Quan Braun-Blanquet i Oriol de Bolos varen estudiar la
flora de la depressié de I'Ebre, van afirmar que aquesta zona tant especial i caracteristica
d'Aragd, era un centre d'especiacid. Estudis realitzats posteriorment, demostren I'elevat
contingut de microorganismes com bacteris i arqueus i la seva gran diversitat adaptada a
ambients hipersalins també molt diversos, des de deserts fins al Pol sud (Casamayor et al.,

2013).
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Aix0 implica una comunitat molt complexa estructurada per plantes, algues, invertebrats i
microorganismes endémics que necessita una especial proteccié. Decrets com el 204/2010, o
Articles del Conveni Ramsar, protegeixen aquests ambients hipersalins tant escassos en el

mon.

CONCLUSIONS

- Extreme conditions may not imply a reduced biomass, but those conditions can lead to some
microorganisms adapt becoming resistant to adverse conditions as bacteria or fungi do, or

developing protection mechanisms such as EPS.

- Extreme drought and salinity conditions have a significant effect on lagoons and it's microbial
structure. It has been shown that salinity affects organisms such as algae, because levels of
chlorophyll demonstrate the absence of these photosynthetic organisms at very high salinities.
It has also been shown that the drought gradient allows the formation of differentiated
microhabitats and ruled by the lack of water, as observed with the variation levels of EPS,

which is higher where the worse conditions are.
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