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Resum

El present trebal es centra en I'estudi a diferents nivells dels carotenoides de les espécies
marrons de Bacteris Verds del Sofre (GSB, de I’anglés Green Sulfur Bacteria). L’ objectiu global
ha estat e d'esbrinar quina és la funcié d aquests pigments dins I’ aparell fotosintétic d’ aquests
microorganismes i aprofundir en el coneixement de la seva estructurai interaccions amb els altres
pigments de I aparell fotosintétic.

En primer lloc es va dissenyar un nou métode de cromatografia liquida d’ alta resolucio (HPLC) per
andlitzar de manera més rapida i precisa els carotenoides de diferents soques de GSB (Capital 3).
Aquest métode es basa en una purificacié prévia dels extractes pigmentaris amb columnes
d aumina per eliminar les bacterioclorofil-les (BCIs). Aix0 va permetre analitzar amb una elevada
resolucié i en tan sols 45 min de carrera cromatografica es diferents carotenoides i els seus
precursors, aixi com kes configuracions transi cis dels seus isomers. El segon métode utilitzat va
consistir en unamodificacio del métode de Borrego i Garcia-Gil (1994) i va permetre la separaciod
precisa de tot tipus de pigments, procedents tant de cultius purs com de mostres de caracter
complex. Un exemple concret foren uns paleosediments de la zona lacustre de Banyoles. En
aquests sediments (0,7-1,5 milions d anys d antiguitat) es van detectar, entre d’atres pigments,
carotenoides especifics de les espécies marrons de GSB, la qua cosa va permetre confirmar la
presencia d aquests bacteris ala zona lacustre de Banyoles ja des del Pleistoce inferior.

En aguest primer capitol també es van anditzar els carotenoides de Chlorobium (Chl.)
phaeobacteroides CL 1401 mitjancant cromatografia liquida acoblada a espectrometria de masses
(LC-MS/MS), amb I’ objectiu de confirmar la seva identificacio i € seu pes molecular. A més,
tambe es va avaluar I’ efecte de la temperatura, lallum i diferents agents oxidants i reductors en la
composicio quantitativa i qualitativa dels carotenoides i les BCls d'aguesta especie. Aix0 va
permetre confirmar € caracter fotosensible de les BCls i que els isomers trans/cis dels diferents
carotenoides no son artefactes produits durant la manipulacié de les mostres, sind que son
consgtitutius de I’ aparell fotosintétic d’ aquests microorganismes.

El Capitol 4inclou els experiments de fisiologia duts a terme amb agunes especies de GSB, a
partir dels quals es va intentar esbrinar la dinamica de sintes dels diferents pigments de |’ aparell
fotosintetic (BCl antena, BCl a i carotenoides) durant el creixement d’ aguestes espécies. Aquestes
investigacions van permetre monitoritzar també els canvis en e nombre de centres de reaccio (CR)
durant € procés d adaptacié luminica. La determinacié experimental del nombre de CR es va
reditzar a partir de la quantificaci6 de la BClggs, I’ acceptor primari en la cadena de transport
d electrons dds GSB. L’estimacié del nombre de CR/clorosoma es va redlitzar tant a partir de
dades estequiometriques i biomeétriques presents a la bibliografia, com a partir de les dades
experimentals obtingudes en el present treball. El bon gjust obtingut entre les diferents estimacions
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va donar solidesa al valor estequiometric calculat, que fou, com a promig, d'uns 70 CR per
clorosoma.

En aquest capitol de fisiologia també es van estudiar les variacions en les relacions trang/cis pels
principals carotenoides de les espécies marrons de GSB. Aquestes es van determinar a partir de
cultius purs de laboratori i de poblacions naturals de GSB. Pel que faals valors trobats en cultius de
laboratori no es van observar diferéncies destacades entre €l valor calculat aaltaintensitat dellum i
e calculat a baixa intensitat, essent en ambdds casos proper a 2. En els clorosomes dillats de
diferents soques marrons aguest quocient prengué un vaor similar tant pels isomers de
I'isorenieraté (Isr) com pels del b-isorenieraté (b-lsr). En poblacions naturds de Chl.
phaeobacteroides aquesta relacio va ser també de 2 isomers trans per cada isomer cis, mantenint-se
congtant tant en fondaria com a llarg del temps.

Finament, en e Capitol 5 es presenta un marcador molecular que permet la identificacio especifica
d’ especies marrons de GSB. Malgrat que inicidment aguest marcador fou dissenyat a partir d'un
gen implicat en la sintes de carotenoides (crtY, d qual codifica per a una licope ciclasa) la
sequiencia final a partir de laqua s han aconseguit el's encebadors selectius esta relacionada amb la
familia de proteines de les Policetid-ceto-sintases (PKT). Tot i aixi, I’eina dissenyada pot ser de
gran utilitat per a la discriminacié d’ espéecies marrons de GSB respecte les verdes en poblacions
mixtes com les que es troben en ambients naturals i obre la porta a futurs experiments d’ ecologia
microbiana utilitzant técniques com la PCR en temps real, que permetria la monitoritzacié selectiva
de les poblacions d' espécies marrons de GSB en ecosistemes naturals.



Resumen

El presente trabajo se centraen €l estudio a partir de distintos niveles de los carotenoides de
las especies marrones de Bacterias Verdes del Azufre (GSB, del inglés Green Sulfur Bacteria). El
objetivo global ha sdo & de averiguar cua es la funcion de estos pigmentos en estos
microorganismos asi como ampliar los conocimientos de su estructuray interacciones con |os otros
pigmentos del aparato fotosintético.

En primer lugar se disefié un méodo de cromatografia liguida de ata resolucién (HPLC) para
analizar de forma mas precisay rdpida los carotenoides de distintas cepas de GSB (Capitulo 3).
Este méodo se caracteriza por una purificacion previa de los extractos pigmentarios mediante
columnas de aumina para eiminar las bacterioclorofilas (BCls). Esto permitio analizar con una
elevada resolucion y en tan solo 45 min de carrera cromatografica los distintos carotenoides y sus
precursores, asi como las configuraciones transy cis de sus isdmeros. El segundo de los métodos
utilizado consistié en una modificacion del método de Borrego y Garcia-Gil (1994) y permitio la
Separacion precisa de todo tipo de pigmentos, procedentes tanto de cultivos puros como de
muestras de caracter complejo. Un gemplo concreto fueron los sedimentos antiguos de la zona
lacustre de Banyoles. En estos sedimentos (0,7-1,5 millones de afios de antiguiedad) se detectaron,
entre otros pigmentos, carotenoides especificos de las especies marrones de GSB, o que permitio
confirmar la presencia de estas bacterias en la zona lacustre de Banyoles ya des ddl Pleistoceno
inferior.

En este primer capitulo también se andizaron los carotenoides de Chlorobium (Chl.)
phaeobacteroides CL1401 mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas
(LC-MS/MS), con € objetivo de confirmar su identificacion y su peso molecular. Ademas, también
se andizd € efecto de la temperatura, la luz y distintos agentes oxidantes y reductores sobre la
composicién cuantitativa y cudlitativa de los carotenoides y las BCls de esta especie. Estos
experimentos permitieron confirmar el carécter fotosensible de las BCls y que los isomeros
trang/cis de los digtintos carotenoides no son artefactos producidos durante la manipulacién de las

muestras sino que son congtitutivos del aparato fotosintético de estos microorganismos.

El Capitulo 4 incluye los experimentos de fisologia realizados con algunas especies de GSB,
centrados en elucidar 1os mecanismos en la dinamica de sintesis de los distintos pigmentos (BCl
antena, BCl a i carotenoides) durante € crecimiento de estas especies. Estas investigaciones
permitieron monitorizar también las variaciones en € nuimero de CR durante € proceso de
adaptacion luminica. A partir de la cuantificacion de la BClggs, €l aceptor primario en la cadena de
transporte de electrones en GSB, se calculd el mimero de CR. La estimacién de la relacion
CR/clorosoma se llevo a cabo, primero a partir de datos estequiométricos y biométricos presentes
en labibliografia, y luego a partir de los datos experimentales de este trabgjo. El buen gjuste entre
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las digtintas estimaciones dio solidez a valor estequiométrico caculado, € cua fue, como

promedio, de unos 70 CR por clorosoma.

En este capitulo de fisiologia también se estudiaron las variaciones en las relaciones trans/cis entre
los principales carotenoides de las especies marrones de GSB. Estas se determinaron a partir de
cultivos puros de laboratorio y a partir de poblaciones naturales de GSB. Las relaciones calculadas
para los cultivos no presentaron diferencias destacadas en funcion de las condiciones de
iluminacion de estos. En las dos condiciones estudiadas, altay bagja intensidad de luz, € vaor de la
relacion trang/cis fue aproximadamente de 2. En clorosomas aislados de distintas cepas marrones
de GSB larelacion también fue aproximadamente de 2, tanto para € isorenierateno (Isr) como para
e b-isoreniearateno (b-Isr). En poblaciones naturales de Chl. phaeobacteroides esta relacion fue
también de 2 isdmeros trans por cada isomero cis, manteniéndose constante tanto en profundidad
como alo largo del tiempo.

Finamente, en el Capitulo 5 se presenta un marcador molecular que permitié la identificacion
especifica de especies marrones de GSB. A pesar que su disefio inicia fue a partir de un gen
implicado en la sintesis de carotenoides (crtY, que codifica para una licopeno ciclasa) la secuencia
fina a partir de la cua se han obtenido los encebadores selectivos esta relacionada con la familia
de proteinas de las Policétido-ceto-sintasas (PKT). A pesar de todo, la nueva herramienta puede ser
de gran utilidad para la discriminacion de especies marrones de GSB respecto a las verdes en
poblaciones mixtas como las que se encuentran en ambientes naturales y abre las puertas a futuros
experimentos de ecologia microbiana utilizando técnicas como la PCR en tiempo real, que
permitiria la monitorizacién selectiva de las poblaciones de especies marrones de GSB en

ecosistemas naturales.
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Summary

This study is focused on the composition, distribution and function of carotenoids in the

photosynthetic antenna of brown-coloured species of Green Sulfur Bacteria (GSB).

The first part of the work has focused on the development of two different reverse-phase high
performance liquid chromatography (HPLC) methods to study the diversity of carotenoids from
different species of GSB (Chapter 3). We also introduced a pre-treatment of samples that provides
a better resolution on the separation of al carotenoids including the al-transand cis isomers, in a
run time of 45 min. For complex pigment samples, such as untreated extracts or sediment pigment
samples where a high diversity of pigments is suspected, we modified an existing method (Borrego
and Garcia-Gil, 1994) to achieve the complete separation of all carotenoids as well as al the
different bacteriochlorophylls (BChls) homologues and algal pigments. This modification was
successfully applied for the detection and identification of pigments in ancient sediments (0.7-1.5
million years-old) from a quarry located in the lacustrine area of Banyoles. The detection of
signature pigments for brown-coloured GSB confirmed the presence of GSB in the lacustrine area

of Banyoles at least since mid-Pleistocene.

In this first part we also anadyzed the carotenoids from Chlorobium (Chl) phaeobacteroides
CL1401 by liquid chromatography coupled to mass spectrometry (LC-MS/MS) to confirm their
identification and determine their molecular mass. Besides, several experiments were done to
evaluate the effect of temperature, light and different oxidising and reducing chemical agentsin the
quantitative and qualitative composition of carotenoids and BCls in Chl. phaeobacteroides
CL1401. These results confirmed that BCls are easily photodamaged and that the all-trans and cis
isomers are constitutive components of the photosynthetic apparatus of GSB and then they are not
artefacts produced during sample manipulation.

Chapter 4 compiles a series of experiments carried out to elucidate the dynamics of pigment
synthesis during growth of severa species of GSB under different light conditions. Also these
investigations allowed us to monitor the changes in the number of reaction centers (RC) during the
light adaptation process. The number of RC was determined from the chromatographic
quantification of BChlss, the primary acceptor in the electron transport chain in GSB. The
estimation of RC per chlorosome was done according to both previous pigment stoichiometries and
biometric values and from the experimental data obtained in thiswork. An average value of 70 RC
per chlorosome was obtained. This value agrees with current models of pigment composition in the
photosynthetic apparatus of GSB.

In this chapter the study of the evolution of trans/cis ratios for the main carotenoids in GSB during

light adaptation is also included. This ratio was calculated for different strains and chlorosomes of
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GSB and also from natural populations of Chl. phaeobacteroides thriving in a meromictic lake. No
differences were found for the trang/cis ratio between cultures grown at saturating and limiting
light conditions (trans/cis ratio of 2). Furthermore, similar vaues were found in isolated
chlorosomes of different brown-coloured strains of GSB and in natura populations. In this case the
trang/cis ratio remained fairly constant throughout the water column and also along the studied
growth period of the population.

Finally, in Chapter 5we present a new molecular marker for the specific detection of brown
species of GSB. Although the designed primers originadly targeted a gene involved in the
biosynthetic pathway of carotenoids (CrtY that encodes a lycopene cyclase), find sequence
retrieved matches with a gene related to the Polyketide ketosynthases protein family. The precise
function of this protein in GSB remains hitherto unknown. However, the availability of this
molecular tool opens the door for future investigations on the microbia ecology of brown-coloured
species of GSB using techniques as Real-time PCR to selectively monitor populations of these
microorganisms in their natura habitats.
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1. Introducci6

1.1. Elsbacterisfotosintétics

Els organismes fotosintétics es caracteritzen per ser capagos de convertir I’ energia
luminica en energia quimica a través d'una serie de reaccions electroquimiques que tenen
lloc en aparells fotosintétics especialitzats. Pel que fa d tipus de fotosintesi que porten a
terme, els bacteris fotosintetics es divideixen en dos grans grups: els cianobacteris, que
realitzen la fotosintesi oxigeénica (es produeix oxigen com a producte residual, derivat de la
hidrolisi de I'aigua) i els bacteris fotosintétics anoxigenics (BFA), que fan fotosintes
anoxigenica, en laqual no es genera oxigen. Ambdds grups, a més, presenten diferéncies
tant en e tipus de pigments com en les seves caracteristiques fisiologiques i ecologiques
(Stanier et al., 1981). Malgrat aquestes diferéncies, els dos grups utilitzen complexos
antena especialitzats per absorbir I’energia luminica i transferir-la as centres de reaccié
(CR), en els quals comenca la transferencia de carregues i 1a resta de reaccions quimiques

de lafotosintesi.

Els cianobacteris, que realitzen la fotosintesi oxigénica, presenten un fotosistema
estructuralment similar a de les plantes superiors. Els complexos fotosintétics, anomenats
ficobilisomes, son complexos extramembranosos constituits per subunitats proteiques
associades a pigments del grup de les ficocianines i de les ficoeritrines (Bryant et al., 1979;
Gantt, 1986). Els maxims d’ absorcio d’ aquests pigments es situen entre els 615620 nm en
el casde la ficocianinai entre els 495-565 nm en € cas de la ficoeritrina (McColl | Guard-
Friar, 1987).

Els BFA, en canvi, es caracteritzen per realitzar una fotosintesi anoxigenica, on el poder
reductor no s obté de la hidrolis de I'aigua sind de la de compostos reduits del sofre,
generalment sulfhidric (H2S), o bé en alguns casos de I’ hidrogen (Hy). Alguns BFA, com
es bacteris verds filamentosos, també poden obtenir el poder reductor a partir de

Ccompostos organics.

En e grup de BFA, la sintesi de pigments fotosintetics és inhibida per la presencia
d oxigen, tot i que algunes especies marines, aerobiques, com és € cas dErytrobacter
longus, son una excepcid. Aquests bacteris presenten bacterioclorofil-la (BCl) perd no son
capacos de créixer sota condicions anaerobiques, essent, per tant, bacteris anoxigenics
aerobis (Shimada, 1995).



4 Estudi dels Carotenoides en espécies marrons de GSB

Tenint en compte caracteristiques morfologiques, fisiologiques i filogenetiques e grup de
BFA és extremadament heterogeni. Esta format per tres subgrups. els Bacteris Vermells,
els Bacteris Verds i es Heliobacteris (Imhoff, 1995). D’ acord amb propietats fenotipiques
es distingeixen diferents tipus bacterians dins els dos primers subgrups. Aixi tenim que
dins el subgrup dels bacteris vermells es distingeixen els Bacteris Vermellsdel Sofrei els
Bacteris Vermells No del Sofre, mentre que dins e subgrup dels bacteris verds tenim els
Bacteris Verdsdel Sofrei els Bacteris Fotosintétics Anoxigenics Filamentosos

En base als estudis filogenetics duts a terme amb l'anadlis del gen del 16S rRNA la
classificacio dels bacteris fotosintétics varia respecte I’ esmentada anteriorment. En aquest
cas Sestableixen els seglents grups. els Cianobacteris o0 fotosintetics oxigenics, els
Bacteris Verds del Sofre, els Bacteris Fotosintétics Anoxigenics Filamentosos, els Bacteris
Vermells i relacionats i els Heliobacteris, aquests darrers dins € grup d Eubacteris
grampositius (Woese, 1985; Woese, 1987; Beer-Romero et al., 1988). Estudis filogenetics
a partir de seqiiencies del gen del 23S rRNA (Stackebrandt, 1996) han corroborat aquesta
classificacio basada en €l 16S rDNA. En laFigura 1.1 es mostra un arbre filogenétic amb
els grups de bacteris inclosos dins del domini Bacteria (eubacteris).

Bacteroides-
Flavobacteris

Espiroquetes Planctomyces
i afins

Deinococs i
afins

Clamydiae

FAPB

Bacteris Gram
positius

Thermotoga
Cianobacteris

Bacteris
Vermells

Aquifex/Hydrogenobacter

Figura1.1. Arbrefilogenétic dels principals regnesd’ eubacteris basat en la comparacié de seqiiéncies del
16SrRNA. Lalongitud de les branques és proporcional ales distancies evolutives cal culades entre grups
(Madigan et al ., 1997).

Figure 1.1. Phylogenetic tree of eubacteria kingdoms according to 16SrRNA sequences comparision. The

length of the branches is proportional to evolutive distances cal culated between groups (Madigan et al.,
1997).
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1.1.1. Els Bacteris Vermells

Com a caracteristica comuna daquest grup bacteria destaca el tipus d aparell
fotosintetic. Es tracta de sistemes membranosos intracitoplasmatics en els quals es
localitzen els pigments fotosintetics, BCI a o b i carotenoides de la serie de

I’ espiril-loxantina, larodopina, I’ esferoide o I’ okenona (Schmidt, 1978).

D’acord als estudis filogenétics amb € gen del 16S rRNA els Bacteris Vermells es
divideixen en Bacteris Vermells del Sofre (del grup g-Proteobacteria), els quals comprenen
dues families. la Chromatiaceae i la Ectothiorhodospiraceaei en Bacteris Vermells No del
Sofre, inclosos en els grups a i b-Proteobacteria, els quals comprenen una sola familia, la
Rhodospirillaceae. El sofre resultant de I’ oxidacié del sulfhidric, en el cas dels Bacteris
Vermells del Sofre, es diposita en forma de globuls a I'interior de les cél-lules (Familia

Chromatiaceae) o bé a |’ exterior de les mateixes (Familia Ectothiorhodospiraceae).

1.1.2. Els Bacteris Verds

Dins aguest grup sinclouen els Bacteris Verds del Sofre (GSB, de I'anglés Green
SQulfur Bacteria) i es Bacteris Fotosintetics Anoxigenics Filamentosos (FAPB, de I'anglés
Filamentous Anoxygenic Photosynthetic Bacteria). Malgrat que aguests dos grups de
bacteris verds no estant relacionats filogenéticament, i difereixen en trets fenotipics, com
arala composicié pigmentaria i € tipus de metabolisme, conserven un complex antena
similar, els clorosomes, unes vesicules intracitoplasmatiques dins les quals s empaqueten
els pigments fotosintetics (veure Apartat 1.2.1).

Pel que faalafixacié del carboni, els GSB utilitzen el cicle reductiu de I’ acid tricarboxilic,
ocicledArnon, (Sirevag et al., 1977), mentre que els FAPB fixen el CO, mitjancant la via
metabolica del 3-hidroxipropionat (Pierson i Castenholz, 1995). Ca destacar que €ls
FAPB, a diferéncia dels GSB, també sdn capacos de créixer heterotroficament utilitzant
diferents substrats organics com afont de carboni (Pierson i Castenholz, 1992a; 1992b).

El grup de GSB inclou una unica familia, la de les Chlorobiaceae. La mgjoria de generes
d aquesta familia es caracteritzen per |'abséncia de mobilitat, amb I|'excepcié de
Pelodictyon sp., Ancalochloris sp. i Chloroherpeton sp. que son mobils per vacuols de gas.
A la Taula 1.1 es recullen les principals caracteristiques de les Chlorobiaceae, un taxon

filogeneticament compacte dins la branca dels Eubacteris, a diferencia dels FAPB que
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constitueixen un grup molt més heterogeni (Gibson et al., 1985; Woese, 1987), la principal
familia dels quals és les Chloroflexaceae (Pfennig, 1989). Recentment, a partir d' analisis
filogenetiques amb quatre soques d’ Oscillochloris trichoides, s ha descrit una altra familia,

laOscillochlororidaceae, dins e grup de FAPB (Keppen et al., 2000).

1.2. Estructurai organitzacié de |’ aparell fotosintetic dels Bacteris Verds del Sofre

1.2.1. Complex antena: els clorosomes

L’ aparell fotosintetic dels GSB, com en tots els bacteris fotosintetics, es troba
consgtituit per tres components basics: e complex antena, els centres de reaccié (CR) i la

cadena de transport electronica.

Una caracteristica comuna dels dos grups de Bacteris Verds és I’empaguetament de
I’antena. A diferencia del que succeeix en els Bacteris Vermells, els pigments antena es
localitzen dins unes estructures vesiculars peculiars, unides a la cara interna de la
membrana plasmatica, que reben e nom de clorosomes i que foren descrites per primera
vegada com a vesicules de Chlorobium (Cohen-Bazire et al., 1963). La longitud i amplada
d aquestes vesicules és variable en funcié de I'especie i també de les condicions de
creixement, sobretot de la intensitat luminica (Foidl et al., 1994). La longitud varia entre
70 i 180 nm, mentre que |I’amplada oscil-la entre els 30 i 60 nm (Staehelin et al., 1980;
Oelzei Golecki, 1995 i Olson, 1998).

En GSB, els clorosomes es troben connectats amb els CR de la membrana a través de les
proteines Fenna-Mattews-Olson (FMO). En els FAPB, tot i que també presenten
clorosomes, agquestes proteines FMO son absents (Figura 1.2). A més, els clorosomes dels
FAPB sOn més petits i presenten també diferencies en quant a composicio polipeptidica
(Trlper i Pfennig, 1992; Pierson i Castenholz, 1992a) respecte els clorosomes dels GSB.
Aix0 demostra que malgrat les diferencies existents entre els dos grups de Bacteris Verds,
Clorobiacies i Cloroflexacies, i d'acord a estudis filogenétics reditzats amb € gen que
codifica per la fraccié 16S rRNA (Gibson et al., 1985; Woese, 1987), el complex antena
s ha mantingut en els dos grups durant la seva divergéncia evolutiva. Alguns autors han
vist en aguesta caracteristica comuna un exemple concret de transferéncia lateral de gers

entre microorganismes (Pierson i Olson, 1989).



Taulal.1l/Table 1.1. Principals caracteristiques dels GSB (modificat de Borrego, 1996). Main features of GSB (modified from Borrego, 1996).

Espécie Morfologia Diametre cel-lular Color BCI Car Vacuols 1 % NaCl
(mm) de gas

Chlorobium
limicola bacil 0,7-0,1 verd c-d Cbt, Nrp - -
vibrioforme vibri 0,5-0,7 verd c-d Cbt - +
chlorovibrioides vibri 0,3-0,4 verd c-d Cbt - +
tepidum bacil 0,6-0,8 verd c Cht - -
phaeobacteroides bacil 0,6-0,8 marrd e Isr, b-Isr - -
phaeovibrioides vibri 0,3-0,4 marrd e Isr, b-Isr - +

Pelodyction
luteolum ovoide 0,6-0,9 verd c Cbt + -
clathratiforme bacil” 0,7-1,2 verd d Cht + -
phaeum vibri 0,6-0,9 marré e Isr, b-Isr + +
phaeoclathratiforme bacil” 0,6-0,9 marrd e Isr, b-Isr + -

Prosthecochloris
aestuarii coc 0,5-0,7 verd c Cht - +

phaeoasteroidea coc 0,4-0,6 marré e Isr, b-Isr - +

Ancalochloris
perfilievii coc 0,5-1,0 verd c? Cbt? + -

Chloroherpeton
talassium bacil 1 verd ¢ gcaroté + +

Detotes | es especies mencionades, només Chlorobi um tepidum, Chloroherpeton talassiumi el genere Prosthecochloris sdn bentoniques,
totalarestason planctoniques. )Espécies amb divisi6 ternaria (estructures en forma de xarxes).
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Bacteris Verds del Sofre Bacteris Fotosintétics Anoxigénics Filamentosos
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Figura 1.2. Esquema de I'estructura de |'aparell fotosintétic dels GSB en comparacio amb el dels FAPB
(modificat de Blankenship et al., 1995).

Figure 1.2. Schematic representation of the photosynthetic apparatus in GSB (left) and in FAPB (right)
(modified fromBlankenship et al., 1995).

1.2.1.1. Composici6 dels clorosomes

En els clorosomes hi tenen lloc els processos fisics de la fotosintesi, és a dir,

I’absorcié de lallum i la transferéncia de I’ excitacio captada fins al CR, integrat dins la

membrana (Olson, 1998). Tot i semblar estructures relativament simples, els clorosomes

son vesicules bastant complexes des del punt de vista estructural, ja que estan compostos

per:

(a) Bacterioclorofil-les (BCls) (Apartat 1.2.2.1): que fan les funcions d’ antena i que son

del tipusc,doe

(b) Lamina basal (BCl a): actua d’intermediaria en latransferéncia d'energiacap a CR.
En aguesta part del clorosoma, nexe d' unié amb els CR de la membrana cel-lular,

també s hi troben associades proteines CsmA i suposadament carotenoides.

(c) Carotenoides: presumiblement tant amb funcié estructural com protectora (Apartat

1.2.2.2).

(d) Lipids: constituint una envolta monocapa que limita e clorosoma, formada
basicament per glicolipids. D’aguests, el monogalactosid diglicérid és e més
abundant, tant a GSB com a FAPB (Knudsen et al., 1982). La seva localitzacio a
clorosoma suggereix, d’'una banda, una possible funcié estructural (Uehara et al.,
1994) i dadtra banda, sembla ser que la seva preséncia podria afavorir

I’organitzacié dels pigments, responsables del caracter hidrofobic de I'interior del
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clorosoma (Miller et al., 1993a; 1993b). Un altre tipus de lipid, present també a la

membrana dels clorosomes, son €s fosfolipids (Schmidt, 1980).

(e) Polipeptids: de diferents tipus i ubicats la mgjoria en I’ envolta. Aquests polipéptids

pertanyen ala familia de proteines Csm (veure Apartat 1.2.3).

1.2.2. Pigmentsfotosintétics als Bacteris Verds del Sofre

Segons la seva pigmentacio, els GSB esdivideixenen :

Especies verdes: amb BCI ¢ i/o d i carotenoides del grup del clorobacte (Cht) i de
I” hidroxi-clorobacte (OH-Cht) (Gloe et al., 1975; Schmidt, 1978).

Espécies marrons: caracteritzades per la presencia de BCl e, i isorenierate (Isr) i beta

isorenierate (b-1sr) com a carotenoides (LiaaenJensen, 1965).

1.2.2.1. Bacterioclorofil-les

Les espécies de GSB presenten, com a pigments antena, diferents tipus de BCls amb

caracteristiques estructurals i funcionals diverses, tal i com esmostraala Taula 1.2.

Taula 1.2. Principals caracteristiques de les BCls (segons Scheer, 1991; Imhoff, 1995; Sengei Smith, 1995).
Table 1.2. Main characteristics of BChls (from Scheer, 1991; Imhoff, 1995; Sengei Smith, 1995).

Tipus Alcohol esterificat Funcio Preséncia

BCl a (CssH74N4,OMQ) Farnesol (F) (C2oH400), Antena + CR Bacteris Vermells, GSB
Geranil-geraniol (Gg)

(C20Ha4340)
BCl b (Cs5H72N4OMQ) F, Gg, Fitodienol (FE) Antena + CR Bacteris Vermells®”
BCl c F, Estearol (S), altres®? Antena GSB (espécies verdes)
BCl d F Antena GSB (espécies verdes)
BCl e F Antena GSB (espécies marrons)
BCI g (CssH72N4OgMQ) F, Gg Antena + CR Heliobacteris

Només en algunes espécies de bacteris vermells: Rhodopseudomonas viridis, R. sulfoviridis, Thiocapsa
pfennigii, Ectothiorhodospira halochlororisi E. abdelmal ekii.

@Al cohols diversos trobats a Chl. limicola (Caple et al., 1978): tetrahidrogeranil -geraniol, cis-9-hexadecen-
1-ol, 4 undecil 2-furanmetanol.
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Aquests pigments antena es troben densament empaguetats a dins la matriu hidrofobica del
clorosoma, donant lloc a estructures de forma tubular d’uns 10 nm de diametre i uns 100-
200 nm de llargada (Staehelin et al., 1980). Cada unitat fotosintetica conté entre 10 i 30
dels esmentats cossos cilindrics (Figura 1.3). Aquests es formen gracies a la capacitat que
tenen les molecules de BCI d'interaccionar entre elles i formar agregats, una propietat que
ha estat observadatant in vivo (Brune et al., 1987; 1988; Hildebrandt et al., 1994) com in
vitro (Krasnovsky et al., 1966; Olson i Pedersen, 1988; 1990; Ueharai Olson, 1992; Miller
et al., 1993a; Chiefari et al., 1995).

Membrana Agregats de BCI
monocapa

Matriu
clorosomica

Lamina basal

Elements cilindrics

Figura1.3. A lafigura de |’ esquerra s esquematitza I’ estructurainterna d’ un clorosomaa partir d’ una
secci6 transversal. Al quadre de la dreta apareixen diferents model s proposats per explicar I’ ordenacid i
orientaci6 de les molécules de BCl en els elements cilindrics: (A) Matsuuraet al. (1993); (B) ) Nozawaet
al. (1993); (C) Nozawaet al. (1994) i (D) Model actual, Steensgaard et al. (2000).

Figure 1.3. Schematic view of theinternal structure of chlorosomes (left). Proposed models for

organization of BChl moleculesin the rod elements of chlorosomes, according to: (A) Matsuura et .
(1993); (B) Nozawa et a. (1993); (C) Nozawa et a. (1994) and (D) present model, Seensgaard et al.
(2000) (right).

Pel que fa a la seva estructura, les BCls son molécules formades a partir d’un anell
porfirinic constituit per una estructura planar de quatre anells pirrolics coordinats amb un
atom central de magnesi. En tots els casos I’ anéll porfirinic presenta un alcohol esterificat a
laposicio C-17 (Figura 1.4).

Fins a moment, s han proposat molts models per al’agregacio i correcta orientacio de les
BCls, un fet clau a I’hora d' optimitzar i canditzar €l flux d’excitacié cap als CR. Tots els

models coincideixen en e fet que € grup 13%-ceto i I’&om central de magnes son claus
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per |’ agregacio entre els monomers de BCI (Chiefari et al., 1995; Senge i Smith, 1995). Es
clar, per tant, que les interaccions establ ertes entre els diferents pigments que constitueixen

I’ antena no requereixen de la intervencio de proteines (Wullink et al., 1991).

— metil
CH, — formil

—etil
—propil
—iso-b util
—neo-pentl

02C —Farnesol

Figura 1.4. Estructuraquimicadeles BCls. EnlesBClsc,d i e, els substituents R7, R8 i R12 tenen una
elevada variabilitat. El farnesol és el principal alcohol esterificat en els GSB perd poden trobar-se d’ altres
(Capleet al., 1978).

Figure 1.4. Chemical structure of BChls. In BChl ¢, d and e, the R7, R8 and R12 substituents are highly
variable. Farnesol isthe primary esterifying alcohol in GSB but other types of alcohols can also be found
(Capleet al., 1978).

Estudis recents duts a terme per Steensgaard et al. (1999 i 2000) amb clorosomes de Chl.
limicola UdG6040, una soca amb un contingut mixt ce pigments (BCl ¢ i BCl d) han
permeés deduir que la distribuci6 delselementscilindrics de BCl antenano és al’ atzar sind
que segueix una ordenacié i orientaci0 determinada que optimitza la transferéncia

d energiai, per tant, augmental’ eficiencia del sistema.

A mes, es tres tipus de BCI (c, di €) es troben a |’interior dels clorosomes, no com a
formes moleculars Uniques, sin6 com a mescla de diferents homolegs estructurals, els quals
poden diferir en I’alcohol esterificat que presenten a G17, aixi com en els radicals que
presenten a C-7,a C-8i a C-11. L’alcohol esterificat al C-17 variaen funcié del tipus de

BCl. Ene casdelaBCl c,d i e sol ser el farnesol, mentre que alaBCl a i b sol ser € fitol



12 Estudi dels Carotenoides en espécies marrons de GSB

o € geranil-geraniol (Gloei Pfennig, 1974; Senge i Smith, 1995). D’ aquesta manera, totes
les BCls presenten un patré6 d’homolegs caracteristic que pot ser identificat mitjancant
cromatografia liquida d’ alta resolucio (Borrego i Garcia-Gil, 1994), tot i que I’esmentat
patré pot variar en funcié de I'’edat del cultiu (Caple et al., 1978) i de les condicions
d'il-luminacié (Borrego i Garcia-Gil, 1995).

Pel que fa a BBCl a, aguesta es troba present a les cdl-lules en quantitats molt inferiors
respecte la BCl antena €, d 0 €). Representa tan sols un 3 % de la BCl antena del
clorosoma. D’aquesta, a I’entorn d’'un 1 % es troba formant part de la lamina basal del
clorosoma, actuant com a intermediari en la transferencia d'energia cap asCR, i & 2 %
restant es troba associat als complexos FMO i as CR de la membrana plasmatica. Aquests
percentatges han estat determinats en treballs previs per a diferents espécies de GSB,
concretament per Chlorobium (Chl) limicola (Gerola i Olson, 1986) i per Chl.
phaeovibroidesi Chl. vibrioforme (van Noort et al., 1994).

1.2.2.2. Carotenoides

Malgrat que aguesta memoria ha estat centrada en els carotenoides dels GSB, cal
tenir present que aguests pigments es troben ampliament distribuits a la natura, i son
presents tant en teixits fotosintetics de plantes superiors com en microorganismes

fotosintétics (veure Introducci6 Capitol 3. Apartat 3.1).

En els clorosomes dels GSB també shi troben diferents quantitats de carotenoides, i tot i
que aguests pigments ja hagin estat descrits com a antena accessoria (Liaaen-Jensen et al.,
1964; LiaaenJensen et al., 1965), la seva localitzacio i funcio exacta no es coneix encara
amb precisio. Segons Frank i Cogdell (1996) aquestes molécules poden dur a terme fins a
cinc funcions diferents dins el procés fotosintetic: (1) absorbir i transferir energia luminica
(Cogddll et al., 1994), actuant aixi com a antena accessoria i ampliant € rang de longituds
d'ona a les quals absorbeixen les BCls, a través d'un estat de transferéncia d'energia
singlet, (2) fotoprotegir les BCls, extingint la fluorescencia dels estadis triplet de les
mateixes, (3) protegir davant la formacio de radicals lliures d'oxigen, (4) dissipar I'excés
denergia, i (5) edtabilitzar estructuralment els clorosomes. Assumint totes aguestes
funcions és apropiat considerar que la localitzacio dels carotenoides, a | aparell

fotosintetic, ha de ser propera a les BCls a les quals han de transferir I’energia i, tot i que
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aquesta condicié de proximitat sigui totalment necessaria, no és suficient per assegurar
I eficacia de la transferencia d’ energia (Frank i Cogdell, 1996).

A laintroduccio del Capitol 4 de la present memoria es descriuen amb detall les hipotesisi
I’estat actual de la recerca en relacié a les funcions dels carotenoides as GSB. Aquestes
funcions, a I'igual que en bacteris vermells del sofre (Fraser et al., 2001) estarien
relacionades, d’una banda, amb la fotoproteccio i estabilitzacio de |’ aparell fotosintétic i,

d’ dtra banda, amb funcions de caracter més estructural.

A la Taula 1.3. es recullen els principals carotenoides presents as diferents grups de
bacteris fotosintétics. Els detalls sobre I’ estructura molecular d’ aguests pigments, aixi com
els aspectes relacionats amb la seva andlis es recullen a la introduccié del Capitol 3 de la
memoria

Finalment, al Capitol 5 S introdueixen aspectes relacionats amb la ruta de sintesi dels

carotenoides i la utilitat dels enzims que codifiquen per la seva sintesi com a marcadors

moleculars.

Taula 1.3. Carotenoides majoritaris dels bacteris fotosintétics anoxigenics (Schmidt, 1978).
Table 1.3. Main carotenoids of anoxygenic photosynthetic bacteria (Schmidt, 1978).

Grup biosintetic Components principals Families

Série normal de Licope. Rodopina i Espiril-loxantina Ectothiorhodospiraceae,
I'espiril-loxantina Pe, P P Chromatiaceae, BFVNS*

Serie del rodopinal Licope, Licopenal, Licopenol, Rodopina, Ectothiorhodospiraceae,
P Rodopinal i Rodopinol Chromatiaceae, BFVNS

Seérie alternativa de Hidroxineurospore, Esferoide i BEVNS
I'espiril-loxantina Esferoidenona

» Chromatiaceae
Serie de I'okenona Okenona BEVNS
Série de l'isorenieraté b-Caroté i Isorenieraté Chlorobiaceae
Série del clorobacté g-Caroté i Clorobacté Chlorobiaceae

BFVNS: Bacteris Fotosintétics Vermells No del Sofre
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1.2.3. Proteines

El paper funcioral de totes les proteines dins els clorosomes dels GSB no es coneix
amb exactitud. Les hipotesis plantejades es troben relacionades amb dos tipus de funcions.
D’una banda, actuarien com a estabilitzadores de I’ estructura del clorosoma, i de ['altra,
serien proteines transportadores de diferents molécules (pigments i precursors dels
mateixos) des de la membrana plasmética fins a la matriu clorosomica (Oelze i Golecki,
1995; Bryant, 2003 ( http://www.bmb.psu.edu/faculty/bryant/lab/)).

En e cas de Chl. tepidum, € representant més estudiat del grup de GSB, s han descrit,
concretament, deu polipéptids diferents. CsmA, CsmB, CsmC, CsmD, CsmE, CsmF,
CsmH, Csml, CsmJ i CsmX. Totes aquestes proteines, a banda de la proteina CsmA de la
lamina basal, es situena |’ envolta del clorosoma. A més, tot i que encara no es coneix amb
precisio lafuncié d alguna d’ aquestes proteines, sembla ben establert que cap d aquestes
intervé en la formacio dels agregats de BCI ¢ (Smith et al., 1983; Holzwarth et al., 1992;
Tamiaki et al., 1996 i Bryant et al., 2002). Segons aguests treballs, es pot assumir que les
funcions d’' agquestes proteines estarien relacionades tal com s’ ha mencionat anteriorment, a
processos d'estabilitzacio de la membrana del clorosoma, axi com a transport de
molecules, la qual cosa es recolza amb |’estructura secundaria que presenten agquestes

proteines

Menci6 a part mereixen les proteines FMO (Fenna-Matthews-Olson), les quals formen
part d'uns complexos pigment-proteina, situats entre la lamina basal del clorosoma i ds
CR de la membrana plasmatica dels GSB. Aquests complexos estant constituits per tres
subunitats proteiques, a cadascuna de les quals s associen 7 molecules de BCl a (Thrornber
i Olson, 1968; Olson, 1971; 1978; Fenna et al., 1974). La funcié d'aquesta BCl a, a
diferencia de les BCls que constitueixen |'antena, és actuar d'intermediari en la
transferencia d’ energia entre el's pigments antena del clorosoma i els CR de la membrana
plasmatica (van Dorssen et al., 1986). En els FAPB, degut a |’ abséncia de les esmentades
proteines, la transferéncia d’ energia procedeix directament des de la lamina basal fins els

complexes antena de la membrana plasmatica.
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1.2.4. Centres de Reacci6

En ambdds grups de Bacteris Verds, els CR es troben situats a la membrana
plasmatica, tot i que les molecules associades son diferents en GSBi FAPB. En GSB, la
BCl a associada a aguests complexos absorbeix a 810 nm (BCl a 810) mentre que en els
FAPB es tracta d un complex mixt que absorbeix a 808 i 866 nm (BCl a 808-866). Els
components de la cadena de transport d’electrons, aixi com el mateix CR, son també
diferents en els dos grups. En els GSB els CR son del Tipus | o de tipus Fe-S, equiparables
als CR dels Heliobacterisi a fotosistema (PS) | dels organismes fotosintetics oxigenics
(Nitschke i Rutherford, 1991; Bittner et al., 1992a; 1992b; Liebl et al., 1993; Hauska et
al., 2001; Rémigy et al., 2002). Els FAPB, en canvi, tenenun CR de Tipus Il o de tipus
Quinona, estructuralment similar al dels Bacteris Vermellsi a PSII de les plantes superiors
(Bruce et al., 1982; Pierson i Thornber, 1983; Feick i Fuller, 1984; Rémigy et al., 2002).

La transferéencia d energia, en € cas dels GSB s'inicia amb € flux d’ electrons des de la
BCl antena fins alaBCl a de lalamina basal del clorosoma (BCl a 795). D’ aqui I’ energia
és transmesa cap ala BCl a associada a les proteines FMO (BCl a 810) i d’aquestacap ala
BCl a associada als CR (BCl a 840). El nucli dels CR as GSB és homodimeéric, constituit
per dues subunitats identiques de proteines PscA. El donador primari d’electrons, P840,
esta congtituit per un parell de molécules de BCl a, mentre que I'acceptor primari
d electrons és una molécula de BClsss, una molécula de Cl a esterificada amb A2-6
fitadienol (Kobayashi et al., 2000). Pel que fa as donadors secundaris d’ el ectrons esmentar
que en GSB son citocroms del tipus b i ¢ i proteines Fe-S smilars a les del PSI
(Blankenship, 1985; Biuttner et al., 1992a; 1992b; Golbeck, 1993; Meyer i Donohue,
1995).
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1.3. Objectiusi estructura de la tes

El present treball de recerca esta centrat en I'estudi de la diversitat i funcié dels
carotenoides a |’ aparell fotosintétic dels GSB, especialment de les especies marrons. Una
de les preguntes inicials fou la d’ esbrinar € per qué tenen un contingut de carotenoides tan
alt, especialment si es compara amb el de les espécies verdes. Les hipotesis i conclusions
recollides en aquesta memoria son e fruit d’un seguit d aproximacions experimentals, a
diferents nivells, que sShan estructurat en tres blocs independents. Malgrat la
independencia de cadascuna d’ aquestes parts, que en facilita la lectura, la memoria inclou
una introducci6é general comuna (Capitol 1), aixi com una discussio i conclusions generals
(Capitols 6 1 7, respectivament). El segon capitol, d atra banda, inclou € materia i els
métodes emprats per a la realitzacio dels experiments que formen part de cadascun dels

blocs esmentats.

El primer dels blocs (Capitol 3) es centra en les andlisis redlitzades per a la identificacié i

caracteritzaci6 dels carotenoides bacterians objecte d’ estudi. Aquesta primera part inclou,
d una banda, la identificacio d’ aguests carotenoides mitjancant cromatografia liquida d’ alta
resolucié, aixi com les aplicacions de la mateixa en I'estudi d’uns sediments fossils en els
quals es detectaren carotenoides especifics de les especies marrons de GSB. D’ altra banda,
també sSinclouen €els resultats de I'andis d aguests mateixos pigments mitjancant
cromatografia liquida acoblada a espectrometria de masses (LC-MSMS), aixi com un
seguit d’ experiments realitzats per tal d estudiar canvis en la composicié d’isomers trans i

cis dels carotenoides anadlitzats.

En el segon bloc (Capitol 4) sestudia |I'adaptacio de diferents cultius i soques de
col-leccid, aixi com poblacions naturals de GSB, que creixen sota diferents condicions
d'il-luminaci6. Aquest segon bloc analitza, doncs, aspectes relacionats amb les funcions
dels pigments dins |’ aparell fotosintétic dels GSB, i es fa especia emfasi en les relacions

que S estableixen entre els diferents tipus de pigments.

Finalment, €l darrer bloc experimental (Capitol 5) inclou la caracteritzacio i seqenciacio
d un gen potencialment implicat en la sintesi de carotenoides a les especies marrons de
GSB. Aquest va ser utilitzat com a eina molecular per a la identificacio especifica de les

especies marrons de GSB en comunitats mixtes d’ ambients naturals.

La memoria finalitza amb € recull de les referéencies bibliografiques consultades i citades
al text per al’ elaboracio del treball.



2. Material | Méetodes




2. Material i Métodes

19

2. Material i M etodes

2.1. Equipament i Reactius

2.1.1. Equipament

L’ equipament utilitzat per a la redlitzacio d aquest treball de recerca es llista a

continuacio:

Agitadors magnétics Mivar ALC

Autoclaus Selecta Autotester, models 437-G i 437-P
Balances AND HR-60 i AND EW -600G

Banys termostatics Selecta tectron, models R200D i PT1200
Bomba peristaltica pharmacia Biotech. P-1

Cambrad’ anaerobiosi Heraeus WA 6100

Campanade flux laminar TELSTAR AV-100
Centrifugadora d' alta velocitat refrigerada SORVALL RC-5B (rotors SS-34 i GSA)
Centrifugadora de sobretaula Sel ecta Centromix
Centrifugadora Hettich Mikro 12-24

Citometre de flux (descrit ala secci6 2.84.2)

Clarificadora Westfalia separator, model CLP100
Espectrefluorimetre Perkin EImer LS 50B
Espectrefotdmetre MILTON ROY MR3000
Espectreradiometre LI-COR 1800-1W

Instrumental HPLC (descrit alasecci6 2.4.2)

Lupa binocular Nikon SMZ-1

Microscopi Zeiss-Axioscop HDIC

pH-metre CRISON Basic 20

Premsade French SLM -AMINCO

Rotoevaporador Heidolph VV2000

Seqienciador ABI PRISM ™ 310 Genetic Analyzer (PE Applied Biosystems)
Sonda multiparamétricaHY DROLAB DS-3

Sonicador Braun T-Labsonic 2000

Termocicladors d’ Applied Biosystems (models 9700 i 2700)
Transil-luminador UV Herolab UVT-20M
Ultracentrifugadora SORVALL OTD 75B (rotor TH-641)
Vortex Technokartell TK3S
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2.1.2. Reactius

Els productes quimics utilitzats rutinariament durant la investigacio varen ser
reactius de grau analitic de les companyies comercials Merck, Panreac i Scharlau. Els
reactius utilitzats en Biologia Molecular (veure seccié 2.9) es mencionen a |’ apartat en €l

qual es detallad seu Us.

2.2. Métodes d’aillament i cultiu de Bacteris Verdsde Sofre

Els experiments que integren aquesta memoria de recerca han estat realitzats amb

cultius purs de diferents soques de Bacteris Fotosintetics del Sofre (veure Taula 2.1).

Taula 2.1. Soques de bacteris fotosintétics utilitzades durant I'estudi. Totes elles pertanyen ala col -leccié
oficial de laUniversitat de Girona, excepte (1) cedides pel Dr. J. Overmann (University of Munich) , (2)
cedides per laDra. M. Miller (University of Southern Denmark, Campusd’ Odense, Dinamarca) i (3) cedides
pel Dr. R.Guyoneaud (Université de Pau et des Pays de I'Adour, Franga).

Table 2.1. Strains of photosynthetic bacteria used in thiswork. All of them belong to the University of
Girona collection, except (1) provided by Dr. J. Overmann (University of Munich), (2) provided by Dr. M.
Miller (University of Southern Denmark, Campus of Odense, Denmark) and (3) provided by Dr.

R .Guyoneaud (Université de Pau et des Pays de |'Adour, France).

Espécie/Species Soca/Strain Origen/Origin

Bacteris Verds del Sofre
Especies marrons

Chlorobium phaeobacteroides CL1401 Llac Sisé
Chlorobium phaeobacteroides 2430 (D)
Chlorobium phaeovibrioides 2631" (1)
Espécies verdes
Chlorobium limicola UdG6038 Florida (EEUU)
Chlorobium vibrioforme f. thiosulfatophilum NCIB8327 2
Chlorobium tepidum ATCC49652 2
Pelodictyon clathratiforme UdG7504 Estanyol Coromina

Cromatiacies
Thiocapsa roseopersicina 5811 3

El protocol seguit per I'aillament d especies d’ambients naturals va consistir en un
enriquiment de la mostra, seguit de la técnica d'aillament de dilucions en agar.
L’ enriquiment a partir de les mostres naturals va consistir en incubar |’aigua de les
fondaries d'interés en ampolles de vidre de 100 ml, tancades hermeticament, utilitzant

bombetes incandescents de 100 W com a font luminica. Préviament es va addicionar H,S 1
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mM as enriquiments com a font de poder reductor pels bacteris fotosintetics objecte
d estudi. La técnica de dilucions en agar va consistir en una diluci6 seriada, a partir d’ un
inocul de I’ enriquiment, en una série de 6 tubs amb 7 ml de medi Pfennig (preparat d’ acord
al'apartat 2.2.1) i 3 ml d'agar tou a 3 %, d acord al métode descrit per Van Nidl (1971) i
modificat posteriorment per Triper i Pfennig (1992). El creixement dels microorganismes
es va manifestar en forma de colonies. Aquestes S obtenien de la matriu d’' agar aspirant
amb una pipeta Pasteur estéril. Posteriorment les colonies es ressuspenien en un petit
volum de medi Pfennig (0,5-1 ml) per comprovar la seva puresa a microscopi abans de ser
utilitzades com a inocul en medi mineral fresc. Per a assegurar |’ obtencié de cultius en
estat pur es redlitzava una segona serie de dilucions en agar a partir de les colonies
obtingudes de la primera série. Finalment, les colonies procedents de les segones series, un

cop comprovat el seu estat a microscopi, ja podien ser inoculades en medi mineral fresc.

2.2.1. Preparaci6 de medi mineral Pfennig

En € cas dels bacteris verds del sofre (GSB, de I'anglés Green Sulfur Bacteria) el
medi de cultiu emprat va ser e medi mineral de Pfennig modificat segons Triper i Pfennig
(1992). Es tracta d'un medi minera suplementat amb una solucié de micronutrients i

vitamina By (20 mg I™). La composici6, per 1| de medi, es detalla a continuacio:

Soluci6 de sals minerds:

Aiguadedtil-lada.........cccevvveieennne 1000 ml
KH2PO4 oo 0,34 g
NHACK oo 0,40 g
O S 0,34 g
MQSOs - 7TH20....coiieieiveeeeene 0,50 g
CaCly - 2H20.....ccovcvieeiceseeeee 0,05 g

Solucié de micronutrients (SL 10)....1 ml

Composicio SL 10 (per 1 | d'aigua destil-lada): HCI 37 % (8,5 ml), FeCh- 4H,O (1,5 g),
H3BOs3 (6 mg), CoCh- 6H,0 (190 mg), MnCh- 4H,0 (100 mg), ZnChk (70 mg), N&xM0Og-
2H,0 (36 mg), NiChk- 6H,0 (24 mg) i CuCh- 2H,O (2 mg).




22 Estudi dels Carotenoides en espécies marrons de GSB

Soluciod de carbonat : es van dissoldre 3 g de NaHCOs (per 2 | de medi) en 20 ml d'aigua

continguts a una ampolla de sérum, herméticament tancada, sota atmosfera de CO..

Solucié de sulfhidric: es van dissoldre 1,2 g de N&S- 9H,O en 5 ml daigua. La
concentracié final al medi fou de 1 mM afegint 2 ml de I’ esmentada solucio6 per 2 | de
medi. En aquest cas sutilitzaren tubs roscats, tancats herméticament, sota atmosfera de

nitrogen.

Una vegada dissoltes les sals e seglent pas consistia en autoclavar les solucions
anteriorment descrites, juntament amb les ampolles de cultiu necessaries. Després de
I'esterilitzacio es deixava refredar e medi, sota pressi6 de CO,, fins que assolia
temperatura ambient. A continuacio, a medi fred, saddicionava la soluci6 de carbonat, la
de sulfhidric i 1 ml, per litre de medi, de vitamina Bi,, esterilitzada per filtracié abans
dafegir-se al medi. Finalment el pH s gjustava a 6,7 afegint estérilment NaOH 1 M o HCI
1M.

La solucié de sulfhidric emprada pel manteniment de les soques durant € creixement
(solucié de refeeding) es preparava desgasificant |'aigua per ebullicioé durant 15 minuts,
deixant-la refredar a temperatura ambient sota atmosfera de CO,. A continuacié es
dissolien les sals (6 g de N&S: 9H,0 i 2,3 g de NaCOs3 anhidre en 250 ml d'aigua per una
concentraci6 final de $ 100 mM) i es repartia la solucié en tubs de vidre herméticament

tancats, els quals eren posteriorment esterilitzats a |I'autoclau.
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2.3. Aillament i analisi de clorosomes

Els clorosomes analitzats en aguesta memoria es van obtenir a partir de soques
marrons de GSB: Chlorobium (Chl) phaeobacteroides CL1401, Chl. phaeobacteroides
2430" i Chl. phaeovibroides 2631", totes elles crescudes en 10 litres de medi mineral
Pfennig tal i com sha descrit anteriorment (veure Apartat 2.2.1) amb I’ objectiu d’ analitzar
la composicio d’'isomers dels carotenoides als clorosomes d’ aquestes espéecies. Una vegada
crescuts, latotalitat dels cultius es va centrifugar en una clarificadora. El sediment cel -lular
obtingut era de nou centrifugat durant 20 min a23.000 " g. Per cadascuna de les soques, €l
sediment de centrifugacio es va netgjar mitjancant la seva ressuspensio en 20 ml de tamp6
Tris HCl 50 mM (pH 8,0) sonicant en fred en 3 tandes de 30 segons, per ser finalment
centrifugat durant 20 min a27.000 ~ g, amb la prévia addicié d'ascorbat sodic 10 mM per
evitar I’oxidacio. El sediment cel-lular obtingut d’aguesta segona centrifugacié es va
ressusprendre en 15 ml de tampd Tris HCI (pH 8,0) i es va passar tres vegades per una
premsa de French operant a una pressié de 20.000 psi. El material obtingut es centrifugava
a27.000 ~ g durant 15 min per eiminar les restes cel-lulars (membranes i cdl-lules no
trencades). Els clorosomes, constituents principals del sobrenedant, eren congelats a —30

oC fins al moment del seu Us.

La purificacié dels clorosomes es va readlitzar centrifugant e sobrenedant enriquit en
clorosomesa 197.000 ~ g durant 12 hores carregat en gradients de densitat de sacarosa (del
30a 50 % de sacarosa en tampd Tris HCl 50 mM, Tiocianat sodic, NaSCN, 2 M). El
gradient de sacarosa es creava en cadascun dels tubs de la ultracentrifugadora, a partir de
4,5 ml de cada soluci6é de sacarosa, mitjancant una bomba peristaltica. Posteriorment es
caregaven 2 ml de la mostra rica en clorosomes a cadascun dels tubs. Després de
I’ esmentada centrifugacié a 197.000 ~ g, els clorosomes es van dipositar a |’ entorn del 20
% de sacarosa, formant una banda de color marrg intens. La identificacio de les fraccions
es va fer mitjancant I’ espectre d absorcié, que va mostrar €ls pics caracteristics de la

bacterioclorofil-la (BCI) e, especialment en el cas de la fraccié més pura (Figura 2.1).
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Figura 2.1. Espectred absorcio6 delafraccio puradels clorosomes de Chl.
phaeobacteroides CL 1401 després del s gradients de densitat de sacarosa.

Figure 2.1. Abpsortion spectrum of pure chlorosomes of Chl.
phaeobacteroides CL1401 after the sucrose density gradients.

Amb I’ objectiu de purificar les fraccions de clorosomes aillades, eliminant restes de BCl a
associada aproteines FMO i als centres de reaccio (CR) de la membrana plasmatica, les
bandes clorosomiques més pures obtingudes en € primer gradient es van carregar en
gradients de flotacio, d'acord amb el métode de Steensgaard et al. (1997). En aquest cas el
gradient de densitat de sacarosa fou del 10 al 50 % i es va crear seguint €l protocol que ha
estat explicat anteriorment, mitjancant una bomba peristaltica. La mostra, préviament
gjustada a una concentracié del 40 % de sacarosa, es carregava sobre un volum de 2 ml de
solucié de sacarosa a 50 %. A continuacid, sobre la mostra, es redlitzava e gradient que
finalitzava amb un 10 % de sacarosa a la part meés superficial dels tubs. Després d'agquesta
segona ultracentrifugacio els clorosomes es locditzaren a I'entorn d' una concentracio

dentred 10 i d 20 % de sacarosa.
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2.4. Analis per cromatografia liquida d’alta resolucié: Instrumental i metodologia

2.4.1. Extracci6 de pigments fotosintétics

En tots es experiments inclosos en aguesta memoria I'extraccié dels pigments
fotosintetics es va dur a terme utilitzant una barregja d’ acetona: metanol (7:2, viv) com a
solvent d'extraccid. A partir d'un volum determinat de cultiu préviament centrifugat per
obtenir el sediment de centrifugaci6 (cél-lules), s afegia un volum d’ acetona: metanol (7:2,
ViV) per extreure els pigments. Tot seguit es sonicaven les mostres en fred durant tres
tandes de 30 segons, mantenint-se posteriorment a - 20 °C durant un minim de 24 hores
per tal de facilitar I’ extraccio. Posteriorment les mostres eren centrifugades de nou a715”

gi €l sobrenedant obtingut va ser |” extracte objecte d’ estudi.

El volum de mostra injectat variava entre 100 i 250 nl en funcié de la concentracié de
pigments esperada. Abans de I’andlisi s afegia un 10 % d’ acetat d’amoni 1 M, emprat com
aparell ionic d’acord amb Mantoura i Lewellyn (1983) i Borrego i Garcia-Gil (1994), amb

I’ objectiu de millorar la resolucio en la separacio del's pigments.

2.4.2. Instrumental de la cromatografia liquida d’ alta resolucio i metodes analitics

Per tal de millorar la resolucio en I'andlis dels carotenoides dels GSB es varen
desenvolupar dos metodes diferents. L’ aplicacio d’un o altre va dependre de la complexitat
de la mostra, aixi com del tractament previ a qual eren sotmeses les mostres abans de ser

injectades.

El sistema de cromatografia liquida utilitzat estava composat per dues bombes Waters
model 510 (controlades per un Modul de Control Waters), un detector de fotodiodes (PDA)
Waters model 996 i un injector automatic Waters model 717 plus. Tot e sistema estava
sota € control d'un ordinador personal (Digital PC5000) equipat amb e programari
Millenium 2032 Chromatography Manager (Waters-Millipore), especific per a I’ adquisicio
I processament de les dades.
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La separacié dels pigments es va dur a terme en una columna analitica Waters Nova-Pack
C-18 60 A (particules de silice de 4 mm de diametre) de 250 mm de longitud i 4,6 mm de
diametre, protegida amb un cartutx Waters Spherisorb S5 ODS2 (particules de silice de 5
nm de diametre) de 30 mm de longitud i 4,6 mm de diametre. Els solvents organics
emprats eren de qualitat HPLC (Scharlau, HPLC grade). Amb I'objectiu d eliminar
possibles impureses els solvents eren filtrats, abans de la seva utilitzacié en filtres de nylon
MSI de 47 mm de diametre i un diametre de porus de 0,45 nm. A continuacié eren
desgasificats amb heli Qualitat Nsp) utilitzant un condicionador de solvents Pharmacia
LKB 2256.

Els dos métodes d’HPL C de fase reversa dissenyats en aquest estudi van permetre I’ andisi
de carotenoides bacterians procedents de mostres amb diferent grau de complexitat. D’ una
banda, es van obtenir extractes de carotenoides pre-purificats, és a dir, mostres en les quals
les BCls foren eliminades mitjancant un protocol de separacio amb columnes d’alimina
(veure Apartat 2.4.4) i es va dissenyar un métode (EP) que permetia una completa
separacio entre els diferents carotenoides presents a la mostra. Aquest méetode permetia
discriminar clarament entre els isomers trans i cis per un determinat carotenoide en un
temps de carrera relativament curt (45 min). El gradient cromatografic aixi com la fase
mobil d' aquest metode es van dissenyar d’acord amb treballs previs (veure Taula 32.
Capitol 3).

Pel M étode EP, lafase mobil consistiaen un solvent A (acetonitril: aigua, 90:10, vol:vol) i
un solvent B (acetat d'etil). Abans de la injeccid de les mostres es deixava equilibrar la
columna mantenint & gradient en les condicions inicials. El programa d'elucio corsistia en
un increment lineal de solvent B del 40 a 60 % en 30 min, seguit d'una fase de
manteniment a 60 % durant 15 min. A continuacié es donava un nou increment lineal de
solvent B, del 60 a 100 %, en 5 min, seguidade 2 min a 100 % de B (Figura 2.2). Aquest
augment en |’ apolaritat de la fase mobil, allargant € temps de carrera fins al min 58, va ser
necessari per assegurar |’ elucié dels compostos de caracter més apolar, malgrat que tots els
carotenoides assgjats foren eluits abans del minut 45. Finalment, amb 2 min, es retornava a
les condicions inicials de carrera (40 % de B), mantenint-les durant 15 min per tal de re-
equilibrar la columna i preparar-la per la propera injeccio. El flux utilitzat va ser de 0,5 ml

min .
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D’altra banda, per I’estudi de mostres pigmentaries complexes, en les quals interessava
identificar no només es carotenoides sind tota la resta de pigments fotosintétics, es va
aplicar e metode NP que consistia en un alargament de 15 min de la fase d' elucié apolar
del métode dissenyat per Borrego i Garcia-Gil (1994). Aquest alargament va millorar la
resolucio de la separaci6 dels carotenoides. Amb aquesta modificacio, el temps total de

carrerafou de 75 min (Figura 2.2).

Meétode EP
Temps (min) % B Flux (ml min_l) 100
90
0 40 0,5
80
30 60 0,5 g o
45 60 0,5 "
50 100 0,5 50
58 100 0,5 w0 — o
0 10 20 30 40 50 60
60 40 0,5 Temps (min)
Meétode NP
Temps (min) % B Flux (ml min_l)
0 50 0,5
40 100 05 <
74 100 0,5
75 50 0,5 l_
90 50 0,5 0 10 20 30 4 5 6 70 8

Temps (min)

Figura 2.2. Gradientsd eluci6 utilitzats seguint el métode EP o NP d'HPL C fase reversa Les zones
marcades als grafics indiquen el periode d’ elucié de la majoria de carotenoides assajats amb ambdds
meétodes.

Figure 2.2. Reversed-phase HPLC gradients used for the separation of carotenoids by two different
methods. The boxes show the elution period of the carotenoids detected with both methods.
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L’ avantatge de la utilitzacié del métode EP fou poder estudiar els carotenoides bacterians,
molt més apolars que les BCls, a través d un métode de cromatografia liquida capag de
proporcionar una bona resolucié amb temps de retencio (tr) relativament curts, inferiors a
45 min per tots els carotenoides assgjats (Taula 3.3. Capitol 3. EIl metode NP, en canvi,
oferia I’ avantatge que, s bé el temps total de carrera fou més llarg (75 min) no es perdia
resolucio en I'andlisi de les BCls, ja que aguestes s eluien sota les mateixes condicions que
en el métode original (Borrego i Garcia-Gil, 1994). Aquest segon métode, doncs, oferiaun
rendiment optim en mostres complexes on interessa un analisi complet de tots els pigments
presents a la mostra, BCls, Cls eucariotes o carotenoides. Aquest métode va ser aplicat en
I’ estudi d’ unes mostres de sediments antics, tal i com es descriu a la corresponent seccio de
resultats, aixi com a les mostres que varen ser anaitzades durant la realitzacié dels
experiments de fisiologia (Capitol 4). En € cas de I'andlisi dels paleosediments es va
realitzar una segona modificacié del metode original (Borrego i Garcia-Gil, 1994) per ta
de facilitar la identificacié dels derivats de BCl e. A més, la preséncia de traces d’ aquest
pigment i de derivats del mateix, va crear la necessitat d obtenir estandards artificials
d agquests pigments per ta de facilitar la seva posterior identificacio a les mostres de
sediments. Per obtenir aguests estandards es va dur a terme una degradacié artificial de
BCl e, procedent d’un cultiu de Chl. phaeobacteroides, |’ extracte del qual va ser obtingut
segons el procediment descrit al’ apartat 2.4.1.

A la Taula 2.3 (veure Secci6 2.4.5.4 de Material i Métodes) es recullen €s tipus de
productes de degradacio, derivats de la BCl e, identificats en els sediments objecte
d’ estudi.

2.4.3. Andis gqudlitativai quantitativa de les mostres

Els pigments presents a les diferents mostres es van identificar en base a seu
espectre d'absorci6 i a corresponent tr. Una vegada identificats els diferents pigments es
van quantificar integrant |’ area definida pel pic en questio alalongitud d’ ona corresponent
ala maxima absorcié del pigment. Les concentracions de cada pigment es van calcular a

partir de les equacions i €ls coeficients d'extincié molar recollits ala Taula 2.2.
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Taula 2.2. Equacionsi coeficients d' extincié molar (€) emprats pel calcul de la concentraci6 dels diferents
pigments fotosintétics.

Taula 2.2. Equations and molar extinction coefficients (€) used to cal culate the concentation of the different
photosynthetic pigments.

Pigment Equacié’ e (I'mol™t-cm™)
BCl a [BCI a] (nmols) = Az7; (V:s) /4,4 °= 0,9990 62 (etanol absolut);
[BCI a] (nmols) = Azgs (V-s) /4,2 ’= 0,9990 Connolly et al., 1982
BCl ¢ [BCI c] (hmols) = Ayz, (V-s) /9,8 = 0,9990 69 (metanol 100 %);
[BCI c] (hmols) = Ages (V-S) / 6,8 = 0,9990 Connolly et al., 1982
BCl d [BCI d] (nmols) = Aspg (V-S)/ 7,5 r’= 0,9994 65 (metanol 100 %);
[BCI d] (nmols) = Agsg (V-S) / 4,6 = 0,9996 Connolly et al., 1982
BCl e [BCI €] (nmols) = A473 (V-s) / 14,7 = 0,9996 35 (metanol 100 %);
[BCI €] (nmols) = Agsg (V-S) / 3,3 = 0,9999 Borrego et al., 1999
Cla [Cl a] (hmols) =A434 (V-S) /7,3 P= 0,9977 82,6 (acetona 100 %);
[Cl a] (nmols) =Agez (V-S) / 6,1 = 0,9967 Smith i Benitez, 1955
_ _ _ 152 (etanol absolut);
Cht [Cbt] (nmols) =Ase3 (V-s) / 16,5  r*= 0,9998 Britton, 1995
_ _ 107 (metanol 100 %);
Isr [Isr] (nmols) = Ass3 (V-s) /11,1 = 0,9991 Borrego et al., 1099
Okn [Okn] (g mI™Y) = Augr (V-5) /1,464 = 0,9990 134 (eter de petroli);

Britton, 1995

"Concentraci6 injectada de cada pigment (en nmols o n) en front de I’area total (en V-s) determinada per
cada pigment a la longitud/s d’ onaindicada.

2.4.4. Pre-purificaci6 de carotenoides bacterians amb columnes d’ alimina

Es va posar en practica un protocol senzill i relativament rapid de pre-purificacié de
carotenoides bacterians, per tal d obtenir extractes pigmentaris Iliures de BCI facilitant aixi
llur posterior separacié i andlisi. Consistia en separar els pigments fotosintétics de les
mostres, en base a les seves diferencies de polaritat, mitjancant una columna
cromatografica farcida de particules d’ alimina. Les BCls, molécules molt més polars que
els carotenoides, eren retingudes per les particules de la fase estacionaria, mentre que els
carotenoides eren duits de la columna. Abans de la carrega a la columna, |’extracte
pigmentari era pre-purificat mitjangant separacio de fases, amb I’ objectiu d’ eliminar en el

major grau possible els pigments més polars, tal i com es descriu a continuacio.
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2.4.4.1. Pre-purificacio per separaci6 de fases

Partint de |’ extracte d’ acetona: metanol (7:2, vol:vol) de la mostra es va redlitzar una
separacio de fases per mitja d'un embut de decantacio. La fase apolar (epifase) es va
generar utilitzant eter de petroli, mentre que la fase polar (hipofase) consistia en una

solucié aguosade NaCl 1 M.

Per la creacio de les fases, la mostra (extracte d acetona: metanol) es carregava a |l'embut,
afegint a continuacié un volum aproximadament equivalent d éter de petroli. Després
d homogeneitzar |a barreja es va obtenir una sola fase. Tot seguit s afegia un volum de la
solucio aquosa de NaCl 1 M, equivalent a volum de mostra mes éter de petroli previament
addicionat, i es tornava a mesclar € contingut de I’embut agitant-lo vigorosament. Les

dues fases eren clarament diferenciables gracies al’ addici6 de la sal (interfase).

El seglient pas consistia en eliminar I’ hipofase, on quedaven retingudes les moléecules de
caracter més hidrofilic (BCls). A continuaci6 es tornava a addicionar un volum de NaCl 1
M, solucié aquosa equivalent a |’ anterior, es repetia I’ agitacio de I’embut i S eliminava de
nou la fase inferior. Aquest procés de rentat es repetia una altra vegada, per tal d’ assegurar
I’ eliminacié del's pigments més polars.

Finalment, abans d'eliminar |’ epifase que retenia les molécules de caracter més apolar
(carotenoides), les tres hipofases recollides eren carregades conjuntament a I’ embut, el
qual era novament agitat. L’ objectiu d’ aquest darrer rentat va ser evitar la possible perdua
dels carotenoides de caracter més polar amb alguna de les hipofases anteriorment
rebutjades. Després d eliminar aquesta darrera hipofase es recollia I’ epifase en un matras

Erlenmeyer i es dessecava sota flux de nitrogen.

Durant tota la manipulaci6 es va treballar a temperatura ambient i preservant les mostres de
la llum directa per evitar la fotooxidacio. Un cop dessecada es guardava a —20 °C fins a

moment de ser carregada a la columna d’alimina.
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2.4.4.2. Preparacio de les columnes d’ alumina

Es tractava d' una columna cromatografica construida amb una pipeta Pasteur que es
va deixar actuar sota pressio atmosferica. La fase estacionaria estava formada per
particules d’aliumina (ALOs. Panreac). Per I'élucié es va utilitzar una mescla de petroli i
éter dietilic (73:27, vol:val).

L’ empaguetament de la columna es va reaitzar mitjancant la mescla no homogenia de les
particules d’aumina amb éter de petroli. Abans de redlitzar I’esmentada barreja va ser
necessaria I’ activacié de I'alimina, procés que saconsegueix afegint 60 m d'aiguaalg

d'alimina abans d’ addicionar I’ eter de petroli.

Una vegada preparada la columna es va procedir a carregar la mostra, previament
redissolta en eter de petroli: diclorometa (9:1, vol:vol). Immediatament després de la seva
carrega es va observar |’ aparicié d’un anell de color verd intens format per BCls, al’inici
del revestiment de la columna. Aix0 era degut, malgrat la prévia pre-purificacio per
separacio de fases, a restes de BCl que podien haver quedat retingudes a la fase apolar en
forma d agregats. A continuacié es podia visualitzar una banda de tonalitat groguenca
corresponent als carotenoides. Per facilitar I'elucié d'aguesta banda especifica en
carotenoides s utilitza com a fase mobil éter de petroli: eter dietilic (73:27, vol:vol),
solucié que va ser carregada a la columna després de I'aparicié de I'esmentada banda
groguenca. Durant tot €l procés cromatografic les mostres es van preservar de la llum per
evitar la fotooxidacié dels pigments alhora que les manipulacions es van dur a terme a

temperatura ambient.

El flux estimat d'elucié era d'aproximadament 200 m min™, i segons el volum de mostra
carregada, després d aproximadament 20 min, s aconseguia la completa €lucié dels
carotenoides. Aquests eren dessecats amb nitrogen i guardats a—20 °C fins al moment de la
seva andis.

Abans de la injeccié a ' HPLC els pigments dessecats eren redissolts en acetona: metanol
(7:2, val:vol) que s utilitzava com a solvent d'injeccio. Els diferents pics es van identificar
en base a seu espectre d'absorcio i a seu tg, comparant-1os amb els obtinguts en treballs

anteriors (Borrego i Garcia-Gil, 1994).
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2.4.5. Andlis de pigments en sediments lacustres antics

En aquest treball es van estudiar els pigments fotosintetics presents a uns sediments,
lacustres antics, datats entre 0,7 i 1,5 milions d'anys d'antiguitat (Bech, 1970; Leroy, 1988).
El material geologic del qual es van extreure €ls pigments correspon a l'era quaternaria,
concretament a una etapa del periode Interglacial del Pleistoce Inferior anomenada Waalia
(Leroy, 1986).

2.4.5.1. Zona d'estudi

Les mostres de sediments es van obtenir en una antiga pedrera (bobila), actual ment
no explotada, d'una fabrica de rgjoles. Aquesta bobila es troba situada al Km 16,2 de la
carretera Banyoles-Olot, zona propera a I'estany de Banyoles (Bech, 1970) (Figura 2.3).

éj = ALT EMPORDA
GARROTXA

Figura 2.3. Localitzacié de labobilade Can Ordis, d’ on es van recol -lectar els sediments estudiats (modificat
de Julia, 1980).

Figure 2.3. Location of the quarry where the studied sediments were collected (modified from Julia, 1980).
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2.4.5.2. Mostratge i caracteritzacio de les mostres

El material es va obtenir d'una gran paret, d'uns 50 m d'alcada, amb una amplada
d'aproximadament 200 m, formada a partir d'un material compacte i negros, de caracter

argil6s i sense una clara continuitat lateral (Bech, 1970).

El color negre d'aguest material és degut segurament a processos de reduccié en condicions
anaerobiques, amb formacio de sulfurs i a restes de carbonitzacié (formacié de lignit i

turba). Aquest indret va ser originat a partir d'un succés pantands local i no a partir d'un
fenomen lacustre global, e qual hauria estat responsable de la formacié del llac de
Banyoles (Bech, 1970).

Els blocs recollits, d'aproximadament 20-30 cnt es van obtenir després de perforar la paret
amb una pala, essent descartats els primers 30-50 cm de profunditat per tal devitar la
contaminacio dels sediments amb vegetacio i amb material oxidat de la superficie (Figura
2.4 A). Immediatament després de la seva obtencié € materia recollit es va tradladar a
laboratori preservat de la llum. Fins @ moment de ser utilitzades les mostres es varen
dipositar en recipients de plastic herméticament tancats i es van guardar en una cambra
d anaerobios Heraeus WAG100, per evitar I'oxidacio de la mostra. Les mostres que no

havien de ser rapidament emprades es mantinguerena—80 °C.

2.4.5.3. Extraccio dels pigments

Per I'obtencio dels extractes sutilitzaren les parts internes dels blocs de material
recollit, tallant amb una espatula per rebutjar les parts més periferiques del bloc (Figura 2.4
B). D'aguesta manera es van recollir 20 g de sediment, tallat en petites i fines lamines, i es
van dipositar en tubs de 50 ml preservats de la llum amb paper d'alumini. A continuacio es
van afegir 30 ml d'acetona: metanol (7:2, vol:vol). La barreja s homogeneitzava a la foscor,
per evitar la degradacio dels pigments. L'homogenat, de consisténcia pastosa, es guardava
durant 12 hores a—20 °C.

Passat aquest periode la mescla es centrifugava durant 20 min a17.210 “ g. El sobrenedant
que sobtenia era d'un color groguenc, fet que indicava la presencia de pigments
fotosintétics, especialment carotenoides. Ates que e sediment de centrifugacio encara

podia presentar pigments, es va repetir I'extraccio dues vegades més, per assegurar-ne la
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completa extraccid. Finalment, els tres sobrenedants recollits es van barrgjar i dessecar
mitjancant un rotoevaporador treballant a 40 °C. Els pigments dessecats es van guardar a—

80 °C, sota atmosfera de nitrogen, fins al moment de I'analisi.

Figura2.4. Blocs de sediments de labdbila Ordis (A) i interior d' un dels blocs a partir del qual es va obtenir
mostra per a realitzar |’ extraccié de pigments (B).

Figure 2.4. Sediments fromthe Ordis quarry (A) and section of one sediment fragment. Pigments extract was
obtained from this section (B).
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L'analis qualitativa i quantitativa dels pigments també fou realitzada seguint e que ha
edtat descrit en |' Apartat 2.4.3. El metode d HPLC emprat per I'andlisi dels carotenoides
fou e metode NP, mentre que per la BCl e i els seus derivats sutilitzaren |leugeres
modificacions del gradient per facilitar I'analisi dels pics corresponents als derivats de la
BCl e, sobretot les bacterioclorofil-lides (BClds). Aquesta modificacié (Figura 2.5)
consistia en retardar la sortida de les BClds i d'dtres derivats de la BCl e, de caracter molt
més polar que els carotenoides, aconseguint que les condicions dinici de la carrera
cromatografica fossn més polars (Metode DB). ElI programa d’'elucié consistia en un
augment lineal del solvent B del 0 a 100 %, aconseguit en 30 min, seguit de 44 min a 100

% de B. Amb 1 min sassolia €l 50 % de B, condicions en les quals finalitzava la carrera.

Metode DB
100 »
i .1 90 1
Temps (min) % B Flux (ml min™™) 80 1
0 0 0.5 o]
30 100 0,5 S 0
74 100 0,5 ]
75 50 0,5 20|
90 50 0,5 10
0

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Temps (min)

Figura25. Programadel gradient d’HPL C (métode DB).

Figure2.5. HPLC gradient (method DB).

2.4.5.4. Obtenci¢ d'estandards externs per a la identificaci6 dels derivats de BCl e

La presencia de traces de BCl e i de derivats de la mateixa als sediments objecte
d'estudi va crear la necessitat d'obtenir estandards artificials d'aquests pigments per tal de
facilitar 1a seva posterior identificacio a les mostres de sediments. Per obtenir agquests
estandards es va dur a terme una degradaci6 artificia de BCl e, procedent d'un cultiu de
Chl. phaeobacteroides, I'extracte del qual va ser obtingut segons el procediment descrit a

I'apartat 2.4.1.
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A la Taula 2.3 es recullen €s tipus de productes de degradacid, derivats de la BCl e,
identificats en els sediments estudiats.

Taula 2.3. Descripci6 dels principals productes de degradaci6é delaBCl e.

Table 2.3. Description of the main degradation products from BChl e.

Molecula Descripci6

BCl ef Bacterioclorofil-la e esterificada amb farnesil (CyoH400)

Porfirines de BCI (Bacterioclorofil-lides): molécules de BCI sense

BClds I'alcohol esterificat al C-17
BPh Bacteriofeofitina: molécula de BCl on I'atom de Mg2+ de l'anell tetrapirrolic es
€ troba substituit per un H
Porfirines de BPhe (Bacteriofeoforbides): molécules de BPhe sense Il'alcohol
BPheb esterificat al G-17 i on I'atom de Mg2+ de l'anell tetrapirrolic es troba substituit per

un H

Per a I'obtenci¢ dels estandards es varealitzar un tractament amb KOH (1 %) en metanol al
qual foren sotmesos diferents extractes procedents de Chl. phaeobacteroides CL1401
crescut en medi Pfennig (Apartat 2.2.1). La reaccio es va deixar actuar durant tota la nit, a
la foscor i atemperatura ambient, per tal d'assegurar la digestié dels alcohols per part del
KOH-metarol. Amb aquest primer tractament sobtingueren les molecules lliures de
I'dcohol, és a dir les BClds. Per I'obtencié de les BPheb, datra banda, és a dir, per
I'eliminacié de I'dtom de M¢?* de I'anell tetrapirrolic, va ser necessaria l'addicié de HCI 1
M sobre €els extractes previament digerits amb KOH-metanol. Aquests estandards, a igual
que I'extracte dels sediments, es van injectar amb € métode DB d'HPLC fase reversa

descrit a l'apartat anterior (2.4.5.3).
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2.5. Identificacié dels carotenoides de Chlorobium phaeobacteroides CL1401 per

cromatogr afia liquida acoblada a espectrometria de masses

La identificaci0 dels carotenoides de les espécies marrons de GSB mitjancant
cromatografia liquida acoblada a espectrometria de masses (LC-MS/M) es va dur a terme
d acord amb el métode descrit per Airs et al. (2001).

La mostra andlitzada va ser un extracte pigmentari de la soca Chl. phaeobacteroides
CL 1401, € cultiu de la qual va ser incubat sota lail-luminacid de dues lampades Phillips
SL25 en condicions anaerobiques, tal i com s ha detallat a I’ apartat 2.7. Les cél-lules es
van obtenir per centrifugacié del cultiu després de dues setmanes de creixement.
L’ extraccié dels pigments fotosintetics (BCls i carotenoides) es va dur a terme utilitzant
una barrgja d acetona: metanol (veure Seccid 2.4.1). L’extracte obtingut es va assecar
utilitzant un rotoevaporador i tot seguit es va readlitzar una extraccido selectiva dels
carotenoides presents a la mostra mitjancant I’addicié d’hexa. L’extracte d’hexa va ser
posteriorment carregat en un embut de decantacié en € qual es varen dur a terme dos
rentats consecutius amb aigua destil-lada saturada amb clorur sodic per tal de separar la
fase aquosa on sacumulaven les traces de BCls de la fase apolar (hexd) rica en
carotenoides. Una vegada purificat, I'extracte d’hexa es dessecava amb nitrogen gas i

posteriorment es congelava a - 80 °C fins a moment de ser analitzat.

2.6. Variacions en lesrelacions molar strans/cisdels car otenoides de Chl.
phaeobacteroides CL 1401 sota diferents condicions d’il-luminacié i potencial
redox

L’ obtencié dels extractes dels cultius de Chl. phaeobacteroides CL1401 es va
realitzar d'acord a que s ha descrit al’ Apartat 2.4.1. L’ experiment va consistir en analitzar
el mateix extracte de I’ esmentada especie després de diferents temps d’ exposicié a la llum
(80 mmols mi? st) amb I’ objectiu d’ estudiar possibles canvis en e contingut de pigments,
fent especial émfasi en I'evolucio de les relacions entre els isomers trans/cis dels
carotenoides. Els temps d exposicié anditzats foren de: 0, 30, 60, 90, 120, 240, 4801 720
minuts. Les mostres que no podien ser immediatament analitzades al temps corresponent,
ésadir, al minut al qual eren retirades de la llum, es mantenien a—20 °C fins al moment de
ser injectades.
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De forma paral-lela, un extracte de la mateixa especie marr0 va ser incubat durant 24 h a
les fosques i se'n prengueren mostres en el's mateixos temps que per |’ extracte exposat ala
[lum. També en aquest cas, les mostres que no podien ser injectades immediatament es

mantingueren a—20 °C fins al moment de I’andlisi.

D’atra banda, per avaluar la influéncia del caracter oxidant o reductor del medi, I’ extracte
va ser tractat amb agents oxidants (peroxid d hidrogen i dimetilsulfoxid) i reductors (acid
ascorbic i ditionit sodic) per avaluar com afecten aguests a la composicié qualitativa de
pigments. L’ obtencio i processament de les mostres per ser analitzades mitjancant HPLC ja
S ha descrit ala Secci6 2.4.1 de Material i Métodes.

La concentraci6 final alaqual esvan utilitzar aquests agents fou de 10 mM, amb excepcio
del ditionit sodic pel qual també s assgjaren d’ atres concentracions (veure Apartat 3.2.3).
A la Taula 2.4 es llisten tots els agents utilitzats, aixi com les concentracions a les quals

foren emprats.

Taula2.4. Compostos quimics emprats com a agents oxidants i reductorsi concentracions assajades.

Table 2.4. Oxidising and reducing chemicals used and concentrationsassayed.

Concentracions assajades

Compost Caracter (MM)
Dimetilsulfoxid oxidant 10
Peroxid d’hidrogen oxidant 10
Acid L-(+) ascorbic reductor 10

Ditionit sodic reductor 5,10, 20i 40
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2.7. Disseny experimental i processament de les mostres pels experiments d’ adaptacio

luminica

Les soques utilitzades per a la realitzacié dels experiments de fisiologia foren Chl.
phaeobacteroides CL1401, Chl. phaeobacteroides UdG6030, Chl. limicola UdG6038 i
Prosthecochloris aestuarii CE2404. En tots els casos es parti d'un cultiu dens de cada soca,
pre-adaptat a les condicions luminiques testades, a partir del qual sinocularen, per duplicat,
les corresponents ampolles de cultiu (inocul final del 10 %). Els dos tractaments luminics
aplicats, 1 mmols 2 s i 100 nmols n? s, s'aconseguiren amb la il luminacié continua
proporcionada per una lampada fluorescent de 25 W (Philips SL-25). La intensitat
luminica a I'interior de la cambra d’incubacié fou mesurada amb un espectreradiometre.
Les dues intensitats de llum es van aconseguir variant la posicié de les ampolles respecte la

font de llum al'interior de l'incubador.

El disseny experimental que es detalla a continuacié és valid per totes les soques
estudiades i pels dos tractaments luminics redlitzats. La principal diferencia entre les
soques i sobretot entre les dues condicions luminiques assgjades fou la freqliéncia de

mostratge, ja que les taxes de creixement foren diferents en cada cas (veure Capitol 4).

2.7.1. Presa de mostres

Durant el creixement dels cultius es van anar prenent mostres a diferents intervals de
temps. A cada temps es realitzava un espectre d'absorcié in vivo (350-900 nm) amb un
espectrefotometre, aixi com observacions amb microscopi Optic per determinar |'estat
cel-lular dels diferents cultius a llarg del creixement. Després de cada mostratge
saddicionava nitrogen gas al cultiu, mitjancant una xeringa esteril, per evitar I'oxigenacio
dd cultiu i, per tant, evitar-ne el possible efecte toxic sobre les cél-lules. També safegia
sulfhidric a una concentracio final de 100 UM per assegurar les condicions reductores del

medi i proporcionar una font de poder reductor pel creixement.

Una vegada presa la mostra es procedia segons € gque es descriu a continuacio.
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2.7.2. Processament de les mostres

Cada mostra consistiaen 10 ml del cultiu que eren centrifugats a 23.000 ~ g durant
30 min. A partir del sediment de centrifugacio es redlitzava I'extraccié dels pigments
fotosintetics, afegint 5 ml d'acetona: metanol (7:2, vol:vol) i sonicant durant 2 min. A
continuacié I'nomogenat era guardat a - 20 °C durant 24 hores per assegurar una completa
extraccié dels pigments. Després d'aguest interval, els extractes eren centrifugats a 23.000
" g durant 30 min per eliminar les restes cel-lulars. L'extraccio es repetia fins que €l
sediment de centrifugacié esdevenia incolor. Per evitar la fotooxidacio dels pigments totes
les manipulacions de les mostres es dugueren a terme preservant-les de la llum i a

temperatura ambient.

2.7.2.1. Determinacié de la concentraci6 de proteines

Per a la determinacié de la concentracié de proteines es va utilitzar el metode de
Lowry (Lowry et al., 1951), consistent en I'estimacié de la proteina present en una mostra
en base a seu contingut en aminoacids aromatics. La reacci6 final és una combinacio de
reaccions. D'una banda, unareaccié Biuret de les proteinesamb el coure i, d'atra banda, la
reduccio de I'acid fosfomolibdic-fosfotingstic del reactiu de Folin per part dels residus

aromatics dels aminoacids tirosina i triptofan de les proteines.

Els sediments de centrifugacid, Iliures de pigments, eren sotmesos a una digestié basica
ressuspenent-los en un determinat volum de NaOH 1 M, mitjangant sonicacié suau.
Posteriorment eren col-locats en un bany a 100 °C durant 15 min. A una aliquota de cada
mostra digerida, previament refredada a temperatura ambient, safegien 5 ml de Reactiu A
(100 ml de N&COz d 2 % + 1 ml de CuSO4 al'l % + 1 ml de tartrat NaK a 2 %). A
continuacio la mescla era agitada amb un vortex i es deixava reposar durant 10 min.
Transcorregut aquest periode safegia 0,5 ml de Reactiu B (reactiu de Folin-Ciacalteau)
agitant simultaniament amb e vortex. Les mostres problema eren llegides a

I'espectrefotometre (Ases) després de 30 minuts.

La concentraci6 de proteina fou calculada mitjangcant una recta patré realitzada a partir de
dilucions seriades d'una solucié d'abimina de sérum bovi d'1 mg ml™. La patré es

preparava abans de cada andlisi.
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2.8. Métodes de Camp

2.8.1. Zona d' estudi

Amb I’objectiu de redlitzar analisis comparatives entre cultius purs i mostres de
camp, es va escollir un ecosistema aquatic, concretament I'estanyol del Vilar, dins €
sistema carstic de Banyoles, per obtenir mostres de camp amb preséncia d especies
marrons de GSB. L’estanyol del Vilar ha estat considerat com a meromic eutrofic (Abella,
1980). Es troba situat al SW de I’eix longitudinal de I’ estany de Banyoles (42°07' latitud
Nord, 2°45’ longitud Est) i presenta dues cubetes circulars, conegudes com Vilar-1 i Vilar-
[1, de 10 i 9 m, respectivament, amb entrada d’ aigua subterrania i sediment en suspensio.

Tots els mostratges varen ser redlitats a la primera cubeta (Vilar-1) (Figura 2.6).

5 0

. ‘ ] i
Bt

45

>

40 40

|

35 i 35

3
[=]

Banyoles

Estanyol del Vilar
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Volum (m?) 51.453,4
Didmetre (m) 87,7
Fondéaria max. (m) 10,0

Figura26. Localitzacio i mapa batimétric de I’ estanyol del Vilar (modificat de Bafieras, 1996).
Figure 2.6. Bathymetric map of Lake Vilar (modified from Bafieras, 1996).
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2.8.2. Modtratge

Els mostratges a la cubeta | del Vilar es van reditzar amb una periodicitat
aproximada d’uns 15 dies, durant el periode d estratificacio térmica estival. Els primers
mostratges foren redlitzats al maig del 2000 i € darrer correspon a setembre del mateix

any.

La presa de mostres es duia a terme sobre € punt de maxima fondaria de I’ estanyol i es
realitzava amb el sistema de bombeig descrit per Jargensen et al. (1979). Aquest sistema
consistia en un doble conus de metacrilat unit a un tub de goma i connectat a una bomba
impel-lent, la qual era aimentada per una bateriade 12 V (Figura 2.7). Amb aquest sistema
S assegurava |’ obtencio de I’ aigua sense € trencament de |’ estratificacio de les poblacions
de bacteris fotosintétics estudiades, que es disposen en l[amines molt denses pero de molt
pocs centimetres de gruix. Gracies a aquest sistema I’ extraccio de I'aigua seguia un flux
laminar, imprescindible alhora de mostrejar a la zona del gradient sense pertorbar-la en

excés

l l Sortida
8
Superficie

Bateria de l'aigua

12V
<« :I Bomba
1 impel-lent

Flux
DO?::; f:cr:illj::t de , «— laminar
d'aigua

Figura 2.7. Sistemade doble conus utilitzat pel mostratge d' aigua de diferents fondaries (modificat de
Borrego, 1996).

Figure 2.7. Sampling device used to collect water samples from different depths (modified from Borrego,
1996).
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Durant cada mostratge, i previ a la presa de mostres de les fondaries d'interes, es
mesuraven in situ un seguit de parametres fisics (temperatura i conductivitat) i quimics
(pH, potencial d’ oxidoreduccié i oxigen dissolt) per tal de localitzar exactament la zona de
gradient fisico-quimic i la interfase G,/H,S. Aquestes mesures es van readlitzar amb una
sonda multiparameétrica equipada amb un agitador magnetic per trencar gradients durant la

lectura de la concentraci6 d’ oxigen.

2.8.3. Andlisis quimigues

Per I'andlis de sulfhidric es va utilitzar el metode colorimetric del blau de
leucometile (Pachmayr, 1960) modificat segons Brock et al. (1971). Aquest metode es
basa en la capacitat del sulfur, sota condicions acides, de reaccionar amb sulfat férric
amonic i formar blau de leucometile. Aquesta reaccio és especifica pel sulfhidric. Les
mostres, corresponents a les fondaries d'interés, eren fixades al camp amb NaOH 1 M i
acetat de zinc 1 M. Les concentracions de sulfhidric es van calcular a partir d’una recta
patro6 realitzada amb concentracions conegudes de H,S a partir de dilucions seriades d' una
solucié 100 mM de H;S.

2.8.4. Andlisis biologiques

Les mostres d'aigua, transportades en fred i en condicions de foscor a laboratori,
eren filtrades per a la posterior extraccié de pigments. Previament se’ n guardaven aliquotes
per a una observacio directa a microscopi optic i una atra part era centrifugada per

posteriorment realitzar extraccié d’ ADN, segons el protocol descrit al’ Apartat 2.9.1.

2.8.4.1. Extraccid i analisis dels pigments

Per a |’ extraccié de pigments en mostres de camp es va utilitzar e métode descrit per
Guerrero et al. (1985). Es filtrava un volum conegut de cada mostra, a través de filtres de
nitrat de cel-lulosa Supor-450, de 0,45 nm de diametre de porus, préviament coberts amb
un petit volum de MgCOs a 2,5 % per evitar e col-lapsament del filtre i la degradacio
acida dels pigments (Humphrey i Wooton, 1966; Montesinos, 1982). El material retingut
€es ressuspenia en un volum conegut d acetona: metanol (7:2) i la resta de I'andlisi es

realitzava seguint €l que ha estat préviament descrit als Apartats 2.4.1-2.4.3.
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2.8.4.2. Recompte de poblacions de bacteris fotosintétics mitjancant citometria de flux

Pel recompte de les poblacions fotosintetiques presents a les mostres de camp es \va
utilitzar la citometria de flux. El citometre emprat en aquest trebal fou un Becton
Dickinson FACSCalibur, € sistema del qual estava sota € control d' un ordinador Apple
Macintosh Quadra 950 amb sistema operatiu Mac-OS 7.1. L’adquisicio de les dades fou
mitjancant el programari CellQuest ™ (Becton Dickinson) i I’andlisi de les mateixes gracies
al programari Paint-A-Gate™™° ™ (Becton Dickinson).

Les mostres analitzades eren préviament fixades al camp amb una concentracio final de
tamp6 de fixacio de I'l %. La composicio del tamp6 fou paraformaldehid a 10 % i
glutaraldehid a 0,5 %. Per un volum de 500 ml s afegien 50 g de paraformaldehid, 2,5 ml
de glutaraldehid i 1,5 ml de NaOH 1 M. Per facilitar la complerta dissolucié del
paraformaldehid (en uns 400 ml d'aigua dedtil-lada) |'agitacio s aternava amb €
manteniment de la solucié en un bany a 55-65 °C. Un cop dissolt es deixava refredar a
temperatura ambient i s afegien 50 ml de PBS 10~ apH 7,2. Finament s gjustava el pH a
7,2—7,4 amb HCI concentrat i S enrasava fins a un volum final de 500 ml. El tampd es

mantenia a—20 °C, préviament distribuit en tubs de 10 ml, fins a moment de ser utilitzat.

L'andlis de les mostres es fela durant la primera setmana després de la fixacié per a
minimitzar les perdues de fluorescencia degudes a I’ efecte del fixador (Gasol i Giorgio,
2000).

Pel recompte de les mostres va ser necessaria la utilitzacio d’ un estandard intern consistent
en una solucié de boletes fluorescents de polipropile, d'1 mm de diametre (Molecular
Probes), la qual s afegia, a concentracio coneguda, juntament a la mostra en € tub del

citometre, just abans de I’andlisi, en una proporcid 1:500 (1 m de boletes en 0,5 ml de
mostra). En cas que la mostra presentés una concentracié de microorganismes molt elevada

es partiade 0,5 ml d'una dilucié 1:10 o 1:100 respecte la mostra original .
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La solucio de boletes es preparava d’ acord al segiient protocol (Cristina, 2000):

1. Sonicar la solucié original de boletes (aprox. 6 ~ 10° boles/ml) durant 5 min al bany
sonicador (ULTRASONS, 50 Hz, Selecta).
2. Ressusprendre 10 ul de la solucio original de boletes en 990 pl d’aigua MilliQ esteéril.

3. Barrejar durant uns segons i mantenir a 4 °C fins al moment del seu Us.

El recompte de la solucié de boletes es feia seguint el's seglients passos (Cristina, 2000):

1. Preparar la rampa de filtracio.

2. Posar sobre la rampa un filtre de nitrocel-lulosa (0,45 pum, 25 mm, Gelman Sciences, Ann
Arbor, Mich., USA) i a sobre el filtre de tipus nucleopore (0,22 um, MSI).

3. Filtrar 2,5 um de boletes, de la soluci6 préviament preparada, en 1 ml d’aigua MilliQ esteéril
per assegurar una dispersié homogeénia sobre el filtre.

4. Treure el filtre i deixar-lo assecar sobre un paper secant.

Muntar el filtre sobre un portaobjectes aplicant una gota de glicerol o oli d'immersié a
sobre i a sota del filtre i tapar amb un cobreobjectes (24 © 60 mm).

6. Observar la mostra al microscopi d’epifluorescencia (a 1000 ") utilitzant un filtre especific
per fluoresceina (excitacié blava, emissié blau-verd) o per Cy3 (excitacioé verda, emissio
taronja).

7. Recomptar un minim de 20 camps.

8. Calcular el nombre de boletes aplicant la segiient formula:

[Boletes/ml] =X * (A/C) * 400

X = mitjana de boletes per camp contat

A = area de filtraci6 (2,37 © 107> mm® en una torreta de filtracié Afora mod.5808/2)
C = area del camp d’observacié (1~ 107 pmz) (a 1000 ")

400 = 1/0,0025 ml, volum filtrat
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2.9. M etodes de biologia molecular

29.1.

Extraccié d’ ADN gendmic a partir d’ un cultiu bacteria

L’ extraccio dADN genomic a partir de cultius de GSB es va fer d acord amb €

protocol descrit pel Wizard™ Genomic DNA purification kit (Promega) amb lleugeres

modif

icacions pel que fa a alguns temps d’incubaci 6.

Els passos a seguir varen ser €ls que es llisten a continuacio:

S

~

18
19

10.
11.
12.
13.

14.
15.
16.

17.

Centrifugar 1 ml de cultiu a 10.000 rpm durant 10 min en un eppendorf estéril.

Afegir 600 m de solucié per a la lisi dels acids nucleics. Agitar suaument amb la punta de
la pipeta automatica.

Incubar a 80 °C durant 20 min i deixar refredar a temperatura ambient.

Afegir 3 m de solucié ARNasa. Barrejar suaument per inversio.

Incubar a 37 °C durant 60 min i deixar refredar a temperatura ambient.

Afegir 200 n de soluci6 per a la precipitacié de proteines. Barrejar fortament amb el vortex
durant uns 20 s.

Deixar reposar en gel durant 5 min.

Centrifugar a 13.000-16.000 rpm durant 3 min.

Transferir el sobrenedant a un altre eppendorf estéril.

Afegir 600 m d’isopropanol. Barrejar per inversié fins que es vegi una massa d’ADN.

Deixar precipitar 'ADN (2 h, com a minim, o overnight a - 20 °C).

Centrifugar a 13.000-16.000 rpm durant 2 min.

Eliminar el sobrenedant (amb trompa d’'aigua o amb pipetes pasteur). Deixar assecar
I'eppendorf.

Afegir 600 ni d’etanol 70 %. Barrejar per inversio.

Centrifugar a 13.000-16.000 rpm durant 2 min.

Eliminar el sobrenedant (amb trompa d'aigua o amb pipetes pasteur). Deixar assecar
I'eppendorf uns 10-15 min a temperatura ambient.

Afegir 100 mi d’aigua destil-lada esteril. Agitar suaument amb la punta de la pipeta
automatica.

. Incubar perqueé es rehidrati (1 h a 65 °C o overnight a temperatura ambient).

. Mantenir la mostra a - 20 °C fins al moment de ser utilitzada.
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Per al’extraccié d ADN de mostres naturals i de volums de cultiu superiors a 1 ml (massa

cel -lular provinent de 20-50 ml de cultiu) & protocol emprat fou e seglient:

1. Ressusprendre les cél-lules en 20 ml de tampé S (100 mM Tris pH 8,0, 50 mM EDTA pH
8,0, 1,5 M NaCl, 1 % CTAB). Les cél-lules s’obtenien préviament per centrifugacié (a
15.000 rpm durant 20 min, rotor SS34 de la Sorvall RC-5B) a partir de 50 ml de cultiu.

Afegir 100 ni de proteinasa K (10 ng/m) i vortejar per desfer els grumolls.
Afegir 20 ml de SDS 20 % i barrejar suaument per inversié. Incubar a 65 °C durant 5 h tot
barrejant per inversié cada 30 min. Deixar refredar durant uns 5 min.

4, Afegir 10 ml de fenol i 10 ml de CI (Cloroform: alcohol isoamilic, 24:1) i barrejar per
inversié durant 5-10 min.

5. Centrifugar a 15.000 rpm durant 10 min (rotor SS34. Sorvall RC-5B). Recollir la fase
aquosa (queda situada a la part superficial del tub, per sobre la interfase lipidica i la fase
organica situada al fons del tub) i transferir-la a un nou tub estéril.

6. Afegir 20 ml de Cl i barrejar per inversioé durant 5 min.

7. Centrifugar a 15.000 rpm durant 10 min (rotor SS34. Sorvall RC-5B) i transferir de nou la
fase aquosa a un nou tub esteril.

8. Afegir 0,6 vol. d'isopropanol i barrejar per inversié. Deixar overnight a —20 °C.
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2.9.2. Netejai purificaci6 d ADN

Per poder treballar amb I’ ADN extret de les diferents mostres calia, en funcio de la

utilitzacié d agquestes, un tractament previ de netgja i/o purificacio. A continuacio es

detallen els métodes utilitzats en cada cas.

2.9.2.1. Precipitacié amb etanol

El métode més emprat per a la concentracié de I’ ADN és la precipitacié amb etanol i

sals (Sambrook et al., 1989) seguida d’'una neteja amb etanol al 70 % i una precipitacio

per centrifugacio (Shapiro, 1981). Aquest protocol va ser emprat després de les etapes

finals de I’ extraccid, préviament a la quantificacio de I’ ADN. Els passos a seguir foren els

seguents:

© © N o g M W N

Mesclar 1 vol. de la solucié aquosa amb 0,1 vol. d’acetat sodic 3 M (pH 5,2) i 2 vol.
d’etanol absolut fred.

Deixar reposar 10 min a temperatura ambient.

Precipitar 'ADN centrifugant 10 min a 12.000 rpm.

Aspirar el sobrenedant amb compte de no ressuspendre el sediment de centrifugacio.
Afegir 700 ni d’'etanol al 70 %.

Centrifugar 10 min a 12.000 rpm.

Aspirar I'etanol al 70 % amb compte de no ressuspendre el sediment de centrifugacio.
Deixar evaporar I'etanol a temperatura ambient.

Dissoldre el sediment de centrifugaci6 dADN amb el volum desitjat (25-50 mi) d’aigua
Milli-Q esteril.
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2.9.2.2. Recuperaci6 de bandes d’ ADN de gels d’ agarosa

Els productes amplificats per PCR que presentaven les bandes d'interés (amb un
nombre de parell de bases esperat) juntament a bandes corresponents a amplificacions
inespecifiques, fruit de la utilitzaci6 d encebadors degenerats (veure Capitol 5), eren
separats mitjancant una electroforesi en gel d'agarosa a I'1,5 %. El gel es deixava correr
durant 1 ha80V i lesbandes d’interés s extreien del gel retallant-les mitjancant un bisturi
esteril.

tTM

Per a|’extraccié de I’ ADN de les bandes d’ agarosa es va utilitzar el Concert™ purification

kit. Els passos que es seguiren foren els seguients:

1. Pesar cadascuna de les bandes retallades en un eppendorf estéril préeviament tarat.
Afegir 30 mi de tampé de solubilitzacié del gel (L1) per cada 10 mg de gel.
Deixar fondre l'agarosa en un bany a 50 °C durant 15 min. Barrejar cada 5 min per
assegurar la complerta dissolucié del gel.
4. Dipositar cada mostra dins una columna Concert, préviament col-locades dins els tubs de
2 ml.
Centrifugar a 14.000 rpm durant 1 min i descartar I'efluent.
Afegir 500 m del tampd L1 a la columna. Incubar 1 min a temperatura ambient.
Centrifugar a 14.000 rpm durant 1 min i descartar I'efluent.

© N o o

Afegir 700 mt del tamp6 de rentat (L2) a la columna i incubar durant 5 min a temperatura

ambient.

9. Centrifugar a 14.000 rpm durant 1 min i descartar I'efluent. Centrifugar per segona vegada,
també durant 1 min, per eliminar restes del tamp6 de rentat.

10. Dipositar les columnes en eppendorfs estérils i afegir-hi 50 m de tampé TE atemperat a 70

°C al centre de la columna. Incubar durant 1 min a temperatura ambient.

11. Centrifugar a 14.000 rpm durant 2 min i guardar I'efluent, que conté I’ADN, a —20 °C.
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2.9.2.3. Neteja de productes de PCR

Per la netga de fragments curts (400600 pb) dADN doble cadena, obtinguts
d amplificacions per PCR, es van utilitzar Columnes QIAquick (Qiagen). Aquest sistema
permetial’ eliminaci6 de sals, encebadors i ANTPs sobrants, quelcom d’ especial interés per
a la posterior realitzacio de reaccions de sequenciacio. Aquestes columnes, de silica-gdl,
han estant dissenyades per permetre |I'adsorci6 de I’ADN en presencia d’elevades

concentracions de sal.

El protocol seguit fou el segient:

1. Afegir 5 vol. d'amortidor PB (Qiagen) per cada volum de producte de PCR i barrejar.

2. Dipositar la mostra dins la columna QlAquick, préviament col-locada dins un eppendorf de
2ml.
Centrifugar a 14.000 rpm durant 1 min.
Descartar I'efluent i mantenir la columna dins el mateix tub.

5. Afegir 750 mi d’amortidor PE (Qiagen) a la columna, amb l'objectiu de rentar 'ADN i
centrifugar a 14.000 rpm durant 1 min. Descartar I'efluent.

6. Centrifugar de nou la columna a 14.000 rpm durant 1 min per eliminar les restes
d’amortidor PE.

7. Dipositar la columna QIAquick a un nou eppendorf estéril.

8. Dipositar 50 m d’aigua Milli-Q esteéril sobre la membrana de la columna per recuperar
I’ADN. Deixar reposar 1 min i centrifugar a 14.000 rpm durant 1 min.

9. Mantenir I'efluent recuperat, el qual conté I'ADN, a —20 °C.
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2.9.3. Métodes de determinaci6 de la concentracié d’ ADN

2.9.3.1. Determinaci6 espectrefotometrica

Per adeterminar la concentracio i lapuresade |I' ADN extret es realitzava un espectre
d absorcié entre 220 i 320 nm. La concentracié es va calcular multiplicant el valor
d absorbancia a 260 nm per un factor de 50, assumint que una unitat de D.O. a aguesta
longitud d’ ona (maxim d’ absorcio de les bases nitrogenades) correspon a una concentracio
o' ADN doble cadena de 50 ng mi™* (Sambrook et al., 1989). L’ estimaci6 ardlitica de la
puresa fou determinada mitjancant la relacié d’ absorbancies Apgo/Azso (Sambrook et al.,
1989). Si larelacio eraentre 1,81 1,9 I' ADN es considerava pur (Gallagher, 1989). Quan
meés elevada era |’ esmentada relacio Apeo/Azgo (valors superiors a 2,2) més pur es podia

considerar I’ ADN i més elevat, per tant, el grau de desproteinitzacio.

2.9.3.2. Determinaci6 fluorométrica

Per a les mostres de les quals es disposava de poc volum, la quantificacié d ADN es
va fer d'acord al Picogreen® dsDNA Quantification Reagent kit. El reactiu de PicoGreen
conté una molécula fluorescent (fluorocrom) que té la capacitat d'intercalar-se as acids
nucleics de doble cadena, de manera que no es mesura fluorescéncia deguda a ADN de
cadena senzilla ni a ARN. Aquest metode és molt més sensible que la quantificacio
espectrefotomeétrica, ja que permet detectar concentracions d’ ADN doble cadenaal’ entorn
dels 25 pg mi (Product Information. Molecular Probes. PicoGreen? dsDNA

Quantification Reagent).

Les solucions utilitzades varen ser tamp6 TE (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8) i la

soluci6 de PicoGreen (dilucio 1:40 respecte la solucié mare del producte).

El protocol seguit fou el segient:

Diluir entre 1 i 3 ml de la mostra dADN amb 900 ni de tampd TE en un eppendorf esteril.
Afegir 100 nm de la solucié 1:40 de Picogreen a cada mostra.

Incubar 10 min a la foscor.

A 0D P

Determinar la fluorescéncia per cada mostra utilitzant com a blanc per a la calibracio de

I'espectrefluorimetre aigua destil-lada. (I d’excitacié: 460 nm i | d’emissid: 540 nm).
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Com a calibracio interna es va utilitzar una soluci6 estandard d ADN d’ esperma de Salmo

(Sigma) (10 m d’unasolucié 10 mg mi™). La mesura és lineal fins 1000 ng mi~.

2.9.4. Reacci6 en cadena de la polimersa: PCR

L es bases tedriques de la reaccié en cadena de la polimerasa varen ser exposades per
primera vegada per Kleppe et al. (1971). Posteriorment aquesta tecnica va ser utilitzada per
generar moltes copies a partir d’un sol fragment d ADN genomic (Mullis i Faloona, 1987;
Saiki et al., 1988). Aquesta reaccio consisteix en amplificar, ésadir, en obtenir n copies, in

vitro, d’'un segment especific d’ ADN.

Abans de redlitzar lareaccié d’ amplificacio de qualsevol gen, cal tenir en compte una serie
de parametres que afecten I'eficiéncia de la mateixa. Alguns dels parametres que cal
avaluar i tenir en compte abans d'iniciar qualsevol amplificacié son el's seglients. puresa
dels reactius, longitud, sequiénciai complementarietat dels oligonucleotids, concentracio i
puresa de I'ADN motllo, concentraci6 de sas i dels dNTPs temperatures de
desnaturalitzacio, d'aparellament i d’'extensid del cicle termic, entre d'altres (Innis i
Gelfand, 1990).

L’ acotament dels esmentats parametres i condicions és d'especial interés sobretot a |’ hora
de treballar amb encebadors degenerats. Amb aguest tipus d’ encebadors és important
optimitzar les condicions de la reacci6 per ta de minimitzar |I'obtencié de productes

inespecifics.

2.9.5. Electroforesi en gel d' agarosa

Per al’analisi dels productes de PCR es va utilitzar |’ electroforesi horitzontal en gels
d agarosa (Aaij i Borst, 1972). Els gels utilitzats foren al’1,5 % d' agarosa (Pronadisa) i
tampo utilitzat va ser TBE (0,5 * ). La composicio de lasolucié 17, fou la seglient: 89 mM

de base Tris, 89 mM d' &cid borici 2mM d'EDTA apH 8/4.

Les cubetes d electroforesi utilitzades eren del model MINI-SUBO CELL GT (Bio-RAD)

amb una font d'alimentacié Power-PAC 300 (Bio-RAD). Aquests gels de comprovacio
dels productes de PCR es feien correr durant 30 min a 100 V (aproximadament 30 mA).
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L’ agarosa, un cop fosa, es deixava solidificar a les cubetes d’ electroforesi, en les quals es
col-locaven les pintes corresponents per a |’ obtencié de les butxagues. Quan € gel estava
solidificat es podia procedir a la carrega de les mostres. Aquestes es carregaven amb una
proporcié de mostraitampd de carrega de 4:1. La composicié d’ aquest tampd, que permetia
incrementar la densitat de les mostresi seguir la seva migracio durant I’ electroforesi, erala
seguient: blau de bromofenol (0,25 %), xilén cianol FF (0,25 %) i glicerol 30 %, dissolt en
aigua Milli-Q. El marcador de pes molecular, carregat amb les mostres per tal de coneixer

la grandaria del's fragments obtinguts, va ser € 100 bp DNA ladder (Promega).

Un cop finalitzada I’ electrofores, I’ADN es tenyia submergint € gel en una solucié de
bromur d'etidi 0,5 mg mi™, en un contenidor protegit de la Ilum, durant uns 10 min. Les
bandes es visualitzaven amb un transil-luminador UV a 321 nm i laimatge del gel podia
ser emmagatzemada gracies a un sistema de captacié d'imatges per ordinador (Scion

image, TDI).

2.9.6. Electrofores en gel de poliacrilamida. Separaci6 de productes de PCR mitjancant gel

en gradient desnaturaitzant

La DGGE (de I'angles, Denaturing gradient gel electrophoresis) és una tecnica que
permet separar, en un gel de poliacrilamida, seqliencies d ADN de la mateixa longitud perd
diferent composicié de bases nitrogenades (Muyzer et al., 1993). Aquesta técnica es basa
en la disminuciéo de la mobilitat electroforética de I’ADN doble cadena parcialment
desnaturalitzat, en gels de poliacrilamida amb un gradient desnaturalitzant lineal.
D’ aquesta manera, molécules de la mateixa grandaria pero sequencia diferent, finsi tot
diferint en un sol parell de bases, presenten una migracié diferencial davant I'agent
desnaturalitzant, aturant-se en diferents posicions del gel segons la seva composicio. Per a
obtenir la separaci6 dels diferents fragments és necessari utilitzar, per les amplificacions de
I”’ADN, un dels encebadors amb cua GC, és a dir, amb una seqiiencia a |I’extrem 5’ de
citosines i guanines, per permetre que la mostra mantingui parcialment |’ estructura de
doble cadena i evitar aixi la pérdua de les molecules com a consequéncia del voltatge
aplicat (Muyzer et al., 1993).
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Aguest métode ha estat ampliament emprat en estudis de composicido i diversitat
microbiana en ambients molt diversos (Muyzer et al., 1993; Teske et al., 1996; Ferris i

Ward, 1997; Lindstrom, 1998; Konopka et al., 1999; Overmann et al., 1999; Casamayor et
al., 2000).

Per a lareditzaci6 de les DGGE es va Uutilitzar un gparell DCode™ System de Bio-RAD.
Els vidres emprats, aixi com els separadors i les pintes es van netgjar amb aigua i
detergent, esbandint-los amb aigua destil-lada i netgjant-los finalment amb etanol per

assegurar | eliminacié de possibles bruticies a gel.

El gradient desnaturalitzant d’'urea fou del 30 % a 50 % i va ser creat mitjangant un
sistema de vasos comunicants connectats a una bomba peristaltica. La composicié de les

dues solucions a partir de les quals es van preparar els gels es mostraala Taula 2.5.

Taula25. Composicio de les solucions per alapreparcié dels gels de DGGE.

Table 2.5. Composition of the denaturing solutionsto prepare the DGGE gels.

Gel al 30 % d'urea Gel al 50 % d'urea

40 % acri/bis (acrilamida) 3,75 ml 3,75 ml
50" TAE 0,50 ml 0,50 ml
Formamida 3,00 ml 5,00 ml
Urea 3,15¢ 525¢

H,O 25 ml 25 ml
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— Per evitar polimeritzacions durant la creacié del gradient al sistema de vasos

comunicants, els Ultims components afegits a cadascuna de les solucions foren e TEMED
(10 m) i e persulfat amonic (APS) a 10 % (200 m).

— El gel es deixava polimeritzar durant un minim de 2 h i un cop solidificat es col-locava
a la cubeta d'electroforesi amb 7 Itres de tampd TAE 1° (140 ml de TAE 50 ) pre-
escalfat a 65 °C.

— Les mostres es carregaven amb una proporcié de mostra: tampo de carrega (4:1) i
I’ electroforesi es deixava correr durant 4 h a 200 V, mantenint la temperatura a 60 °C.

— La tincio era equivalent a la redlitzada amb els gels d’ agarosa, perd mantenint-los

durant uns 45 min amb la solucié de bromur d' etidi.

— Les bandes es retalaven del gel amb un bisturi estéril i es desaven en un via
d electroglucio, col-locat en un eppendorf, mantenint-se a—20 °C durant un minim de 12 h
abans de redlitzar I’ electroelucio.

— L’electroelucié és una técnica que permet recuperar I’ADN de les bandes del gel de
poliacrilamida aprofitant la mobilitat que presenten els fragments d ADN sotmesos a un
camp electric. En aguest treball es van utilitzar columnes CENTRICON YM-50
(Millipore), les quals contenen un filtre a seu interior on queda retingut I’ADN i tenen
petits orificis als extrems per tal de permetre el pas del corrent eléctric. La concentracio de
I’ADN recuperat va ser determinada mitjancant el Picogreen (Apartat 2.9.3.2) per ser

posteriorment re-amplificat i sequenciat.
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2.9.7. Estudis sobre el gen crtY

En aguest Apartat de Material i Métodes es descriu € protocol reditzat fins a la

sequienciacio del potencial gencrtY, implicat en lasintes de carotenoides en GSB.

2.9.7.1. Disseny d’ encebador s degenerats

Els encebadors degenerats s utilitzen, entre d atres motius, en aquells casos en els
quals la sequéncia del gen objecte d’'estudi no ha estat del tot caracteritzada (Mack i
Sninsky, 1988; Nunberg et al., 1989; Petersen et al., 1996; Magnin et al., 1998). Es tracta
d una mescla d encebadors amb e mateix nombre de bases, és a dir, amb la mateixa
longitud, perd que varien en la seva sequencia (Compton, 1990). Per cada parella
d encebadors, doncs, es disposa d’ una mescla per I’ encebador forward i d’ una mescla per
I’ encebador reverse. Els encebadors degenerats van ser dissenyats a partir de sequiencies de
crtY que pertanyen a especies que no formen part del grup de GSB (Taula 2.6).

Taula 2.6. Sequiéncies d’ aminoacids del s diferents microorgani smes emprats com a soques font pel disseny
dels encebadors degenerats. Aquestes s obtingueren de la base de dades del NCBI (National Center for
Biotechnology Information) (Hirschberg, 1998 i Schmidt-Dannert, 2000).

Table 2.6. Aminoacid sequences of the different source microorganisms, used to design the degenerate
primers, were obtained fromthe NCBI (National Center for Biotechnology Information) Database
(Hirschberg, 1998 i Schmidt-Dannert, 2000).

Enzim Gen Organisme Tipus de clon  Numero d’accés
Licope b-Ciclasa  crtY Erwinia herbicola Eho10 genomic M87280; M99707
“ “ Erwinia uredovora “ D90087
Erytrobacter longus “ D83513
Flavobacterium ATCC21588 “ u62808
Paracoccus marcusii “ Y15112

Streptomyces griseus (JA3933) “ X95596
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Pel disseny dels esmentats encebadors es va fer servir el programa CODEHOP (Rose et al.,
1998). Aquest programa (http://blocks.fherc.org/codehop.html) permet  dissenyar

encebadors de PCR a partir de I’ alineacié de mdltiples sequiéncies proteiques (Figura 5.4.
Capitol 5), tenint en compte la freqliencia d' utilitzacié dels codons per part de les especies

(codon usage).

Els encebadors dissenyats (Taula 5.1. Capitol 5 foren sintetitzats per la casa comercia
Rochei d aquests se' n feren aliguotes a una concentracié de 50 mM.
Les condicions per a la reaccié de PCR es varen definir segons les pautes descrites per

Innisi Gelfand, 1990 i Giovannoni, 1991. Foren les seguents:

Temperatura Durada Etapa

94°C & escalfament

94°C 30" desnaturalitzacio

50°C r aparellament ~ 30cicles
72°C 2 extensio

72°C 7 extensi6 fina

4°C ¥ conservacio

Els reactius utilitzats (tamp6 10°, solucié de dNTPs i 'ADN Polimerasa) foren de la casa
comercial Applied Biosystems. La composicié del tamp6 10 “ fou la segient: TrisHCI 100
mM (pH 8,8), KCI 500 mM i Trité " -100 1 %. La concentracié de MgCh vaser 25 mM i
lade dNTPs 10 mM. Els encebadors es van utilitzar a una concentracio de 50 mM. L’ ADN
Polimerasa (AmpliTag®), d atra banda, és una forma modificadai recombinant de I’ enzim
procedent de Thermus thermophilus expressada en Escherichia coli i esta a una
concentracio d’ 1U/ml. Els wolums de cada reactiu, per un volum final de reaccié de 50 i
(en ddH,O) varen ser és segiients. 5 nl de tampd 10 “, 3 m de MgChL 25 mM, 4 ni de
dNTPs 10 mM, 1 nl d’ encebador forward 50 mM i 1 m d’ encebador reverse 50 niM, 0,2
de DNA Polimerasa 1U/m i un volum d ADN motllo per una concentracio final de 50 ng
.,
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2.9.7.2. Amplificacions especifiques dels fragments d’ interes (possibles crtY’s)

L’ ADN recuperat de les bandes de la grandaria d’interes (~ 1000 pb) obtingudes per
amplificacié amb els encebadors degenerats, es valligar en un vector de lligacio (p—GEMO
T-easy Vector) per posteriorment ser transformat en cél-lules d Escherichia coli

competents DH5a, amb |’ objectiu d’ amplificar especificament els fragments de 1000 pb.

La reaccio de lligacio es deixava a 4 °C durant un minim de 12 h. Els volums emprats per
cada reaccio de Iligacio foren els segiients: 0,8 m de vector, 3 ml d'insert, 5 m de tampd 2
~, 0,7 delligasai 0,5 m de ddHO.

L es etapes de la transformacié dels productes resultants de la lligaci6 foren:

Descongelar les cél-lules d’Escherichia coli DH5a competents en gel.

Afegir 6 nl de producte de lligaci6 a les cél-lules (75 n) i incubar en gel 45 min.
Shock téermic de les cél-lules a 42 °C durant 45 segons.

Mantenir en gel 5 min.

Afegir 925 nl de medi LB fresc a les cél-lules (75 n).

Incubar durant 1 h a 37 °C. Agitar.

Centrifugar les cél-lules durant 5 min a 10000 rpm.

Ressusprendre el pellet en un petit volum de sobrenedant.
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Plaquejar en LB-Amp.
10. Incubar overnight a 37 °C.

11. Recompte de les colonies transformants.
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L’ extraccio de I’ADN dels clons obtinguts, préviament repicats en LB liquid, es vafer amb

el kit d’ extraccié de QIAGEN. Les etapes d’ aguest protocol foren les seglients:

1. Centrifugar 2 ml dels cultius de nit a 12.000 rpm durant 5 min.

2. Descartar el sobrenedant i ressusprendre el sediment cel-lular en 250 n de tampé6 P1.
Agitar amb el vortex.

Afegir 250 nl de tamp6 P2 i barrejar per inversio.

Afegir 350 ni de tamp6 N3 i barrejar.

Centrifugar a 12.000 rpm durant 10 min.

o g ~ w

Transferir els sobrenedants obtinguts en les columnes, préviament acoblades a tubs

eppendorfs.

7. Centrifugar a 12.000 rpm durant 1 min.

8. Afegir 500 ni de tampd PB i centrifugar de nou a 12.000 rpm durant 1 min.

9. Afegir 750 nl de tampd PE i centrifugar a 12.000 rpm durant 1 min. Repetir la centrifugacio
per assegurar la completa eliminacié del tamp6 PE.

10. Transferir les columnes a tubs eppendorfs nets.

11. Afegir 50 ni d’aigua Milli-Q estéril i esperar 2 min a temperatura ambient.

12. Centrifugar a 12.000 rpm durant 2 min.

L’ amplificacio d’ agquest ADN obtingut de les minipreps es va dur a terme amb el parell
d encebadors dissenyats especificament per I'’amplificacié dels inserts a vector de clonacié
p-GEM. La sequencia d aquests encebadors es mostraala Taula 2.7.

Taula 2.7. Seqliéncies dels encebadors emprats per al’ amplificacié d inserts al vector p-GEM.

Table 2.7. Primer sequences used for the amplification of p-GEM products.

ID Seqiiéncies dels oligonucleotiods

FUP (forward universal plasmid) GTT TTC CCA GTC ACG AC
RUP (reverse universal plasmid) AGC GGA TAACAATTT CA
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A partir d'un dels clons obtinguts es va dissenyar el nou parell d’ encebadors especifics
(PKT) per amplificar especies marrons de GSB (Taula 5.2. Capitol 5). La grandaria del
fragment amplificat amb aguests encebadors va ser d’ uns 500 pb.

El programa de PCR utilitzat amb aguests encebadors PKT fou € que es detalla a

continuacio:

Temperatura Durada Etapa

94°C 4 escalfament

94°C r desnaturalitzacio

61°C 45" aparellament " 30cicles
72°C r extensio

72°C 7 extensio fina

4°C ¥ conservacio

Els encebadors PKT es van utilitzar a una concentracio de 25 mM, tot i que també
s aiquotaren a una concentracié de 50 mM seguint les indicacions del fabricant (Roche).
Els volums de cada reactiu, en aguest cas de la casa comercial Biotools, per un volum final
de reacci6 de 50 m (en ddH,O) varen ser els segiients: 5 m de tamp6 10 “, 3 M de MgCh
25 mM, 2 m de dNTPs 10 mM, 1 m d encebador forward 25 nM i 1 nl d encebador
reverse 25 nM, 0,2 m de DNA Polimerasa 1U/m i un volum d ADN motllo per una

concentracio final de 50 ng mi™.
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2.9.7.3. Reacci6 de sequienciacio

Les reaxccions de seglenciacié daquest treball es readlitzaren amb € kit de
sequenciaciéo ABI PRISM 310 (Applied Biosystems) a partir dels productes de DGGE
netejats segons el protocol descrit al’ Apartat 2.9.6.

La mescla per a cada reacci6 de sequienciacio, amb un volum final de 10 m, fou la seglent:

ADN motllo (~ 0,2 my/ml) im
Terminator mix (BigDye) 3m
Encebador 25 niv im
ddH,O 5m

Per a cada mostra es realitzaren dues reaccions, una amb I’ encebador forward i una altra

amb € reverse.

El programa del termociclador utilitzat per a la reaccido de seqlenciacié es detalla a

continuaci o:

pasl 94°C 3

pas2 96°C 10"

pas3 50°C 5’ 25 cicles
pas4 60°C 4

pas5 4°C pausa
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El protocol realitzat per ala precipitacio dels ddNTPs fluorescents fou el seglent:
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Afegir 80 nt d'una solucio6 d’etanol/acetat de sodi a cada reaccié de seqlienciacié. Aquesta
solucid es preparava previament a partir de 31,25 ml d’etanol al 95 % i 1,5 ml de NaOAc 3
M pH 4,6 i 14,25 ml de ddH,O.

Agitar breument amb el vortex.

Mantenir 15 min a temperatura ambient.

Transferir les reaccions a tubs eppendotrf de 1,5 ml.

Centrifugar durant 20 min a 12.000 rpm.

Aspirar el sobrenedant amb una pipeta Pasteur connectada a una trompa de buit.

Afegir 250 ni d’etanol al 70 %.

Agitar breument amb el vortex.

Centrifugar durant 5 min a 12.000 rpm

. Aspirar el sobrenedant amb una pipeta Pasteur connectada a una trompa de buit.
. Assecar les mostres mantenint-les a I'estufa a 30 °C (amb compte de no sobreassecar).

. Mantenir el sediment de centrifugaci6 a 4 °C i a les fosques fins al moment de

ressuspendre I’ADN.

Finalment, el protocol per alaressuspensié d’ ADN es descriu a continuaci6:
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Afegir 30 m de TSR (Template Suppression Reagent) a I’ADN precipitat.

Deixar rehidratar les mostres 20 min a temperatura ambient.

Agitar breument amb el vortex.

Desnaturalitzacié de 'ADN, mantenint les mostres en un bany a 94 °C durant 3 min.
Deixar refredar durant 3 min en gel.

Agitar breument amb un pols de centrifugacio.

Transferir els 30 m a tubs ABI310 de 0,5 ml i tapar-los amb el corresponent septum.

Mantenir a 4 °C i en condicions de foscor fins al moment de sequenciar.
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3. Métodes d’aillament i caracteritzacid dels carotenoides de Bacteris
Verdsde Sofre

3.1. Introduccid

3.1.1. Perspectiva historica

Els carotenoides son pigments ampliament distribuits a la natura, presents tant en
teixits fotosintétics de plantes superiors com en microorganismes fotoautotrofics. El primer
carotenoide aillat fou caroteé de pastenaga per Wackenroder I’any 1831. L’altre gran tipus
de carotenoide, les xantofil-les va ser descobert en algues per part de Lubimenko, I’any
1927 i Smith I’any 1930 (Govindje, 1999). Actualment es coneixen mes de 600 estructures
(Straub, 1987), tenint en compte que els métodes d’ aillament, purificacié i andis han
millorat molt amb el pas del temps (veure Apartat 3.1.3).

Els carotenoides, en termes generals, presenten dues grans funcions. D’ una banda la funcié
com a pigments antena i, d’altra banda, la funcié fotoprotectora, gracies a les seves
propietats com a antioxidants. A la introduccié del Capitol 4 s aprofundeix sobre els
aspectes funcionals d' aquests pigments i sobre I’ estat actual de la recerca en relacié a les
funcions dels carotenoides als bacteris verds del sofre (GSB, de I'angles Green Sulfur
Bacteria). Pel que fa alafuncié fotoprotectora destaca € fet que aguestes molécules siguin
capaces de du aterme aquesta funcié tant en organismes fotosintétics com en teixits
animals. En humans, concretament, els carotenoides son agents beneficiosos per
I’organisme, ja que sdn inhibidors potencials de processos que poden causar proliferacio
cel-lular descontrolada, infeccions, o fins i tot desencadenar malalties autoimmunes
(Demmig-Adams, 2002). Per aguest motiu actualment nombrosos estudis en el camp de la
biologia i la medicina es centren en la importancia dels carotenoides a la dieta com a

mesura preventiva de determinades malalties (Mares-Perlman, 2002).
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3.1.2. Estructura molecular

Estructuralment ds carotenoides sén una classe d  hidrocarburs que es divideixen en
carotens i xantofil-les, aquestes Ultimes derivats oxigenats dels carotens i per tant de
caracter més polar. Aquests pigments es formen a partir de la unié de vuit unitats d’isopre
(unitats Cs), que donen lloc a una estructura aciclica basica (C4oHss) a partir de la qual, i
mitjancant diferents reaccions d’ estructuracié de la molécula, com poden ser oxidacions i

ciclacions, donen lloc as diferents tipus de carotenoides (Figura 3.1).

Fitoe

Figura 3.1. Estructura del fitoe, molecula precursora de les rutes de sintesi dels carotenoides.

Figure 3.1. Structure of phytoene, the precursor molecule in the synthetic pathway of carotenoids.

Tots els carotenoides es caracteritzen per absorbir a la regid ultraviolada (180-400 nm) i
visible (400-550 nm) de |'espectre el ectromagnétic. Aguesta absorcié és possible gracies a
grup cromofor, és adir, lapart de la molécula constituida per un sistema de dobles enllacos
conjugats. Es tracta de la zona de |’ estructuraen la qual existeix una alternanca de dobles
enllacos amb enllagos simples A més, I espectre d'absorcio també depéen de la refractivitat
del medi ené qual estroba el pigment. Les interaccions dels carotenoides amb d' altres
molécules, com ara proteines, glucids o les propies molécules del solvent, determinen un
entorn que defineix un espectre d'absorcié diferent al qual sobté, per as mateixos
pigments, en solvents organics. La longitud dona (I max) @ la qua absorbeixen es
carotenoides ve determinada per la longitud del cromofor, és a dir, pel hombre de dobles
enllagos conjugats, mentre que la intensitat d'absorcié depen de I'estructura i concentracio
del pigment. En augmentar el nombre de dobles enllagos conjugats, és a dir, en augmentar
la longitud del cromofor, | nax €S desplaga cap a longituds d’ona menys energetiques
(desplagament batocromic, cap a vermell). En aquest sentit, cada doble enlla¢ de la cadena
significa un increment d'aproximadament 10 nm. El nombre i €l tipus de grups funcionals

terminals de la molecula també contribueixen en I’ espectre d’ absorcio (Taula 3.1).
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Taula 3.1. Contribuci6 d'alguns grups funcionals terminals sobre la | a de I'espectre d'absorcié dels
carotenoides.

Table 3.1. Contribution of some terminal functional groups on the location of | 2« in the abpsortion
spectrum of carotenoids.

Grup funcional Influencia sobrel Carotenoide
Anell b +5nm b-carote
Anell b (3,4-didehidro) +10 nm 3,4-didehidro-b-carote
Grup acetilénic - 15nm al-loxantina
Grups carbonil
aldehids +25nm retinal
cetones acicliques +30 nm espiril-loxantina
cetones cicliques +10 nm equinona
Grup hidroxi cap efecte Zeaxantina
Grup epoxid +10 nm b-b-caroté-5,6-epoxid

Quan les propietats de simetria d'un carotenoide canvien, a causa de fenomens de transicio
electronica, les bandes d'absorcié que generalment no son detectades poden esdevenir
caracteristiques de I'espectre, originant dobles enllagos tipus cis, responsables d'estats
d'excitaci6é detectables (banda d'absorcié a l'ultraviolat caracteristica o pic cis). La posicio
central d'un doble enllag tipus cis (15 Z) en un determinat carotenoide és facilment
identificable gracies a I'aparicié d'un pic cis molt aparent, a diferéncia del que succeeix
quan les posicions d'aquests enllacos tipus cis, responsables de torsions a |'estructura
molecular, es situen als extrems de la molécula. Una altra caracteristica que permet
identificar elsisomerstipus cis és el desplacament hipsocromic que presenten respecte ala
corresponent forma trans. Aixo significa que e maxim d'absorci6 de I'isomer cis es situa
aproximadament a uns 10 nm a I'esquerra de la | max de I'isomer trans, generalment més
abundant (Britton, 1995 i referencies incloses). Les configuracions all-trans son aquelles
en les quals no hi ha cap enllag tipus cisi I'estructura de la molécula és, per tant, lineal.
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En alguns casos i depenent de I'estructura del carotenoide, I'espectre d'absorcié presenta
tres pics clarament diferenciats (Figura 3.2). Aguesta estructura correspon a un estat
vibracional (conegut com a estructura fina) que permet la identificacié precisa d'aguns
carotenoides. La preséncia d'anells tipus b ala seva estructura, com és €l cas del b-caroté
(CaoHss), per exemple, dificulta la deteccid dels tres pics caracteristics de I'estructura fina

(Britton, 1995 i referencies incloses).

Absorbancia

350 400 450 500 550
Longitud d'ona (nm)

Figura 3.2. Espectre d'absorcid caracteristic d’ un carotenoide tipus on s observal’ estructura fina del mateix
Figure 3.2. Spectral fine structure of a model carotenoid.

En aquesta tesi, mitjancant els metodes ' HPLC i espectrometria de masses emprats, va ser
possible la identificacié dels isomers all-trans i la corresponent configuracio 15-cis per a

tots els carotenoides de les especies de GSB analitzades.

A la Figura 3.3 es presenta |'estructura molecular dels principals carotenoides dels GSB.
L’ espectre d'absorcié del clorobacte (Cbt) i de I'isorenierate (Isr) tant de I'isbmer amb
configuracié al-trans, com de I'isomer amb configuracié 15-cis, es mostra a les Figures
3.51 3.10, respectivament, de la Secci6 3.2.1 del present capitol.
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Figura 3.3. Estructuraquimica dels principals carotenoidesdels GSB.

Figure 3.3. Chemical structure of the main carotenoids in GSB.

3.1.3. La cromatogr afia liquida en I'analisi dels car otenoides

La cromatografia liquida d’ alta resoluci6 és unatecnica aplicable a qualsevol tipus de
cromatografia en columna. Es fracta d’una tecnica que permet la separacio dels diferents
components d’'una mescla, aprofitant caracteristiques diferencials dels mateixos (pes
molecular, carrega, polaritat, afinitat per a un determinat substrat) amb I'gjut d’ elevades
pressions. Per aguest motiu, i tenint en compte que les columnes es comercialitzen ja
empaquetades amb particules d’entre 3 i 10 nm de diametre, I'aplicacié de sofisticades
tecniques a elevades pressions pot reduir molt e temps de carrera cromatografica alhora
que millora la resoluci6 en la separacio dels diferents components (Craft, 1992). A la Taula
3.2 es descriuen alguns dels métodes dHPLC fase reversa aplicats en la separacio de
carotenoides de diferents origens, aixi com algunes de les caracteristiques que defineixen
aquests meétodes: tipus de columna, e revestiment de la qua caracteritza la fase
estacionaria, tipus de solvents o fase mobil, tipus de gradient i durada de la carrera

cromatografica.
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L’instrumental basic requereix d’ un sistema de bombes, responsable d'aplicar els solvents,
o fase mobil del sistema, i un injector, amb el qual sintrodueixen les mostres a la columna.
En aguesta columna es troba la fase estacionaria, que pot ser de diferents substrats
depenent del tipus de mostra a separar (Oliver, 1989). La columna es troba connectada a un
detector de longitud d'ona, gracies a qual, i per mitja d’ un sistema de control (normalment
un ordinador i un programari especific) es poden enregistrar els espectres d' absorcié dels
diferents components de la mostra, aixi com obtenir els cromatogrames que relacionen

I’ absorbancia de la mostra amb €l temps de carrera cromatografica (Pfander, 1994).

La primera separacié de carotenoides per HPLC data de I'any 1971, quan Stewart i
Wheaton (1971) varen descriure la separacio d' una mescla de carotenoides procedents
d' un extracte de pell de citrics. Aquests autors van utilitzar un gradient d HPLC de fase
normal, amb una columna revestida de carbonat de zinc, aconseguint la separacié de 23
pics diferents. El temps de carrera crometografica necessari per aquesta separacio fou de 5

hores.

Actualment, gracies as avengos aconseguits en les tecniques d HPLC la separacio de
carotenoides, per mitja de cromatografia liquida, pot dur-se a terme amb temps de carrera
que oscil-len entre és 20 i els 40 minuts, utilitzant les columnes préviament empaquetades

per les diferents companyies comercials.

La tecnica de cromatografia liquida més freqientment utilitzada per a la separacio de
carotenoides bacterians és la fase reversa, on la fase mobil (solvents) és polar i la fase
estacionaria (farciment de la columna) és apolar. Aix0 es deu a que és necessaria una bona
miscibilitat entre la fase mobil i els solvents emprats en |’extraccié dels pigments per
assegurar una bona andis. A més, la fase normal, on la fase mobil és apolar, no
proporciona una bona resolucié en I'anais de mostres heterogenies i les seves fases

estacionaries presenten una elevada reactivitat (Roy, 1987).

El present capitol recull les analisis dels carotenoides, de procedencia diversa, dutes a
terme amb els méetodes d'HPLC dissenyats en aquest estudi i préviament descrits a
I’ Apartat 2.4.2 de Material i Metodes.



Taula 3.2. Caracteristiques d' alguns dels metodes d' HPL C fase reversa descrits ala bibliografia sobre separacié de carotenoides.
Table 3.2. Described HPLC methods about carotenoids separation.

Fase estacionaria Fase mobil (Sﬁ?d;né) D(unr]?r(]:i)a Aplicacions Referencies*
Spherisorb-ODS2 5 nm (A) AcEt .
(250%4,6 mm) (B) AcNt: H20 (9:1) (0,100), (16,40), (30,40), (35,0) 20 Pigments vegetals [1]
Spherisorb-ODS2 5nmn  (A) AcEt (0,100), (15,77), (30,30), (40,0), . .
(250%4,6 mm) (B) AcNt: H20: TEA (90:10:0,1) (45,0) 35 Carotenoides de Bacteris Vermells no del Sofre [2]
Spherisorb-ODS2 5mm  (A) AcNt: H20: TEA (90:10:0,1) .
(250x14,6 mm) (B) AcEt (0,0), (16,60), (30,60) 20 Cloroplasts de Phaseolus vulgaris [1], [3]
Zorbax ODS 5mm ) . . . . . N .
(250%4,6 mm) AcNt: DCM: MetOH (70:20:10) isocratic 28 Carotenoides de serum huma i algals [4]
MeOH: AcNt: DCM . - _ Pigments de Brevibacterium sp. i [4], [5], 6], [7];
Zorbax ODS 5mm (50:40:10)-(70:15:15) Isocratic 8-16 Rhodomicrobium vannielii (81, [9]
ODS-Hypersil 3mm (A) AcNt:H.0:MetOH: ) ) . o )
(1005 mm) TrisHCI 0,2 M (65:19:15:1) (0,0), (15,100), (23,100), (24,0) 20 E'Igine?tstdzc'fh";“”m e;‘if'/""a | Picea abies [10], [11]
(B) MeOH: hexa (7:1) oroplasts de Lactuca sativa
ODS-Hypersil 5 nm . . AA.
(A) MeOH:H20:1PA (80:10:10) . .
(250%5 mm) (B) MeOH:Acetona (80:20) (0,0), (10,100), (12,100) o5 Pigments de Phaeodactylum tricornutum [12]
Shandom Hypersil (A) H20 . .
5 m (120x4 mm) (B) THF (0,51), (13,90), (18,51) 15 Pigments de fulles de cibada [13]
Spherisorb Alltech C-18  (A) MeOH:AcNH4" 1M (70:30) (0,20), (7,60), (12,60), 40 Pigments algals (carotenoides i productes de [14]

(250%4,6 mm)

(B) MeOH:ACEt (70:30)

(20,100), (40,100)

degradacio de la Cl a)

* [1] Young i Britton, 1989; [2] Connor i Britton, 1990; [3] Pfander et al., 1994; [4] Nelisi Leenheer, 1983; [5] Nelisi Leenheer, 1989; [6] Foppen, 1991; [7] Liaaen-Jensen,
1978; [8] Schmidt, 1978; [9] Taylor, 1980; [10] Franciset al., 1993; [11] Siefermann-Harms, 1988; [12] Mantourai Llewellyn, 1983; [13] Juhler i Cox, 1990 [14] Y acobi et

al., 1996.
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3.1.4. L’ espectrometria de masses en |’ estudi dels car otenoides

Malgrat la identificacié mitjancant HPLC dels carotenoides de les espécies
bacterianes objecte d’ estudi va resultar satisfactoria, es va reditzar també una analis per
cromatografia liquida acoblada a espectrometria de masses per confirmar-ne la
identificacio realitzada a partir de les andlisis per HPLC (Apartat 3.2.1). Treballs recents
realitzats amb GSB (Airs i Keely, 2002) han identificat amb precisié els diferents
homolegs de bacterioclorofil-les BCls), i tot i que no s ha fet esment als carotenoides
d aquestes espéecies es coneixen molts detalls tant estructurals com quimics dels mateixos
(Britton, 1995).

L’ espectrometria de masses és una técnica que permet la separacié d’'ions en funcié de la
seva relacio massalcarrega. Per tal de dur a terme aguest objectiu és necessaria la previa
vaporitzacié dels components de la mostra, a consequienciade la qual es produiran els ions
que formaran part de la fase gasosa del sistema. Aquestes particules amb carrega seran
posteriorment separades, en funcio de la relacié anteriorment esmentada, i detectades per

poder dur aterme la sevaidentificacio (Harwood i Claridge, 1997 i referencies incloses).

Existeixen diferents metodes per ionitzar les molécules que han de ser analitzades per
espectrometria de masses Les més freqlientment utilitzades son I'impacte d’ electrons, de
I’anglés Electron Impact (El) i laionitzacio quimica, Chemical lonization (ClI). En aguest
treball s'ha utilitzat la ionitzacid quimica sota pressio atmosferica, APCI, acronim de
Atmospheric Pressure Chemical lonization, per obtenir els ions a partir de les molécules
termicament volatilitzades. El valor de la massa de cada molécula és una unitat superior al
pes molecular real d aquella molécula, ja que s ha de tenir en compte la unitat aportada pel
proté associat a cadascun dels cations obtinguts després de la ionitzacio (Harwood i
Claridge, 1997 i referencies incloses). Latécnica APCI-MS ha estat utilitzada per I'andlisis
d una gran varietat de lipids i també ha estat Util en la caracteritzacié de molécules que,
per la seva llargada i caracter neure, com els carotenoides, son dificils de fragmentar
(Byrdwell, 2001).
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Nombrosos estudis de caracteritzacio de carotenoides, de procedéncies diverses, han estat
realitzats utilitzant com a técnica analitica I’ espectrometria de masses. Un exemple concret
és la deteccio, mitjancant APCI-MS, de licopé, a-carotéi [3-caroté, en mostres de serum
(Hagiwara, 1998). La deteccié simultania de diferents configuracions (trans, cis) per una
mateixa molécula, també és possible gracies a la cromatografia liquida acoblada a
espectrometria de masses. Concretament, al-trans, 9-cis i 13-cis retinol, procedents de
prostata de ratoli, han pogut ser detectats simultaniament amb un métode de LC-APCI-MS
(Wang, 2001).

La tecnica utilitzada per I'aralisi de I'extracte de carotenoides de Chlorobium Chl.)
phaeobacteroides CL 1401, els resultats del qual es mostren a I’ Apartat 3.2.2 del present
Capitol, també va ser APCI-LC-MS/MS. El metode concret d andlisi, que s'indica a
I’ Apartat 2.5 de Material i Méetodes, va permetre la identificacio dels isomers dl-transi 15-

Cis per tots els carotenoides de la mescla.

3.1.5. Efecte de les condicions d’oxido-reduccié en la composicié quantitativa i

qualitativa d’extractes pigmentaris de Chlorobium phaeobacteroides

El bloc experimental de I’ Apartat 3.2.3 d’'aguest capitol es va portar a terme per a
confirmar |’ origen dels isdmers dels carotenoides dels GSB, tenint en compte que alguns
autors han suggerit que elsisomers tipus cis podrien ser artefactes formats durant el procés
d extraccié dels pigments (Keely, comunicacié persona). Aquests experiments han
permes, doncs, plantgar hipotesis sobre la composicio d’ isomers trans/cis aixi com les
seves variacions durant el creixement de diferents soques de GSB sota diferents condicions

luminiques (veure Capitol 4).

L’ efecte que poden provocar agents de caracter reductor, com e ditionit sodic i I'acid
ascorbic, i agents de caracter oxidant, com el dimetilsulfoxid i el peroxid d” hidrogen, sobre
els continguts de pigments, aixi com sobre les proporcions entre els isomers trans/cis dels
carotenoides dels GSB, no ha estat fins al moment objecte d’ estudi. Aquests experiments
van ser de gran utilitat per confirmar la procedencia dels isdmers tipus cis dels
carotenoides de les espécies marrons de GSB, préviament detectats i identificats per

técniques de cromatografiai espectrometria de masses.
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En |’ Apartat 3.2.3 d’ aquest capitol es mostrenels experiments en els quals s analitzaren les
variacions, in vitro, en els continguts de pigments i en les relacions trang/cis dels
carotenoides de Chl. phaeobacteroides CL1401. Els extractes de pigments d’ aguesta soca
foren sotmesos a difererts agents oxidants i reductors, tant en condicions d’il-luminacio
com en la foscor durant 12 h. D’una banda s'avalua € grau de fotosensibilitat de BCls i
carotenoides, i d altra banda, juntament a alguns dels resultats presentats al Capitol 4, es

plantejaren hipotesis sobre I’ origen dels isdmers cis.

Tot i que en aquest treball no s han dut a terme experiments relacionats amb transferéncia
d’ energia, lefecte d’agents amb caracter axidant i reductor sobre I eficiéncia d’ aguest
procés ha estat estudiada a diferents especies de GSB. L’addicié de ditionit sodic, o un
reductor equivalent, incrementa, fins a un 100 %, I’ eficiencia en la transferéncia d’ energia
en clorosomes de Chl. limicolai Chl. vibrioforme (Wang, 1990). Condicions aerobiques,
en canvi, ocasionades per I'addici6 d agents oxidants, provoguen una disminucié de
I’eficiencia en la transferencia d’energia a I'aparell fotosintétic de les mateixes especies

gracies ala proteccié que ofereix el sistema de quinones (Frigaard et al., 1997; 1998).

3.1.6. Estudis paleolimnol ogics

El desconeixement sobre les funcions dels carotenoides dins |’ aparell fotosintétic dels
GSB (veure Introduccié Capitol 4) no implica que fins ara no shagin dut a terme treballs
amb aquests carotenoides. Alguns daquests han estat relacionats amb |'ambit
paleolimnologic, utilitzant aquests pigments com a biomarcadors de la preséncia de GSB
en mostres sedimentaries de diferent antiguetat. En el cas de I'lsr i els seus derivats poden
ser considerats, al igua que d’ altres pigments fotosintétics, marcadors biologics, tenint en
compte la seva assignacio especifica a grup de les especies marrons dels GSB (Liaaen
Jensen, 1972, 1978). Assumint |’anaerobios obligada d’'aquests bacteris, que utilitzen
sulfhidric com a donador extern d’electrons, la preséncia de pigments de Clorobiacies a
I"aigua, a sol o a sediments, sha considerat com a indicadora de condicions anoxiques,
amb presencia de sulfhidric, tant en e moment actual com en e passat. Mesures del
contingut en *C indiquen que els carotenoides com I'lsr, i es seus productes de
degradacio, es troben enriquits amb aquest isOtop ja que es sintetitzen a partir de la via del
cicle reductiu de I’acid tricarboxilic (Sirevag et al., 1977). Per tant, utilitzant aquesta
técnica radioisotopica els carotenoides poden ser emprats com a marcadors moleculars en
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sediments fossils i ser indicadors d'antics episodis d'anoxia fotica (Summons i Powell,
1986; Sinninghé Damsté et al., 1993; Repeta, 1993; Koopmans et al., 1996a; 1996b).
Summons i Powell (1986) van trobar productes d'origen diagenetic, derivats de
carotenoides aromatics de GSB, en bosses de petroli del Siluria del [lac Michigan, Canada,
i del Devonia de Canada occidental. Aquestes troballes van permetre deduir |'existéncia de
poblacions de Clorobiacies a I'era primaria (230-570 milions d'anys) as mars existents
durant el Paleozoic ala zona estudiada, a més de deduir la procedéncia dels petrolis extrets
en aguestes aees. Derivats de I'lsr com I'isoprenoid 2,3,6-diaril/ 3,4,5-trimetil, han estat
trobats en petrolis de la conca del riu Pripyat a Belorissia (Clifford et al., 1998). De
manera similar, aquests resultats van permetre deduir € tipus de poblacions
fotosintétiques, existents en el passat, a la zona del riu estudiada, aixi com determinar

I'origen dels petrolis extrets en funcio dels productes detectats.

En aquest treball s analitzaren paleosediments procedents d’ una antiga cantera de la zona
lacustre de Banyoles. L’ objectiu va ser determinar la possible preséncia, en la zona objecte
d estudi, de poblacions de GSB en el passat. L'estudi de productes de degradacio de
clorofil-les (Cls) i BCls presents als sediments objecte d'estudi, pot ajudar a determinar €l
tipus de poblacions fotosintetiques que dominaven en l'area estudiada durant la seva
existencia com a sistema lacustre. Al llac Kinneret (Israel) les andlisis de pigments per
HPLC han permeés associar els productes de degradacié de la Cl a, concretament
clorofil-lidaa, amb poblacions fitoplanctoniques corresponents a cél -lules senescents de les
tres classes d'agues existents a llac objecte d'estudi: dinoficies, cloroficiesi bacilarioficies
(Yacobi et al., 1996).
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3.2. Reaultats

3.2.1. ldentificacié dels arotenoides de Bacteris Verds del Sofre per cromatografia
liquida d’alta resoluci6

A partir dels metodes d HPLC descrits a I’ Apartat de Material i Métodes 2.4.2 es
varen analitzar tant extractes pigmentaris procedents de cultius purs de diferents especies
de GSB com de mostres més complexes, procedents d’extractes obtinguts de

pal eosediments d’ un antic sistema lacustre.

3.2.1.1. Andlis cromatografica de carotenoides en extractes pre-purificats amb columnes

d aumina
Els extractes de pigments previament pre-purificats (veure Apartat 2.4.4), van ser
analitzats amb el métode EP, desenvolupat i presentat en I’ Apartat 2.4.2. Aquest metode va

permetre I’andlis d’ extraccions de carotenoides, Iliures de BCls, en tan sols 45 minuts de

carrera cromatografica.

Els resultats que segueixen mostren les diferencies en I'andlis dels extractes pre-purificats
i els extractes no-prepurificats, procedents de les mateixes especies, injectats amb el
metode NP. A la corresponent discussio d aquesta part del treball es comenten les

avantatges i inconvenients d’'un i altre métode (Apartat 3.3.1).

Els extractes pigmentaris analitzats es van obtenir de cultius purs de les segiients soques de
GSB: Chl. limicola UdG6038, Chl. vibrioforme f. thiosulfatophilum NCBI8327, Chl.
tepidum ATTC49652 i Pelodictyon (Pld.) clathratiforme UdG7504, totes elles especies
verdes dins € grup de GSB i Chl. phaeobacteroides CL1401, dins € grup d’ espéecies

marrons.

Malgrat que la resolucié entre ambdds metodes fou similar, les andlisis realitzades amb el
métode EP van permetre constatar que no calien 60 min per separar els carotenoides
bacterians de forma independent a la resta de pigments fotosintétics, tal com es pot
apreciar en les Figures 34 i 3.6-3.9. A la Taula 3.3 es recull € llistat de pigments
identificats amb ambdds metodes amb € corresponent tgr. També s'inclouen en la taula els
carotenoides identificats per a una e0specie de Bacteris Vermells del Sofre, concretament
Thiocapsa roseopersicina 5811, € principa carotenoide de la qual fou |’ okenona (Figures
3.11i 312).
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Taula 3.3. Temps de retencio (min) i desviacio estandard pels diferents pigments analitzats.

Table3.3. Retention time (min) + standard desviation of the different pigments analyzed.

Carotenoide tr (Métode EP) tr (Metode NP) Espécie
derivat all-trans Okn 11,1+0,00 41,0+0,50 (6)
derivat 15-cis Okn 11,8£0,00 42,2+0,00 ©)
all-trans Okn 14,6£0,00 46,2+0,00 (6)
15-cis Okn 15,1+0,00 47,1+0,00 (6)
derivat all-trans OH-Cbt 15,3£1,00 50,5+2,99 i)
derivat 15-cis OH-Cbt 17,5+3,85 51,5+3,20 (2)i(3)
precursor espiriloxantina 17,5+0,00 47,6+0,00 (6)
all-trans Isr 23,9+3,78 53,5+0,05 (5)
15-cis Isr 24,8+3,67 54,5+0,06 (5)
all-trans Chbt 24,7+0,87 54,8+0,50 1-@)
cis Cht 25,6+1,11 55,3+0,13 1) -
15-cis Cht 26,5+1,10 55,9+0,26 1) -4
all-trans b-Isr 30,1+2,87 57,5+0,01 (5)
cis b-Isr 30,5+2,79 57,8+0,00 (5)
15-cis b-Isr 31,6+3,37 58,7+0,08 (5)
derivat all-trans Cbt 31,1+1,73 58,3+0,98 1) -4
derivat 15-cis Cbt 31,9+1,37 59,5+1,19 1) -4
all-trans neurosporé 34,5+1,01 60,8+0,75 @, i@
15-cis neurospore 34,9+0,99 61,5+0,28 @, i@
all-trans b-caroté 36,8+1,99 62,5+0,07 (5)
cis b-carote 37,3+1,94 63,1+0,08 (5)
15-cis b-carote 38,2+1,88 63,9+0,13 (5)

(2) Chl. limicola, (2) Chl. vibrioforme f. thiosulfatophilum, (3) Chl. tepidum, (4) Pld. clathratiforme, (5) Chl.
phaeobacteroidesi (6) Thiocapsa roseopersicina.
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En Chl. limicola UdG6038 (Figura 3.4) laresolucio dels isomers (all-trans i 15-cis) del Cht
(pics 1 i 3) fou més elevada amb € metode EP, ja que la separacio entre ambdos pics fou
major (1,3 min) que amb e metode NP (1,1 min). D'altra banda, €ls pics corresponents a
neurosporé (Nrp), malgrat ser minoritaris, es van poder resoldre amb molta més claredat
amb e métode EP, ja que van ser practicament inapreciables utilitzant el métode NP. En
aquest cas i a diferencia del que succeeix amb les altres soques verdes analitzades, no es
van detectar perdues significatives de carotenoides a les mostres sotmeses a pre-

purificacio.

Derivat
3 Cht

|

© N
g Métode EP
"_é‘ 20 25 30 35 40
?
Ne] 1
2 B
2
Derivat
Nrp
—J
Métode NP
50 55 60 65 70
Temps (min)

Figura 3.4. Cromatogrames de: (A) un extracte pre-purificat de Chl. limicola UdG6038 i (B) un
extracte de la mateixa soca sense pre-purificar. Identificacié: (1) all-trans Cht, (2) cis Cbt (isdomer
cisno central) i (3) 15-cis Cht (isdmer cis central). Els pigments identificats amb ambdés
meétodes foren els mateixos, perd destaquen les diferéncies en elstg entre un i altre métode.
Detecci6 a 463 nm.

Figure3.4. HPLC traces of: (A) a pre-purified extract of Chl. limicola UdG6038 and (B) a non-

pre-purified extract of the same species. Identification: (1) dl-trans Chbt, (2) cis Cbt (non-central

cis isomer) and (3) 15-cis Cbt (central cis isomer). Identified pigments were the same with both
methods, whereas Rt was different between them. Detection channel was set at 463 nm.
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Com a carotenoides majoritaris de Chl. limicola es van identificar el Cht, isomersall-trans
i cis (Figura 3.5) i e OH-Cht, amb espectres d’ absorcio equivalents als del Cht. L’isdomer
cis mostrat a la figura correspon al 15-cis, és a dir, aguell que presenta la torsio, deguda al
doble enllag tipus cis, a centre de la molecula, i es caracteritza per presentar un pic

d absorcio alaregié ultraviolada.

Absorbancia

300 350 400 450 500 550

Longitud d’ona (nm)

Figura 3.5. Espectres d’ absorcié del Cbt (I na = 463 nm). Isomer al-trans(linia negra) i
isomer 15-cis (liniavermella).

Figure 3.5. Absorption specrta of Cbt (I nax = 463 nm). All-trans isomer (black line) and 15-
cis isomer (red line).

Chl. vibrioformef. thiosulfatophilum NCIB8327, tot i les perdues de derivats del OH-Chbt
degudes al procés de pre-purificacid, presenta uns cromatogrames molt similars per
ambdos métodes (Figura 3.6), tot i que amb € metode EP es van accentuar meés les
diferéncies de polaritat entre el grup de pics corresponert a derivats del OH-Chbt i & grup
del Cht (1-3). Amb & métode EP el's dos grups recentment esmentats es van eluir amb 9,7

minuts de diferencia, mentre que amb el métode NP tan sols es van distanciar 2,1 minuts.
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Figura 3.6. Cromatogrames de: (A) un extracte pre-purificat de Chl. vibrioformef.
thiosul phatophilum NCIB8327 i (B) un extracte de la mateixa soca sense pre-purificar.
Identificacio: (1) all-trans Cht, (2) cis Cht, (3) 15-cis Cbt i Nrp, neurosporé. Els pigments
identificats amb ambdds métodes foren els mateixos, perd destaquen les diferencies en elstr
entreun i altre métode. Deteccié a 463 nm.

Figure 3.6. HPLC traces of: (A) a pre-purified extract of Chl. vibrioformef.
thiosul phatophilumNCIB8327 and (B) a non-pre-purified extract of the same species.
Identification: (1) dl-trans Cht, (2) cis Cht, (3) 15-cis Cbt and Nrp, neurosporene. Identified
pigments wer e the same with both methods, whereas Rt was different between them. Detection
channel was set at 463 nm.
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En € cas de Chl. tepidum ATCC49652 (Figura 3.7) la resolucio dels pics corresponents al
Cht (1-3) també va ser més elevada amb el metode EP, tot i que de nou es van perdre €s
derivats del OH-Cht. En les mostres pre-purificades la separacio entre I'isomer all-trans
Cht i I'isomer 15-cis Cbt fou de 1,3 minuts, mentre que utilitzant el métode sense pre-

purificar aquesta separaci6 fou de 1,1 minuts.
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Figura 3.7. Cromatogrames de: (A) un extracte pre-purificat de Chl. tepidum ATCC4965 i (B)
un extracte de la mateixa soca sense pre-purificar. Identificacio: (1) all-trans Cht, (2) cis Cht i
(3) 15-cis Cht. Els pigments identificats amb ambdds métodes foren els mateixos, pero
destaquen les diferéncies en elstg entre un i altre metode. Deteccid a 463 nm.

Figure3.7. HPLC traces of: (A) a pre-purified extract of Chl. tepidum ATCC4965 and (B) a
non-pre-purified extract of the same species. | dentification: (1) dl-trans Cbt, (2) cis Cbt and
(3) 15-cis Cht. Identified pigments wer e the same with both methods, whereas Rt was different
between them. Detection channel was set at 463 nm.
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Pld. clathratiforme UdG7504 (Figura 3.8), per la seva banda, també presentava uns
cromatogrames bastant equivalents amb ambdds métodes, sense perdues aparents degudes

al proceés de pre-purificacio.
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Figura 3.8. Cromatogrames de: (A) un extracte pre-purificat de Pld. clathratiforme UdG7504 i
(B) un extracte de la mateixa soca sense pre-purificar. Identificacié: (1) al-trans Cht, (2) cis
Cht, (3) 15-cis Cbt i Nrp, neurosporeé. Els pigments identificats amb ambdés metodes foren els
mateixos, pero destaguen les diferéncies en elstg entre un i altre métode. Deteccid a 463 nm.

Figure3.8. HPLC traces of: (A) a pre-purified extract of Pld. clathratiforme UdG7504 and
(B) anon-pre-purified extract of the same species. Identification: (1) dl-trans Chbt, (2) cis Cht,
(3) 15-cis Cbt and Nrp, neurosporene. |dentified pigments wer e the same with both methods,
whereas Rt was different between them. Detection channel was set at 463 nm.
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Pel que fa a Chl. phaeobacteroides CL 1401 (Figura 3.9) laresolucié de I'lsr (pics1i 2) no
va presentar diferéncies entre els dos métodes. Es destacable la preséncia de pics de Cbt
minoritaris, darrera el pic del’isomer 15-cisIsr (2), més apreciables amb el metode EP. En

aguest cas €ls carotenoides magjoritaris van ser I'lsr, isomers all-transi 15-cis (Figura 3.10)

i e b-lsr, elsisomers del qual presenten espectresd'absorcio equivaentsasdel’ Is.

J
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Métode NP . . .
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Figura 3.9. Cromatogrames de: (A) un extracte pre-purificat de Chl. phaeobacteroides
CL1401 i (B) un extracte de |a mateixa soca sense pre-purificar. Identificacid: (1) al-translsr,
(2) 15-cislsr, (3) al-transb-lsr i (4) 15-cis b-Isr. Els pigments identificats amb ambdés
métodes foren els mateixos, perd destaquen les diferéncies en elstg entre un i altre métode.
Detecci6 a 453 nm.

Figure3.9. HPLC traces of: (A) a pre-purified extract of Chl. phaeobacteroides CL1401 and
(B) anon-pre-purified extract of the same species. Identification: (1) dl-trans Isr, (2) 15-cis
Isr, (3) al-trans b-1sr and (4) 15-cis b-Isr. Identified pigments were the same with both
methods, whereas Rt was different between them. Detection channel was set at 453 nm.



3. Métodes d' aillament i caracteritzaci6 dels Carotenoides de GSB 85

453

Absorbancia

300 350 400 450 500 550

Longitud d’ona (nm)

Figura 3.10. Espectres d'absorci6 de I'lsr (I e = 453 nm). 1sdmer all -trans (linia negre) i
isomer 15-cis (liniavermella).

Figure 3.10. Absorption spectra of Isr (I max= 453 nm). All-transisomer (black line) and 15
cis isomer (redline).

Finalment, en les mostres de Thiocapsa roseopersicina 5811 (Figura 3.11) va destacar la
millor resolucié obtinguda amb el métode NP, assumint les perdues ocasionades per la
pre-purificacié que van dificultar la detecci6 d'alguns dels pics, concretament els
corresponents a I'isomer 15-cis de I’Okn (pic 5) i a precursor de I’ espiriloxantina (pic 6).

El princia carotenoide d’ aguesta especie és |’ Okn (Figura 3.12).
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Figura 3.11. Cromatogrames de: (A) un extracte pre-purificat de Thiocapsa roseopersicina
5811i (B) un extracte de la mateixa soca sense pre-purificar. |dentificacio: (1) rodovibrina ?,
(2) derivat all-trans Okn, (3) derivat 15-cis Okn (4) all-trans Okn, (5) 15-cis Okn i (6)
precursor espiriloxantina. Els pigments identificats amb ambdds métodes foren els mateixos,
pero destaquen les diferéncies en elstg entre un i altre métode. Deteccid a 490nm.

Figure3.11. HPLC traces of: (A) a pre-purified extract of Chl. phaeobacteroides CL 1401 and

(B) anon-pre-purified extract of the same species. Identification: (1) rodovibrina ?, (2)
derivat dl-trans Okn, (3) derivat 15-cis Okn (4) dl-trans Okn, (5) 15-cis Okn and (6)
espiriloxanthin precursor. | dentified pigments wer e the same with both methods, whereas Rt
was different between them. Detection channel was set at 490 nm.
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Figura 3.12. Espectres d'absorci6 del’ Okn (I ya = 490 nm). Isdmer all-trans (linia negra) i isomer
15-cis(liniavermella).

Figure 3.12. Abpsortion spectra of Okn (I ma = 490 nm). All-transisomer (black line) and
15-cis isomer (red line).
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3.2.2. ldentificacié dels carotenoides de Chlorobium phaeobacteroides CL 1401 per

cromatogr afia liquida acoblada a espectrometria de masses

Tot i que els carotenoides dels GSB ja havien estat préviament identificats mitjancant
HPLC (veure Apartat anterior), la utilitzaci6 de cromatografia liquida acoblada a
espectrometria de masses (LC-MS/MS) va permetre confirmar-ne la seva identificacio.
Amb aguesta técnica més resolutiva es va detectar un mgjor nombre de pics per cada tipus
de carotenoide, malgrat que €els isomers principals per cadascun d’ ells foren els mateixos
que es detectaren per HPLC.

Els carotenoides de I’ especie estudiada es van dividir en tres tipus principals (Figura 3.13).
En total es detectaren 11 pics, dels quals 8 foren identificats gracies al bon senyal generat
(Figura 3.13). Aquests pics es distribuiren en quatre grups. El primer i més abundant estava
congtituit per I'lsr, concretament per un isomer al-trans (pic 1) i un isomer 15-cis (pic 2).
El segon grup estava format per un isomer all-trans (pic 3) i dosisomerscis (pics4 i 5) del
b-1sr. El tercer grup estava format per un isomer all-trans (pic 6) i dos isomerscis (pics 7 i
8) del b-Car. Finament, en e darrer grup, es detecta un isomer all-trans i dos isomers cis
d un caroté no identificat i que mostrava una polaritat més elevada (pics 9-11). A la Taula
3.4 es recullen els pesos moleculars dels diferents carotenoides detectats, aixi com €l
nombre i tipus d'isomers per cadascun d'ells. Atés que sembla clar que Chl.
phaeobacteroides CL 1401 presentava diferents isomers, per cada tipus de carotenoide, es
va decidir redlitzar una serie d estudis encaminats a esbrinar s agquests isomers eren
realment congtitutius de I'aparell fotosintétic o bé eren artefactes generats durant la

manipulacio de les mostres.
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Figura 3.13. Cromatograma, enregistrat a 453 nm, d’ un extracte de Chl. phaeobacteroides CL 1401, analitzat
posteriorment per APCI-LC-MS. Identificacio: (1) al-translsr, (2)15-cis Isr, (3) all-transb-Isr, (4) cisb-Isr,
(5) 15-cisb-Isr, (6) al-transb-caroté, (7) cis b-carote, (8) 15-cis b-caroté, (9) all-trans caroté no identificat,

(10) ciscaroté no identificat i (11) 15-cis caroté no identificat.

Figure 3.13. HPLC trace of the carotenoid extract from Chl. phaeobacteroides CL1401. This extract was
further analysed by APCI-LC-MS. Carotenoids were detected at 453 nm. Peak identification: (1) dl-trans
Isr, (2) 15-cis Isr, (3) dl-trans b-lsr, (4) 15-cis b-Isr, (5) 15-cis b-Isr, (6) al-trans b-carotene, (7) cisb-
carotene, (8) 15-cis b-carotene, (9) dl-trans unidentified carotene, (10) cis unidentified carotene and (11)
15-cis unidentified carotene.
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Taula 3.4. Pes molecular i nombrei tipus d’isomers dels carotenoides procedents de I’ extracte de Chl.
phaeobacteroides CL 1401 analitzat per APCI-LC-MS. A ladltima columnas'indiquen les figures
corresponents al’ espectre de masses de cada carotenoide.

Table 3.4. Molecular weight, number and type of isomers of the main carotenoids from Chl.
phaeobacteroides CL 1401 analised by APCI-LC-MS. The last column indicates the figures where the mass
spectra of theidentified peaks are shown.

N° pic Carotenoide [M+H]" Espectre de masses
1 all-trans Isr 528 +1 Fig. 3.14 (pag.92)
2 15-cis Isr 528 +1 Fig. 3.15 (pag.93)
3 all-trans b-Isr 532 +1 Fig. 3.16 (pag.94)
4 cis b-Isr 532 +1
5 15-cis b-Isr 532 +1 Fig. 3.17 (pag.95)
6 all-trans b-Caroté 535 +1

Fig. 3.18 (pag.96)
7 cis b-Carote 535+ 1
8 15-cis b-Caroté 535 +1 Fig. 3.19 (pag.97)
9-11 Car no identificat 537 +1

Les figures 3.14-3.19 corresponen als espectres de masses obtinguts per cadascun dels pics
detectats. Per cadascun dels isomers, i degut a la técnica d' espectrometria de masses
emprada (Apartat 2.5) es van obtenir tres tipus d’ espectres. en el primer (MS1) es mostra
I” abundancia relativa de les molecul es protonades obtingudes després de laionitzacio de la
mostra. A partir de la fragmentacid d’ aquestes molécules s obtenia € segon espectre de
masses (MS2), en el qual es mostra I’ abundancia dels fragments obtinguts. En € tercer
espectre (MS3) es mostra I’ dbundancia del's fragments generats a partir de la fragmentacio
de la particula més abundant obtinguda després del primer trencament de la molecula. Tot |
que en a cas que ens ocupa |'espectre MS1 va ser suficient per a la identificacio de les
molécules analitzades, ja que & pes molecular dels carotenoides dels GSB ja ha estat
préviament determinat, la informaci6 proprocionada pels altres dos espectres (MS2 i M S3)
pot ser, en alguns casos, d'utilitat alhora didentificar molécules de pes molecular

desconegut.
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Figura 3.14. Espectres de masses del all-trans|sr (Pic 1, Figura 3.13). MS1: abundancia de les molecules
protonades. M S2: abundancia relativa dels fragments obtinguts després de la fragmentacié del m/z 529. M S3:
fragments obtinguts després de la fragmentaci6 del fragment m/z 409.

Figure 3.14. Mass spectra of the all-trans Isr (peak 1in Fig. 3.13). Full MSL1 shows the protonated

molecules. Full MS2 shows the relative abundance of the fragments obtained after the fragmentation of m/z
529. Full MS3 corresponds to the fragments obtained after the fragmentation of m/z 409.
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Figura 3.15. Espectres de masses del 15-cislsr (Pic 2, Figura3.13). MSL1: abundancia de les molécules
protonades. M S2: abundanciarelativa dels fragments obtinguts després de la fragmentaci6 del m/z 529. M S3:

fragments obtinguts després de la fragmentaci6 del f

Figure 3.15. Mass spectrum of the 15-cis Isr (peak 2 in Fig. 3.13). Full MS1 shows the protonated

ragment m/ z 409.

molecules. Full MS2 shows the relative abundance of the fragments obtained after the fragmentation of m/z
529. Full MS3 corresponds to the fragments obtained after the fragmentation of m/z 409.
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Figure 3.16. Espectres de masses del all-transb

-lsr (Pic 3, Figura 3.13). MS1: abundancia de les molécules

protonades. M S2: abundanciarelativa dels fragments obtinguts després de la fragmentacié del m/z 533. M S3:
fragments obtinguts després de la fragmentaci6 del fragment m/z 413.

Figure 3.16. Mass spectra of the all-trans b-Is (peak 3in Fig. 3.13). Full MS1 shows the protonated
molecules. Full MS2 shows the relative abundance of the fragments obtained after the fragmentation of m/z
533. Full MS3 corresponds to the fragments obtained after the fragmentation of m/z 413.
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Figure 3.17. Espectres de masses del 15-cis b-Isr (Pic 5, Figura 3.13). M S1: abundancia de les molécules
protonades. M S2: abundancia relativa dels fragments obtinguts després de la fragmentacié del m/z 533. M S3:
fragments obtinguts després de la fragmentaci6 del fragment m/z 409.

Figure 3.17. Mass spectra of the 15-cis b-lsr(peak 5 in Fig. 3.13). Full MS shows the protonated molecules.
Full MS2 shows the relative abundance of the fragments obtained after the fragmentation of m/z 533. Full
MS3 corresponds to the fragments obtained after the fragmentation of m/z 409.
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Figure 3.18. Espectres de masses del all-transb-Car (Pic 6, Figura 3.13). MS1: abundancia de les molécules
protonades. M S2: abundancia relativa dels fragments obtinguts després de la fragmentaci6é del m/z 537. M S3:
fragments obtinguts després de la fragmentacio del fragment m/z 413.

Figure 3.18.. Mass spectra of the all -trans b-Car (peak 6 in Fig. 3.13). Full MS1 shows the protonated
molecules. Full MS2 shows the relative abundance of the fragments obtained after the fragmentation of m/z
537. Full MS3 corresponds to the fragments obtained after the fragmentation of m/z 413.
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Figure 3.19. Espectres de masses del 15-cis b-Car (Pic 8, Figura 3.13). MS1: abundancia de les molécules
protonades. M S2: abundancia relativa dels fragments obtinguts després de la fragmentaci6 del m/z 537. M S3:

fragments obtinguts després de la fragmentaci6 del fragment m/z 401.

Figure 3.19. Mass spectra of the 15-cis b-Car (peak 8 in Fig. 3.13). Full MS shows the protonated

molecules. Full MS2 shows the relative abundance of the fragments obtained after the fragmentation of nvz

537. Full MS3 corresponds to the fragments obtained after the fragmentation of m/z 401.
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3.2.3. Variacions gquantitatives en el contingut d’isomers dels carotenoides de les
espéecies marrons deBacteris Verds del Sofre

Un dels objectius que es van plantgjar en un principi fou e de determinar s la
diversitat d’'isomers dels principals carotenoides en GSB era constitutiva de I’ especie
bacteriana en qlestio, o bé era un artefacte produit durant I’ extraccié dels pigments i
posterior manipulacié de la mostra. Aixo era d’ especial interes per la correcta interpretacio
dels experiments de fisiologia realitzats posteriorment amb diferents especies de GSB
(Capitol 4). Per aguest motiu es va dissenyar un protocol experimental (detallat enl’ apartat
2.6) per analitzar possibles canvis en la composicié d’isomers dels principals carotenoides

de les especies estudiades.

En primer lloc es va comprovar s tant les BCls com els carotenoides es veien afectats
qualitativament i quantitativament després d’ exposicions continuades (desde 0 finsa 12 h)

alallum (80 mmols m2 s2).

A nivell qualitatiu els espectres d absorcio, tant de BCl e com de carotenoides, no
presentaren canvis pel que fa als maxims d'absorcié. A nivell quantitatiu, en canvi, es va
evidenciar una reducci6 aparent en el contingut de BCl e a partir dels 30 minuts. En aquest
temps e percentatge de perdues de BCl e fou del 60 % (Figura 3.20). A partir de 4 h
d'incubacio totala BCl e havia desaparegut. Pels carotenoides, en canvi, aquesta reduccio
fou discretai € valor més elevat de pérdues fou del 30 % després de 12 h d’ exposicio ales
mateixes condicions luminiques. La taxa de degradacio de la BCl e, calculada a partir
d gjustar les dades experimentals a una corba exponencial negativa, fou de 0,03 nmols I*
min . La concentracié de carotenoides, en canvi, no va arribar a desaparéixer al llarg de
les 12 h d'incubacio alallum.

En condicions de foscor, d' altra banda, tant |a concentracié de BCl e com la de Car foren

constants després de mantenir I’ extracte fins a 12 h preservat de la llum (Figura 3.21).
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Figura 3.20. Concentracié (mM) de BCl e (®) i Car (O) durant laincubaci6 de I’ extracte de
Chl.phaeobacteroides CL 1401 sota condicions d'il-luminacié (80 nmols m 2 S_l). El valor deK éslataxa de
degradaci6 delaBCl e.

Figure 3.20. BChle (®) and Car (O) concentration (mM) changes during the incubation of a
Chl.phaeobacteroides CL1401 pigment extract at 80 mmol m= S * for 12 hours. K is the degradation rate of

BChl e.
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Figura 3.21. Concentracié (miv) de BCl e (®)i Car (O) durant laincubaci6 de |’ extracte de
Chl.phaeobacteroides CL 1401 sota condicions de foscor.

Figure3.21. BChle (®) and Car (O) concentration (mM) changes during the incubation of a
Chl.phaeobacteroides CL 1401 pigment extract in the dark.
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A partir d’aguests assgjos també es calcularen les relacions trans/cis pels principals
carotenoides de Chl. phaeobacteroides CL1401 (lsr, b-ls i b-Car). Aquestes es
mantingueren practicament constants al llarg de les 12 h d'incubacié sota les dues
condicions assgjades i practicament no s observaren canvis entre llum i foscor (Taula 3.5).
A la Figura 3.22 es pot observar I’evolucio constant de les relacions trang/cis pels

carotenoides més abundants, Isr i b-lsr, ales espécies marrons de GSB.

Taula 35. Vaor mitjade les relacionstrans/cis, calculat després de mantenir durant 12 h un extracte de Chl.
phaeobacteroides CL 1401 sota condicions de llum (80 nmols m2 s2) i de foscor.

Table 3.5. Average trang/cis ratios calculated after a 12 h incubation of pigmentt extract of Chl.
phaeobacteroides CL1401 under light and dark conditions.

LLUM FOSCOR
Isr trans/cis 2,53 3,12
b-Isr trans/cis 1,93 2,93

b-Car trans/cis 3,24 3,69
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Figura 3.22. Relacions molars entre elsisomers (trans/cis) del’lsr (A) i del b-1sr (B) després de laincubacié
dels extractes de Chl. phaeobacteroides CL1401 alallum (O) i alafoscor (®).

Figure 3.22. Trans/cis ratios of the Isr (A) and the b-Isr (B) from a Chl. phaeobacteroides CL 1401 extract
after the incubation under light (O) and dark ( ®).

També es vadeterminar si I’ estat d'isomeritzacio dels diferents carotenoides es veia afectat
per I'estat d’ oxido-reduccio del medi, en agquest cas €l solvent utilitzat per I’ extraccid. Per

aixo es van afegir als extractes de Chl. phaeobacteroides CL 1401 diferents agents oxidants
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(dimetilsulfoxid i peroxid d hidrogen) i reductors (ascorbat sodic i ditionit sodic) per tal
d avaluar possibles canvis en I’ esmentada composicié dels isomers.

D’entre tots els agents assgjats només € ditionit sodic (10 mM) va induir canvis en la
composicié d'isomers respecte I’ extracte control. El ditionit sodic, utilitzat en experiments
de transferéncia d’ energia pel seu caracter reductor, va causar unes pérdues del 97,8 % en
el casdelaBCl ei del 80,8 % en e cas dels carotenoides, després d’incubar el's extractes
durant 2 h a les fosques emprant-1o a una concentracié de 10 mM (Taula 3.6). També les
relacions trang/cis calculades pels principals carotenoides foren practicament equivalents
entre la mostra control i les mostres tractades amb tots els agents assajats, excepte les que
foren incubades amb ditionit sodic 10 mM (Taula 3.7).

Taula 3.6. Perdues de pigments (en %) obtingudes després d’incubar durant 2 h, en condicions de foscor, un
extracte de Chl. phaeobacteroides CL 1401 amb diferents agents oxidants i reductors (concentraci6 de 10
mM). DM SO: dimetilsulfoxid, H,O,: peroxid d hidrogen, AA: &cid ascorbic i DS: ditionit sodic.

Table 3.6. Pigment losses (in %) of the extract of Chl. phaeobacteroides CL 1401 after 2 hours of dark
incubaton under oxidising and reducing conditions. All treatments were performed at a final concentration
of 10 mM. DMSO: dimethylsulfoxide, H,O,: hydrogen peroxide, AA: ascorbic acid and DS sodium

dithionite.
Agent Condicions Pérdues BCI e (%) Pérdues Car (%)
Control 0 0
DMSO oxidants 12,1+ 3,65 15,5+ 0,70
H20, oxidants 8,9 +2,35 155+ 1,17
AA reductores 8,1+1,75 10,6 £ 0,39

DS reductores 97,8+ 0,84 80,8 + 2,03




104 Estudi dels Carotenoides en especies marrons de GSB

Taula 3.7. Relacions molars (trans/cis) dels carotenoides de Chlorobium phaeobacteroides CL1401 amb els
diferents tractaments aplicats. L es incubacions amb tots els agentsassajats foren de 2 h en condicions de
foscor. DM SO: dimetilsulfoxid, H,O,: peroxid d  hidrogen, AA: acid ascorbici DS: ditionit sodic.

Table 3.7. Trans/cis ratios of carotenoids from Chlorobium phaeobacteroides CL1401 after the different
treatments applied. The incubations were performed in the dark for 2 h. DMSO: dimethylsulfoxide, H,O.:
hydrogen peroxide, AA: ascorbic acid and DS sodium dithionite.

Tractament Isr (trans/cis) b-Isr (trans/cis) b-Carote_:ne
(trans/cis)
Control 31 35 3,7
DMSO 3,1+0,05 2,8+0,09 4,1+1,12
H.0; 2,5+0,19 2,4+0,29 2,7+0,19
AA 3,1+0,01 3,2+0,05 5,4+0,45
DS 1,3+0,01 1,1+£0,00 2,0+0,64

Ates que I’ addicié de ditionit sodic alterava drasticament la concentracié de pigments, es
va reditzar una cinética de desaparicié dels pigments a llarg del temps emprant una
concentracié final d aquest agent de 10 mM. EIl temps d’'incubacié necessari perqué €l
ditionit sodic reduis enun 50 % (tso) € contingut de pigments, fou de 5 min, tant per la
BCl e com pels Car (Figura 3.23). A més, també es va calcular la concentracio de ditionit
sodic necessaria per disminuir en un 50 % el contingut de pigments, obtenint-se un valor

de 5 mM, que fou també comu per laBCl ei pels carotenoides (Figura 3.24).

Paral-lelament, I'assaig amb els diferents agents oxidants i reductors es va reditzar
mantenint els extractes en condicions d’il-luminacio, per tal d avaluar I’ efecte combinat de
les condicions d oxido-reduccié i d'il-luminacid. Les incubacions en aguest cas foren
també de dues hores, periode després del qual les perdues de BCl e van ser
significativament superiors a les obtingudes en condicions de foscor (Taula 3.8). Pels
carotenoides, en canvi, les pérdues sota ambdues condicions luminiques foren practicamet
equivalents. Les relacions trang/cis, d’ altra banda, també foren notablement diferents entre
el control i e tractament amb ditionit sddic, mentre que per la resta d' agents assgjats, les

diferencies foren poc pronunciades (Taula 3.9).
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Figura 3.23. Concentracié ("M) de BCl e total (®) i de Car (O) durant 12 h d’incubacié en condicions de
foscor d'un extracte de Chl. phaeobacteroides CL 1401 amb una concentraci6 de ditionit sodic (DS) 10 mM.
El valor de K éslataxa de degradaci6 delaBCl e.

Figure 3.23. Concentration (M) of total BChl e (®) and Car (O) ina Ch. phaeobacteroides CL 1401
extract after incubation for 12 hoursin the dark with 10 mM sodium dithionite. K isthe degradation rate of
BChl e disappear.
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Figura 3.24. Concentracié (nM) de BCI e total (barres negres) i Car (barres blanques) durant 2 h
d’incubaci6 en condicions de foscor d’ un extracte de Chl. phaeobacteroides CL 1401 amb diferents
concentracions de ditionit sodic.

Figure 3.24. Concentration (niM) of total BChl e (blackbars) and Car (whitebars) ina Chl.
phaeobacteroides CL1401 extract after incubation for 2 hoursin the dark with different sodium dithionite
concentrations.
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Taula 3.8. Perdues de pigments (en %) obtingudes després d’incubar en condicions d’il-luminacié durant 2 h

un extracte de Chl. phaeobacteroides CL1401 amb diferents agents oxidants i reductors. En tots els casosla

concentraci6 assgjadafou de 10 mM . DM SO: dinetilsulfoxid, H,O,: peroxid d  hidrogen, AA: &cid ascorbic i
DS: ditionit sodic.

Table 3.8. Pigment losses (in %) in an extract of Chl. phaeobacteroides CL 1401 after 2 hours of incubaton,
in thelight, under oxidising and reducing conditions. All the treatments were performed at a final
concentration of 120 mM. DMSO: dimehtylsulfoxide, H,O,: hydrogen peroxide, AA: ascorbic acid and DS
sodium dithionite.

Agent Condicions Pérdues BCl e (%) Perdues Car (%)
Control 0 0
DMSO oxidants 73,2+ 1,54 18,3+ 0,94
H20, oxidants 67,8+ 1,19 18,1+1,01
AA reductores 959,5+0,74 15,3+2,34
DS reductores 90,6 + 0,45 80,2 + 0,47

Taula 3.9. Relacions molars (trans/cis) dels carotenoides de Chlorobium phaeobacteroides CL1401 amb els
diferents tractaments aplicats. El periode d'incubacio en tots els casosfoude 2 h i en condicions
d'il-luminacié. DM SO: dimetilsulfoxid, H,O,: peroxid d’ hidrogen, AA: acid ascorbici DS: ditionit sodic.

Table 3.9. Trans/cisratios of carotenoids from Chlorobium phaeobacteroides CL1401 after the different
treatments. Incubations were performed in the light for 2 h. DMSO: dimethylsulfoxide, H,O,: hydrogen
peroxide, AA: ascorbic acid and DS sodium dithionite.

Tractament Isr (trans/cis) b-Isr (trans/cis) b-Carotgne
(trans/cis)
Control 31 35 3,7
DMSO 2,9+0,02 3,0£0,44 4,1+0,03
H,O, 2,7+0,06 3,1+£0,44 3,5+0,03
AA 3,2+0,06 3,0£0,01 4,8 +0,37

DS 1,2+0,02 1,1+0,01 2,4+0,43
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3.2.4. Aplicacions del métode desenvolupat. Analisi pigmentaria en sediments

lacustres antics de la zona de Banyoles

Les analisis cromatografiques de les mostres de sediments lacustres obtinguts a la
bobila d'Ordis (veure Apartat 2.4.5.1) varen revelar la presencia de dos grans tipus de
pigments fotosintétics. Degut a la complexitat associada a aquestes mostres I’andlisi es va
reditzar utilitzant e metode NP. Com a pigments mgoritaris es varen detectar
carotenoides, tant algals com bacterians, mentre que també es trobaren restes de BCl e
derivats de la mateixa tot i que en quantitats traca A més, per millorar la detecci6 i
identificacio dels derivats de BCl e esva redlitzar una nova modificacio del métode de
Borrego i Garcia-Gil (1994) (metode DB, Apartat 2.4.5.3 de Materia i Métodes) que va
permetre resoldre la gran quantitat de derivats detectats.

Pel que fa as carotenoides es van observar tres grups amb polaritats clarament
diferenciades (Figura 3.25 i Taula 3.10). Els dos primers grups corresponien a xantofil -les
algals, mentre que € tercer corresponia a carotenoides bacterians, concretament a aril-

carotenoi des possiblement associats a espécies marrons de GSB.
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Figura3.25 Cromatogramaenregistrat a453 nm obtingut a partir de I’ extracte de pigmentsobtingut dels
sediments delabdbilad’ Ordis. Identificacio: (1) auroxantina (433 nm), (2) anteraxanting, (3) luteina, (4)
zeaxanting, (5) cis-zeaxantina, (6) cantaxantina, (7) b-criptoxantina diepoxid, (8) Okn, (9) b-criptoxantina
monoepoxid, (10) criptoxanting, (11) all-trans Isr, (12) cislsr, (13) al-transb-Isr, (14) cisb-Isr, (15) all-trans
b-Car (16) cisb-Car.

Figure 3.25. HPLC trace of the pigments extracted from the ancient sediment collected at the Ordis quarry.
Identification: (1) auroxanthin (433 nm), (2) antheraxanthin, (3) lutein, (4) zeaxanthin, (5) cis-zeaxanthin,
(6) canthaxanthin, (7) diepoxide b-cryptoxanthin, (8) Okn, (9) monoepoxide b-cryptoxanthin, (10)
cryptoxanthin, (11) dl-translsr, (12) cis Isr, (13) dl-trans b-Isr, (14) cisb-Isr, (15) dl-trans b-carotene and
(16) cis b-carotene. Detection was set at 453 nm (solid line).
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Taula 3.10. Composici6 i tg pels carotenoides identificats. En tots el's casos, excepte per I'auroxantina (I mac
433 nm), el canal de detecciéfou a 453 nm.

Table 3.10. Composition and retention time of the identified carotenoids. For all of them, except for the
auroxanthin (I nax= 433 nm), the detection channel was set at 453 nm.

Pigment tr(Min) [Carl(nyg™)  [Car](%)
Dihidroxi-carotenoides i epoxids de 21.4-36.9 3,38 50
xantofil-les
auroxantina 21,4 0,01 -
anteraxantina 28,8 0,47 -
luteina 30,6 0,29 -
Zeaxantina 31,0 0,69 -
Monohidroxi- i monooxo-carotenoides  43,4-49,8 0,85 10-11
b-criptoxantina diepoxid 43,4 0,11 -
okenona 45,2 0,12 2
b-criptoxantina monoepox. 46,5 0,04 -
a-criptoxantina 46,8 0,03 -
b-criptoxantina 47,5 0,07 -
Carotenoides no polars 53,1-62,7 2,45 38
all-trans Isr 53,1 1,36 -
cis Isr 54,1 0,71 -
all-trans b-Isr 56,8 0,17 -
cis b-lsr 57,9 0,05 -
all-trans a-carote 60,5 0,02 -
all-trans b-carote 61,4 0,12 -
cis b-carote 62,7 0,02 -

"El coeficient d'extincié (I molcm) que fou utilitzat per la determinacié de la concentracié dels
carotenoides detectats va ser 140.000, excepte per I'auroxantina (111.000), per I'Okn (134.100) i per I'lsr i €
b-lsr (107.000) (Britton, 1995; Borrego et al., 1999).

El primer grup de carotenoides, més polar, era eluit entre els minuts 21 i 37 i fou el
majoritari, representant un 50 % del total (Taula 3.10). En aquest grup s'incloien epoxids
de xantofil -les, dihidroxi-carotenoides i dioxo-carotenoides, i en principi es van catalogar

com a carotenoides d'origen algal, possiblement de Dinoficies (Kingsley, 1989). El primer
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pigment d'aquest grup, € meés polar de la carrera cromatografica, es va identificar com a
auroxantina (5,8,5',8'-diepoxid-7,8,7',8'-tetrahidro-beta- caroté-3,3'-diol), amb un tg de 21,4
minuts i un maxim d'absorcié a 433 nm. Aquest carotenoide es caracteritzava per presentar
7 dobles enllacos conjugats, propietats espectroscopiques que recordaven a un precursor
del z-carote i els seus maxims d'absorcié eren a 385, 409 i 434 nm, definint una estructura
fina caracteritzada per tres pics, e tercer dels quals va ser e dominant (Figura 3.26).
L'anteraxartina (tr = 28,8 min), la luteina (tr = 30,6 min) i la zeaxantina (tr = 31,0 min)
també pertanyien a aquest primer grup (Figura 3.26). La resta de pics no es van identificar
degut o bé a un solapament critic amb productes de degradacio de la BCl e, ala seva poca
abundancia (presents en traces) o a la impossibilitat d'assignar € tipus de conformacio cis

(di-ciso paoli-cis).

434
409

385
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Figura 3.26. Espectres d'absorcio, detectats a453 nm (433 pel pic d'auroxantina) dels
principals pics (Figura 3.25) identificats en el primer grup de carotenoides. Identificacio: (1)
auroxantina, (2) anteraxantina, (3) luteinai (4) zeaxantina.

Figure 3.26. Absorption spectra, recorded at 453 nm (433 nm for auroxanthin) of the main
identified peaksin thefirst group of carotenoids (Figure 3.25). Identification: (1) auroxanthin,
(2) anteraxanthin, (3) lutein and (4) zeaxanthin.

El segon grup, presumiblement també d'origen agal, va aparéixer entre els minuts 43 i el
50 i estava format per monohidroxi-carotenoides, monooxo-carotenoides i epoxids de
carotens. Representaven entre e 10 i I'11 % del total de carotenoides detectats. Alguns

d'ells van ser identificats com a xantofil-les de criptoficies (Kingsey, 1989): criptoxantina
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diepoxid (tr = 43,4 min), criptoxantina monoepoxid (tr = 46,5 min), a-criptoxantina (tr =
46,8 min) i b-criptoxantina (tr = 47,5 min). Dins €l temps de carrera d'aquest segon grup
també es va identificar Okn (r = 45,2 min), carotenoide tipic dels bacteris vermells del

sofre, tot i que tan sols representava entre un 1,8 i un 2 % dels carotenoides totals.

Finalment, en &l grup més apolar de carotenoides, que representava un 38 % del total, es
van agrupar carotenoides tant d'origen bacteria com algal. D'una banda es van poder
identificar aril-carotenoides normalment associats a les soques marrons dels GSB: all-trans
Isr (tr= 53,1 min), cislsr (tr= 54,1 min), adl-transb-ls (tr = 56,8 min), cisb-Isr (tr=57,9
min) (Figura 3.27). Els carotenoides més apolars de la carrera cromatografica podien tenir

unorigen tant bacteria com algal. Aquests carotenoides foren el al-trans a-caroté (tr =

60,5 min), al-trans b-carote (tr = 61,4 min) i cis b-caroté (tr =63,1).

Els isdmers cis de tots aguests carotenoides foren facilment identificats gracies a pic cis
que presentaven alaregio ultraviolada (300-350 nm), laintensitat del qual permetia deduir
la seva posicio central (15-cis) (Britton, 1995). D'atres isomers tipus cis varen ser detectats
en petites quantitats tot i que no es va poder determinar en quina posicié de la molecula es

trobava el doble enllag responsable de latorsio de I'estructura.
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Figura 3.27. Espectres d'absorcio dels principal s carotenoides trobats als sediments. Els
numeros dels espectres corresponen als pics 11-14 de la Figura 3.25. Identificaci6: (11) all-

translsr, (12) cislsr, (13) all-transb-Isr i (14) cis-Isr.

Figure 3.27. Absorption spectra of the main carotenoids found in the sediments. Spectra
numbering correspond to peaks numbers 11-14 in Figure 3.25. Identification: (11) al-trans
Isr, (12) cis Isr, (13) dl-trans b-1sr i (14) cis-lsr.
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LaBCl ei els seus derivats es van detectar a 473 nm (Figura 3.28), excepte les BPheb, €l

maxim d'absorcio de les quals es trobava a 448 nm (Figura 3.29). Laidentificacié d'aguests
pics (Taula 3.11), presents en quantitats traca als sediments, va ser possible gracies a
I'obtencio artificial de patrons moleculars (veure Aparat 2.4.5.4 de Materia i Métodes) que
van permetre comparar tant els seus espectres d'absorcié com els seus tr. Aquests
productes de degradacié de la BCl e presentaven el mateix espectre d'absorcié que el

pigment original, ja que I'alcohol esterificat en € carboni 17 no intervé en I'absorcié de la
molecula. Els tg, en canvi, i donada la perdua de I'esmentat alcohol, eren inferiors als de la
BCl e. D'atres productes de degradacio, possiblement de clorofil-les algals, es trobaven
presents a Ilarg de gairebé tota la carrera cromatografica, tot i que la seva identificacio va
ser impossible degut a la seva presencia gairebé residual i a seu solapament critic amb els

pics dels carotenoides principals.

BCle.
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Figura 3.28. Cromatograma corresponent alspicsdelaBCl e (G-J) i els seus derivats presents al's sediments.
El canal de detecci6 fou 473 nm (linia continua), excepte per les BPheb (D-F), amb un maxim d'absorci6 a
448 nm (linia discontinua).

Figure3.28. HPLC trace of BChl e peaks (G-J) and derivatives detected in the sediment. Detection channel
was 473 nm (solid line), except for BPheb (D-F), that was448 nm (dashed line).
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Figura 3.29. Espectres d'absorcio dels picsde BCl e i dels seus derivats mostrats ala Figura 3.28.
Identificacié: (C) BCldae, (D) BPhebi (J) BCl er.

Figure 3.29. Absorption spectra of BCI e peaks and derivatives shown in Figure 3.28.
Identification: (C) BClda e, (D) BPheb and (J) BCl &-.

Taula 3.11. Concentraci@i tr de laBCl e i derivats. El canal de deteccié fou 473 nm, excepte per la
identificacid de les BPheb (448 nm).

Table 3.11. Concentration and tg of BChl e and derivatives. Detection channel was at 473 nm, except for
BPheb identification (448 nm).

tr (Min) [BCI] (g g™)
BClda ey -
[Pr,E] BCldaey 194
[I,E] BClda en 21,3
[N,E] BClda ey 22,0
BPheb -
[E,E] BPhe ey -
[Pr,E] BPhe ey 25,5
[I,E] BPhe ey 26,8
[N,E] BPhe ey 27,9
BCl er 0,15
[E,E] BCl ef 35,2
[Pr,E] BCl e 35,7
[I,E] BCl ef 36,2
[N,E] BCl e 36,8

El coeficient d'extincié molar emprat per la BCl e va ser 41.000 (Borrego et al., 1999).
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3.3. Discussio

3.3.1. Separacié de carotenoides de Bacteris Verds del Sofre per cromatografia

liquida d’alta resoluci6

Fins a moment el metode d' HPLC de fase reversa que ha permeés la caracteritzacio
d'un magor nombre de carotenoides, la maoria d origen bacteria, ha estat descrit per
Takaichi (2000). Amb aguest métode s aconsegueix, en 30 minuts de carrera
cromatografica, la separacio i identificacié d'uns 30 carotens. La separacio d aquests
pigments es dur a terme utilitzant una columna del tipus G, un gradient isocrétic i una

fase mobil que és una mescla d’ acetonitril, metanol i tetrahidrofura (58:35:7).

El métode dissenyat en agquest treball experimental per a extractes pre-purificats (Apartat
2.4.4) permet I'andlis dels carotenoides dels GSB en 45 minuts. La resolucié obtinguda és
comparable i en aguns casos millor a la que s obté amb metodes més complets i Ilargs
(Borrego i Garcia-Gil, 1994). A més, el protocol d’ extraccio i purificacio dels carotenoides
és notablement més senzill que I'utilitzat per Takaichi, amb el qua sOn necessaries
diferents etapes cromatografiques abans de disposar de |’ extracte de carotenoides. En el
nostre cas només és necessaria una etapa prévia de pre-purificaci6 amb columnes
daumina. Aquest tractament facilita la separacié i posterior analis qualitativa dels
carotenoides, amb la qual cosa sassoleix una millora notable en la separacié dels
carotenoides dels GSB, tot eliminant la interferéncia amb d altres pigments més polars.
Una dltra avantatge, paral-lela a I’ obtencié d’ una bona resoluci, rau en la reduccio dels tr
en relacié as metodes més llargs utilitzats tradicionalment per I'andis de les BCls
(Borrego i Garcia-Gil, 1994). Per tal de reduir ds tg dels carotenoides es va incrementar
I'apolaritat dels solvents, augmentant I'afinitat dels carotenoides per la fase mobil del
sistema. Un exemple concret és e cas de I'OH-Cbt i € grup del Chbt. Aquest dos grups
presenten tr relativament propersi amb € metode EP (extractes pre-purificats) la separacio

fou major que I’ obtinguda amb e métode NP (extractes no pre-purificats).

Tot i les avantatges €l nou métode cromatografic no permet I'analisi quantitativa degut a
les pérdues, en aquells carotenoides de caracter més polar (OH-Cht i derivats), causades
per la pre-purificacio. Malgrat que les condicions en les quals es van obtenir i injectar els
diferents extractes foren les mateixes (temperatura ambient, preservacio de la llum,
mateixes condicions i utillatge cromatografic) és possible considerar que aquest procés de

pre-purificacio pugui aterar I'estructura dels carotenoides sense modificar el seu espectre
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d'absorcid. De fet, Britton (1995) indica que I'alimina pot provocar transformacions en la
configuracié dels carotenoides en segons quines condicions. Aquests petits canvis en
I'estructura molecular podrien ser els responsables de I'elevada variabilitat obtinguda pels
tr d'aguns dels carotenoides, sobretot derivats de I'OH-Chbt, Isr i b-Isr, procedents dels
extractes pre-purificats (Taula 3.3). Magrat aixo, I'dlevat nombre disomers tipus cis
(Taula 3.12) tant pel Cbt com pel b-Isr detectats en totes les soques estudiades dificilment
pot considerar-se com un artefacte originat pel tractament amb alimina ja que aquests
isomers també apareixen en les mostres sense pre-purificar. Els pocs treballs on es fa
referencia a les formes cis en bacteris fotosintetics tenen a veure amb consideracions
funcionals, suggerint que aquests isOmers estarien relacionats amb funcions
fotoprotectores, trobant-se associats als CR, mentre que els isomers trans portarien a terme
funcions, majoritariament, com a pigments antena (Koyama i Fujii, 1999). No sha trobat
cap referencia bibliografica on es destaqui |'elevada proporcié de formes cis dins I'aparell
fotosintetic dels GSB. Per tot aix0, aguesta abundancia pot ser considerada notable des del
punt de vista composicional. Es per aguest motiu que part del treball de recerca
desenvolupat té en compte aquest aspecte, tot incidint també en determinar quins
parametres ambientals influeixen en la composicié dels isomers dels carotenoides, aixi
com aprofundir en e seu paper funcional dins el procés fotosintétic d'aguests

microorganismes (veure Capitol 4).

Pel que fa a I'aplicacio ddd métode NP (extractes no pre-purificats) destaca la bona
resolucio obtinguda pels carotenoides i la possibilitat d'analitzar de forma precisa les BCls.
L’atra gran avantatge d aquest metode és la poca variacio obtinguda en els tr dels pics

identificats, fet que facilitala posterior identificacio dels pigments.
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Taula 3.12. Abundanciarelativa (en %) dels principal s carotenoidesde | es especies de GSB estudiades.

Table 3.12. Relative abundance (in %) of the main carotenoids of the Green Sulfur Bacteria species

analyzed.
Espécie Carotenoide %
Chl. limicola UdG6038 all-trans Cbt 46,5
cis Cbt 28,6
15-cis Cbt 249
Chl. vibrioforme f. thiosulp. NCBI8327 all-trans Cbt 49,7
cis Cbt 34,9
15-cis Cbt 15,4
Chl. tepidum ATCC49652 all-trans Cbt 41,5
cis Cbt 37,2
15-cis Cbt 21,3
PId. clathratiforme UdG7504 all-trans Cbt 56,2
cis Cbt 33,7
15-cis Cbt 10,1
Chl. phaeobacteroides CL1401 all-trans Isr 50,4
cis-lIsr 20,0
all-trans b-Isr 21,5
cis b-lsr 8,10

Les diferéncies de resolucié entre ambdds metodes (EP i NP) son atribuides tant a la
diferénciaen els solvents emprats com al procés previ al qual sbn sotmeses les mostres
abans de ser injectades. La pre-purificacio a través de columnes d'alimina, que permet
I'eliminacio de les BCls, afecta també la resta de pigments de la mostra. Segons els
resultats per a les especies de GSB estudiades, aquest procés d'aillament permet obtenir
uns pics més ben definits per a alguns dels carotenoides (el Nrp n'és un bon exemple) que
no els obtinguts per a les mateixes mostres sense pre-purificar. EIl metode NP, en canvi, ha
estat aplicat quan es necessitava informacié detallada de la composicié i distribucio

d homolegs de les BCls 0 quan la complexitat de les mostres ho ha requerit. Les mostres
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complexes, ja siguin extractes de cultius o sediments, requereixen d'un metode d'analisi
suficientment complet com per assegurar I'elucio i identificacié de tots els pigments de la
mostra, tenint en compte les seves diferencies de polaritat. La injeccio de mostres sense
pre-purificar amb el metode EP implica per una banda el solapament entre els diferents
carotenoides i per I'atra una elucio conjunta de totes les BCls amb el frort del solvent. A
meés, tenint en compte que la resolucié que s obté amb € metode NP és molt elevada,
podem concloure que la utilitzacié d' aquest Ultim assegura uns resultats optims en tot tipus
de pigments fotosintétics, eucariotes i procariotes, i per tant, pot ser aplicat a una gran

varietat d'extractes pigmentaris.

Considerant la resolucié obtinguda en tots els extractes pigmentaris de les soques
analitzades és possible contemplar la possibilitat d'aplicar els nous métodes cromatografics
en futurs experiments de fisiologia i ecologia microbiana. D'aquesta manera, 1 gracies a
I'exhaustiva analisi tant qualitativa com quantitativa que se n’obté poden estudiar-se les
variacions en la composicié pigmentaria, especialment pel que fa as carotenoides, de
poblacions naturals i cultius de laboratori sotmesos a diferents condicions de creixement
(veure Capitol 4). A més, aguests estudis sobre els canvis en les proporcions dels
carotenoides poden dur-se a terme no tan sols amb els carotenoides majoritaris (Cbt en
especies verdesi Isr i b-Isr en les espécies marrons) sind també amb aquells carotenoides
minoritaris (Nrp en les espéecies verdes i b-Car en les marrons) gue dificilment poden ser

detectats amb els métodes cromatografics tradicionals.

Finalment es pot concloure que el's métodes dissenyats en aguest treball de recerca poden
ser considerats e punt de partida d'experiments, ja siguin bioquimics, fisiologics o
ecologics, que tinguin com a objectiu aprofundir en e coneixement funcional dels

carotenoides dels GSB, tal i com es mostra a Capitol 4.

3.3.2. Efecte de la llum i diferents agents quimics sobre les relacions molars trans/cis

dels car otenoides de les especies marrons de Bacteris Verds del Sofre

Treballs previs realitzats amb bacteris fotosintéetics descriuen funcions diferents pels
carotenoides segons la seva configuracié. Els isomers tipus trans durien a terme funcions
com a pigments antena, mentre que els isomers tipus cis estarien involucrats en processos

de fotoproteccié (Koyama i Fuijii, 1999). Un exemple concret és e cas de Chlorobium
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tepidum, dins e grup d’ espécies verdes de GSB, pel qual s haidentificat 15-cis 3-Car als
seus CR (Grazyna et al., 1998).

3.3.2.1 Fotosensibilitat

Els resultats del present capitol de lamemoria (Apartat 3.2.3) corroborarien el fet que
el contingut d'isomers, per cadascun dels carotenoides presents a les célul-les, és
congtitutiu d'aquestes i que per tant no son artefactes creats durant I'extraccio dels
pigments Aquesta afirmacio és basada en € fet que les concentracions de carotenoidesin
vitro es mantenen congtants al llarg del temps finsi tot en extractes sotmesos a condicions
d'il-luminacié. D’altra banda, les relacions molars entre isomers amb configuracio trans i
els isomers amb configuracio cis pel mateix cartenoide, son també constants a llarg del
temps, tot i que lleugerament inferiors quan els extractes es mantenen sota il-luminacié. En
aguest cas, la disminucié d’'isomers trans podria ser deguda a una reaccié espontania
afavorida per I’augment de temperatura ocasionada per la constant il-luminacié de la
mostra (80 pmols m? s%), de manera similar a qué ha estat descrit in vitro pel RCar
(Koyama i Fujii, 1999). Assgjos amb agquest carotenoide han demostrat que I’ augment de
temperatura afavoreix les reaccions d'isomeritzacié de les configuracions trans cap a les
formes isomeriques cis. A partir d’ aguests resultats podem assumir que canvis potencials
en les concentracions i/o proporcions entre el's isomers d’ un determinat carotenoide al llarg
del creixement bacteria son deguts a canvis fisiologics del microorganisme i consequiencia,
per tant, de la resposta de la cél-lula davant els canvis en les condicions de creixement
(veure Capital 4).

Paral lelament, els experiments redlitzats sota il-luminacié han permes evidenciar la
diferent sensibilitat a la llum entre les BCls i els carotenoides. Després de mantenir els
extractes 12 h a una intensitat luminica de 80 pmols m? s, les pérdues de carotenoides
foren del 30 %. En canvi les perdues de BCI foren del 100 % després de 4 h d’ exposicio

[uminica

Tot i que en el present experiment no s assgjaren diferents solvents d’ extraccio ni diferents
temperatures i es va utilitzar el mateix tipus de font luminica, sense canvis qualitatits ni
quantitatius de la mateixa, s ha de tenir present que la fotodegradacié dels pigments, tot i
que també depén de I’ estructura d’ aquests, varia depenent de les condicions a les quals es

troben sotmesos. Els factors que poden provocar canvis en la sensibilitat dels pigments
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davant la intensitat luminica son: la longitud d’ona ala qual es troba sotmés I’ extracte, el
tipus de solvent en € qual shan dissolt els pigments, la presencia d'oxigen i la
temperatura, tot i que aguesta Ultima sembla tenir menys efecte respecte els anteriors
parametres (Mortensen i Skibsted, 1999).

En e cas que ens ocupa, € sovent d extraccié va ser una mescla d’ acetona: metanol (7:2,
vol:val), solvent en € qual les molecules de BCl e es mantenen en estat monomeric. Sota
aguestes condicions, I’oxigen molecular present al medi (O., en estat singlet) és capac de
reaccionar amb les molécules de BCl e monomériques CBCI, en estat triplet), provocant
la seva degradacié. L’estat triplet dels carotenoides (3Car’), en canvi, i degut a qué
presenten un nivell energétic inferior a de I’oxigen molecular, no reacciona tan
espontaniament amb I’oxigen singlet com les molécules de BCl e, motiu pd qual els
carotenoides no son fotodegradats amb tanta facilitat com les molecules de BCl e
monomeériques. Treballs previs reditzats amb la mateixa soca marrdé emprada en aquests
experiments (Chl. phaeobacteroides CL1401) descriuen I’ efecte de I’ oxigen sobre la BCl
€, en estat monomeric, aixi com el seu comportament davant I’ oxigen en estat agregat. Els
autors d'aguest treball confirmen que els estat excitats de les molecules de BCl e
monomerica sdbn més susceptibles que les molécules de BCI e en estat agregat a reaccionar
amb |’ oxigen singlet. Per tant els agregats de BCl e que trobem in vivo o bé en extractes
aquosos in vitro son capagos d autoprotegir-se davant la preséencia d’ oxigen (Arellano et
al., 2002).

3.3.2.2. Senghilitat a agents oxidants i reductors

Tant la concentracié de pigments com les proporcions trans/cis dels carotenoides,
no es van veure afectades per I'addicio de diferents agents quimics oxidants
(dimetilsulfoxid i peroxid d’ hidrogen) o reductors (acid ascorbic) (Apartat 3.2.3). Mencio a
part mereix |’ efecte del ditionit sodic, ja que I’ addicié d’ aguest agent reductor va ocasionar
perdues de quasi € 90 %, tant de BCls com de carotenoides. Aquesta disminucié en la
concentracié de pigments, i també en les relacions trang/cis dels carotenoides, respon,
d una banda, a la reduccié dels enllacos p de I'anell tetrapirrdlic de les BCls i, d'dtra
banda, a la reduccié dels dobles enllacos del sistema conjugat dels carotenoides per part
del ditionit sodic (Arellano, comunicacié personal). Augmentant el temps d’ incubacié amb

ditionit sodic es va aconseguir una eliminacio completa de les BCls. De fet, amb tan sols 5
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min d’incubacié amb aquest agent, la reduccio del contingut de BCls fou gairebé completa.
Aix0 és degut probablement a I’ elevat potencial rédox que presenta e ditionit sodic (-527
mV) en relacio al de I’acid ascorbic (58 mV) (Fasman, 1976). Els carotenoides, en canvi,
tot i augmentar €l temps d’'incubaci6 i la concentracié del ditionit sodic no es van veure
afectats. Aquest fet indica clarament que les caracteristiques estructurals de les BClIsi els
carotenoides poden ser les responsables de la diferent sensibilitat davant |’efecte del
ditionit sodic.

Tenint en compte que la degradacié dels carotenoides per part del ditionit sodic no va
generar senyal en un rang d' absorbancia de 270 a 850 nm es pot suggerir que I’ efecte del
ditionit dic en els carotenoides seria el d’ocasionar € trencament de la molécula, o bé
provocar la reduccié del sistema de dobles enllagos conjugats que constitueixen el
cromofor. Una possible reduccio d’ aquests dobles enllagos seria la saturacio de la molécula
a partir de la incorporacié de grups hidroxil ©H). En ambdds casos no es formarien
estructures capaces d absorbir a les regions de |'espectre indicades ja que e propi

cromofor és el que es veu afectat pel tractament.

A partir d'aguests resultats s'assumeix que el processament de les mostres durant
I’extraccid dels pigments no té un efecte significatiu sobre la composicio, tant qualitativa
com quantitativa, delsisomerstrans i cis dels diferents carotenoides ni tampoc de les BCls,
sempre i quan les manipulacions es portin a terme en foscor i a temperatura ambient com
aixi haedtat a llarg de tot e treball. Aixi doncs, els possibles canvis que es detectin en la
composicié de pigments son consequéncia de la resposta de les cél-lules davant canvis en
les condicions de creixement (veure capitol seglient). Els esmentats canvis consistirien en
la desetabilitzacio del cromofor i, per tant, en la conseqlent perdua de la capacitat

d absorbir la llum.

3.3.3. Andlisi de pigmentsfossils en sediments

L'andlis de pigments readlitzat a partir de mostres de sediments antics aporta nova
informaci6 sobre I'existéncia d'un antic sistema lacustre, ampliament estudiat a partir de la
terrassa d'Usall- Espolla descrita per Sabaris (1957, 1958), situat a |I'area mostrejada de
Banyoles.



3. Métodes d' aillament i caracteritzaci6 dels Carotenoides de GSB 121

El material sedimentari de la bobila Ordis correspon a diposits argilosos, ubicats sota les
formacions calcaries del Pla dUsall, que es troben en contacte amb micrites negres del

Waalia com a consegiiencia de processos tectonics (Leroy, 1988). Les troballes de fauna
lacustre de l'esmentada terrassa no han estat les Uniques. Restes d'Hippopotamus
amphibius major, a novembre de 1968, han permés datar amb més precisié els materials
geologics dUsall-Espolla. Els pigments detectats poden associar-se, doncs, a poblacions
microbianes fotosintetiques existents a sistema lacustre objecte d'estudi durant €l periode
Wadlia del Pleistoceé inferior, fa aproximadament 1 milié d'anys. Aquest sistema lacustre
estaria més relacionat amb un episodi pantands local més que no pas a un fenomen lacustre
a gran escala com seria e que va originar |'estany de Banyoles (Bech, 1970). Aquest fet
implica que les condicions ambientals que han permeés la conservacié d'aquests pigments al
llarg de milers d'anys han estat suficientment estables com per permetre I'acumulacio i

proteccié dels pigments, tant algals com bacterians, sense una alteracid detectable de les

seves caracteristiques espectrals.

Tot i assumir una elevada estabilitat fisico-quimica dels sediments, no tots els pigments

fotosintetics poden conservar-se inaterats a llarg de grans periodes de temps.

D’acord amb €ls resultats i amb anteriors treballs (Zullig, 1989 i referéncies incloses) es
pot confirmar el caracter recalcitrant que presenten molts carotenoides, en comparacio ala
inestabilitat estructural de les BCls davant les agressions externes gque poden afectar el

material sedimentat (pH, temperatura, pressio).

En el nostre treball es van detectar petites quantitats de BCl e i productes de degradaci6 de
la mateixa, perd va ser impossible la identificacié de derivats de clorofil-les algals. Les
xantofil-les dgals, en canvi, van ser els pigments majoritaris de les mostres analitzades i
dels tres grups de carotenoides caracteritzats els dos primers corresponen a carotenoides
dorigen algal. El grup magoritari ha estat associat, segons els pics identificats, a
Dianoficies (Kingsley, 1989). Es tracta de dihidroxi-carotenoides i epoxids de xantofil-les
atament polars, motiu pel qual seluiren al'inici de la carrera cromatografica. L'altre grup
de carotenoides algals (monohidroxi- i monooxo-carotenoides) ha estat associat a
Criptoficies (Kingdey, 1989). Pel que fa a pigments de bacteris fototrofics, han estat
identificats, en base a seu espectre d'absorcid i tg, pics corresponents a carotenoides

d'espécies marrons de GSB.
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En base a aquestes identificacions es pot assumir que la preséncia de fitoplancton i
poblacions de GSB, concretament d’ espécies marrons, es remunta als origens del sistema
lacustre de la zona de Banyoles. Aix0 permet suggerir que els parametres fisico-quimics de
la cubeta ancestral fossin comparables als de les cubetes [11 i 1V de I’ estany de Banyoles
segons les referéncies existents (Garcia-Gil, 1990; Borrego, 1992; Borrego et al., 1993), i a
meés es mantinguessin forca constants al llarg de milers d’ anys. Bech (1970) va descriure €l
clima daguesta zona com a humit, temperat i constant, condicions favorables pel
manteniment del bosc caducifoli existent durant el Waalia a la zona de la bobila Ordis
(Leroy, 1986). La cubeta original hauria d'haver estat, per tant, de caracter meromictic,
amb una profunditat permanent de la quimioclina, ratllant els nivells fotics, per tal de
permetre |'existéncia de poblacions de GSB (espécies marrons segons les troballes
descrites en el present treball) ben establertes i amb preséncia de compostos reduits del

sofre, originats a partir de compostos de descomposicié microbiana en e sediment. Per
sobre la quimioclina, i en condicions aerobiques, sestablirien pressumiblement les
comunitats algals tal i com es dona en I'actualitat. D'altra banda, 1a detecci6 de traces d'Okn
permet suggerir també la presencia de Bacteris Vermells. Assumint un grau de conservacio
equivalent d'aquest carotenoide en relacié a's carotenoides dels GSB, es podria estimar que
la quimioclina en aquesta cubeta ancestral es va localitzar per sota els 14 metres, limit a
partir del qual I'activitat fototrofica a les cubetes 111 i 1V de I'estany de Banyoles es limita a
les espécies marrons de GSB, millor adaptades a les baixes intensitats de Ilum (Borrego et
al., 1993). La manca de carotenoides d'espécies verdes de GSB podria estar relacionada
amb |'abséncia d'aquestes especies en la cubeta ancestral, més que no pas amb una
completa degradacié d'aquest carotenoide. Dos observacions permeten reforcar aguesta
hipotesi, per una banda la similitud estructural entre I'lsr i e Cbt no permet suggerir

diferéncies importants en quant a una major resisténcia d'aquest darrer a la degradacio, i

per I'atra, fins ara mai shan detectat especies verdes congtituint poblacions estables a les
cubetes de I'estany (Garcia-Gil, 1990; Borrego, 1992; Borrego et al., 1993).

Tenint en compte I'antiguitat dels pigments fotosintetics estudiats, capacos de preservar-se
durant aproximadament 1 milié d'anys, és possible afirmar que la preséncia de poblacions
d'espécies marrons de GSB es remunta als origens del sistema lacustre primitiu, quelcom
extensible a I'estany de Banyoles, assumint les semblances existents entre algunes de les
cubetes (111 i 1V), situades a la part nord de I'estany (Borrego et al., 1993), i la cubeta
ancestral estudiada (situada a la zona de I’ actual bobila). Segons €ls resultats del present



3. Métodes d' aillament i caracteritzaci6 dels Carotenoides de GSB 123

estudi, per tant, seria factible assumir que les espécies marrons dels GSB existissin, a la
zona lacustre de Banyoles, a menys des ddl Pleistoce inferior, fa aproximadament 1 milio
d'anys. Per tal de confirmar I'origen dels pigments identificats com a lsr i b-lsr es proposa
analitzar el contingut de I'isdtop *C dels mateixos. Un enriquiment en aguest isotop
confirmaria la via de fixacio de CO;, és a dir, e cicle reductiu de I'acid tricarboxilic,
emprada pels GSB (Sirevag et al., 1977) i per tant el seu origen bacteria. Degut al'elevada
estabilitat dels pigments fotosintetics, s entén doncs que aquests pigments s utilitzin
rutinariament com a marcadors biologics, en aguest cas com a indicadors d’ episodis
d anoxiafotica (Summons i Powell, 1986; Sinninghe Damsté, 1993).

D'atres vies per a confirmar la procedéencia dels carotenoides estarien encaminades a
I'andis d'acids nucleics dels sediments. L'extracci6 d’ADN i posterior amplificacio
mitjancant la reaccié en cadena de la polimerasa permetria determinar € tipus de
poblacions fotosintétiques existents a la cubeta ancestral, assumint, d'una banda, la
dificultat d'extreure DNA apartir de mostres de sediments i, d'altra barda, les majors taxes
de degradacié dels acids nucleics respecte molecules amb esguelet hidrocarbonat (Coolen i
Overmann, 1998). Tenint en compte aquest precedent es va procedir a I'extraccié de
I’ADN, en col-laboraci6 amb e grup del Dr. Overmann (Universitat de Mdunich,
Alemanya). Malgrat els esforcos realitzats en aguest sentit no es va aconseguir recuperar
ADN dels sediments. Aixo podria ser consequiéncia o bé d’ una extraccié ineficag o també a
una major degradacié de I'’ADN respecte els carotenoides. Coolen i Overmann (1998)
també van observar que la relaci6 ADN/Okenona de sediments fossils de 11.000 anys
d'antiguitat, procedents del llac Mahoney (British Columbia, Canadd) fou de 2,7 ~ 107,
mentre que aquesta mateixa relacié prenia € valor d'1,4 en cel-lules intactes, evidenciant
que la taxa de degradacio de I' ADN en sediments antics, com €l's que ens ocupen, és molt
meés elevada que la corresponent al's carotenoides bacterians.



4. Estudis de fisiologia i adaptacio luminica




4. Estudis defisiologia i adaptacio luminica 127

4. Estudisdefisiologia i adaptacié luminica

4.1. Introduccio

L’ objectiu global d'aguesta part del treball va ser coneixer els mecanismes
d adaptacio, de diferents especies de Bacteris Verds del Sofre (GSB, de I'angles Green
Qulfur Bacteria) davant els @nvis en les condicions d'il-luminacid. Per assolir aquest
objectiu global I'estudi es va centrar, basicament, en dos aspectes. D’una banda, €ls
experiments es redlitzaren per confirmar les funcions dels carotenoides a |’ aparell
fotosintétic dels GSB, tenint en compte €l's Ultims treballs publicats amb especies marrons
d aquest grup bacteria, i d’'atra banda s analitza I’ adaptacié de I'aparell fotosintetic, a
baixes intensitats de [lum, a partir de les variacions del nombre de centres de reaccio (CR)

presents per clorosoma.

4.1.1. Funcions dels carotenoidesal’aparell fotosintéetic delsBacteris Verdsdel Sofre

Els carotenoides, tal i com s haintroduit a capitol anterior, sdn pigments ampliament
distribuits a la natura. Magrat la seva elevada ubiquitat, en termes generals es pot
considerar que tots els carotenoides presents a's organismes fotosintetics, ja siguin plantes
superiors 0 microorganismes, comparteixen funcions basiques pel bon funcionament de la
fotosintesi (Liaaen-Jensen i Andrewes, 1972). D’una banda, es tracta de pigments que
poden actuar com a antena accessoria i dur a terme funcions de fotoproteccio de |’ aparell
fotosintetic, i d'altra banda sdn pigments capacos de redlitzar funcions de caracter
estructural. No obstant aix0, i malgrat que els bacteris objecte d’ estudi, és a dir, els GSB,
han estat ampliament caracteritzats a nivell bioquimic, fisiologic i ecologic, €ls estudis
centrats en les funcions dels carotenoides en aguest grup bacteria, proporcionant
informacié sobre la seva localitzacié i funcié dins els clorosomes és, a diferencia del que
succeeix amb els bacteris fotosintéetics vermells, molt escas.

D’una banda, la funcié com a pigments antena dels carotenoides, es va descobrir amb els
treballs realitzats amb diatomees, concretament del genere Nitzshia (Dutton et al., 1943). A
partir d’ aquests treballs es va poder establir, doncs, I’ existéncia de transferencia d’ energia
entre la fucoxantina i la clorofil-la (Cl) a, ja que I'excitacio de |’esmentat carotenoide

deixava pas al’emissio de fuorescéncia per part de la Cl a. D’atra banda, |a fotoproteccio,
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per part dels carotenoides, de CR, de complexos pigment-proteing, i finsi tot de cél-lulesi
teixits (Krinsky, 1968; 1979), és gracies a les seves propietats antioxidants. Els
carotenoides son capagos de promoure la proteccio dels components de I’ aparell
fotosintétic, davant la preséncia d’ excessos luminics i/o oxigen, € qual inhibeix la sintesi
de bacterioclorofil-les BCIs) en e cas dels bacteris fotosintéetics anoxigenics, mitjancant
dos mecanismes. El primer consisteix en extingir la fluorescéncia directament dels estats
excitats de les molécules de BCl (en estat triplet, BCI), provocats com a conseqiiéncia
d altes intensitats luminiques, evitant la reaccié d aguestes amb I’oxigen molecular (*O.).
En cas que tingués lloc I'esmentada reaccié entre les BCls excitades en estat tripet i
I” oxigen molecular, €l producte resultant, és adir, I’O» singlet, posaria en perill la viabilitat
de les cdl-lules degut a seu caracter oxidant. El segon mecanisme, consistent en extingir
directament |’ excitacio de I’oxigen singlet, no és e gue predomina in vivo (Foote et al.,
1970).

Els estudis duts a terme en relacio a la localitzacié i funcié dels carotenoides als GSB han
avancat molt en els darrers anys. En aguest camp destaguen el's experiments realitzats amb
una soca marrd de GSB, concretament Chl. phaeobacteroides CL1401, mitjancant els
quals s han descobert aspectes molt interessants dels carotenoides en € grup bacteria
objecte d' estudi (Arellano et al., 2000a; 2000b; 2001 i 2002).

En primer lloc, per tal de conéixer les implicacions funcionals d aguests pigments, €l
contingut dels qual's és com a minim 2 vegades superior a les espécies marrons respecte les
especies verdes de GSB (present treball) es dugueren a terme experiments per inhibir
selectivament la sintesi de carotenoides. Aquests estudis foren realitzats d’ acord a treballs
previs amb |’espécie Chloroflexus aurantiacus (Foidl et al., 1994). La concentracio
d hidroxibifenil (HBF), |’ agent inhibidor incorporat a medi de cultiu, emprada en el cas de
la soca marr6 va ser 3 vegades inferior respecte |’ assgjada en I’ especie filamentosa. En el
cas de Chl. paheobacteroides CL 1401, una concentracié d’ HBF de 20 pg mi™ va ocasionar
unes pérdues de carotenoides superiors a 95 % sense efectes aparents sobre el creixement
fotosintetic, el qual es veia afectat emprant concentracions d' HBF superiors al’ esmentada.
D’una banda, a partir dels experiments duts a terme amb els clorosomes dels cultius
inhibits es va poder determinar que els carotenoides afecten a lorganitzacié estructural
dels elements cilindrics, presentant, per tant, una clara funcié de caracter estructural.

Concretament tenen efecte sobre la direccié de I'angle entre I'eix de transicio dels
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monomers de BCl ei I’eix de I’element cilindric. D’ altra banda, tenint en compte que com
a consequiencia de la inhibicié disminueix la grandaria de la lamina basal, € contingut de
BCl a i de proteina CsmA d’ aguesta també va disminuir, concretament en un 3040 %, pel
gue faalaBCl a (Arellano et al., 2000a) i en un 60 % pel que fa a contingut de CsmA
(Arellano et al., 2001). D’ atra banda, la funcié fotoprotectora dels carotenoides va poder
ser demostrada amb els experiments realitzats amb agregats artificials de BCl e (Arellano
et al., 2000b). Aquests estudis demostraren que els carotenoides son prescindibles per a la
fotoproteccio de la BCl e en estat agregat, menys vulnerable que la BCl a al's excessos
luminicsdegut a seu nivell energétic, inferior a de I'*O,, perd sdn totalment necessaris per
a la proteccio de la BCl a de la lamina basal. Aquest fet implica que €s carotenoides es
troben molt propers a la lamina basal del clorosoma. L’esmentada proximitat entre els
carotenoides i la BCl a de lalamina basal és, doncs, un fet que reforca € paper estructural
assignat as carotenoides d aquestes especies, tenint en compte les pérdues de BCl a i

CsmA ocasionades com a consequiencia de lainhibicié de la sintesi de carotenoides.

En segon lloc, a partir de treballs duts a terme amb Chl. tepidum s’evidencia I’ existéncia
d’ estructures multimériques entre laBCl a i les proteines CsmA de lalamina basal (Bryant
et al., 2002). En aguest estudi €l's clorosomes foren sotmesos a diferents tractaments amb
detergents i/o solvents organics Els tractaments que eliminaren totes les proteines de
I’ envolta dels clorosomes, amb |’ excepcio de la proteina CsmA de lalamina basal, tampoc
van permetre I'eliminacio de laBCl a de la lamina basal, la qual només era extreta amb el
tractament de SDS i 1-hexanol que també provocava les perdues de proteina CsmA.
Aquests estudis, per tant, confirmen la unié dels components de la lamina basal, entre els
quals també ca incloure els carotenoides, els quals nomeés foren extrets amb € mateix

tractament que eliminalaBCl a i les proteines CsmA.

Mitjancant aquest estudi amb Chl. tepidum i els treballs anteriorment esmentats amb Chl.
phaeobacteroides es pot assumir, doncs, que els carotenoides dels GSB son capacos de
dur a terme d'una banda, funcions a nivell estructura i, daltra banda, funcions de

fotoproteccio de laBCl a de lalamina basal.
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4.1.2. Estequiometries del’aparell fotosintétic delsBacteris Verds del Sofre.

Els clorosomes son les vesicules que constitueixen els complexos antena dels GSB.
Aquest tipus d aparell fotosintetic, especific d’aguest grup bacteria, es caracteritza per
contenir empaguetats de manera especifica els pigments fotosintetics. El seu contingut ha

estat préviament detallat a laintroduccié general de latesi (veure Apartat 1.2).

Una bona manera de coneixer com s adapta |’ aparell fotosintétic dels GSB a canvis en les
condicions de creixement, com podrien ser variacions en la intensitat luminica, és
realitzant estequiometries, entre els diferents components de I'aparell fotosintetic, per

analitzar possibles modificacions d’ aquestes en funcié de les condicions assgjades.

En aquest treball, concretament, s ha utilitzat € valor d entre 100.000-250.000 molecules
de BCI antena per clorosoma, estimat a partir del treball realitzat amb diferents especies de
GSB sobre la topografia i la biometria dels clorosomes en aquest grup bacteria (Martinez
Planells et al., 2002). Aquest valor es va calcular d' una banda, d acord a's ultims models
d organitzacié dels monomers de BCl as elements cilindrics (Prokorenko et al., 2000;
Steensgaard et al., 2000), pels quals la distancia entre atoms de Mg adjacents ésde 6,7 ?, i
d altra banda, tenint en compte les mesures de volum dels clorosomes obtingudes
mitjancant microscopia de forca atomica (AFM). Els vaors obtinguts s allunyen dels
préviament determinats en treballs anteriors (Blankenship et al., 1995; Olson, 1998),

situats a I’ entorn de les 2.000 molécules antena per clorosoma.

Pel que faalaBCl a esvaassumir, d'acord as treballs previs reditzats amb Chl. limicola
(Gerola i Olson, 1986) i amb Chl. phaeovibroides i Chl. vibrioforme (van Noort et al.,
1994), que aguesta representa un 3 % de la BCl antena. D’aquest 3 % un 1 %
correspondriaalaBCl a de lalaminabasal i e 2 % restant serien les molecules de BCl a
associades als CR i ales proteines FMO. EI nombre de molecules de BCI a unides a nucli
del CR és 16, mentre que el nombre de molecules de Cl a, que actuen com a acceptor
primari, és de 4, d'acord a Haska et al., 2001. En els GSB agquesta Cl a es troba
esterificada amb D2,6-fitadienol i ha estat anomenada BCkgs (Kobayashi et al., 2000).
Estudis previs confirmen gque aquesta BCkgsz ha estat detectada en cél-lules i preparacions
de membranes de diferents espécies de GSB com Prosthecochloris aestuarii, Chl. limicola,
Chl. limicola f. thiosulfatophilum, Chl. vibrioformei Chl. phaeovibroides (Kobayashi et
al., 1992; Van de Meent et al., 1992).
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En relaci6 als carotenoides, el nombre de molécules d’ aquests pigments associades a nucli
dels CR dels GSB és de 2 (Hauska et al., 2001).

A la Figura 4.1 s esquematitza un clorosoma en € qual s assenyalen, d una banda, els
principals components de |’ aparell fotosintetic i, d atra banda, es recullen agunes de les

estequiometries préviament comentades.

Elements cilindrics

Citoplasma
de BClantena

Oligomer C C ) C C )
BCl antena C:) (:)

720-750 100.000-250.000 BCI

C__O | Clorosoma
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BCla795 Laminabasal _____ .
BCla 808 | —— FMO
BCla840 BClg, '(CrR ) Membrana
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1RC
CCR J 4 BClggs
58 BCl a 7 BCl a/mondmer
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Figura4.1. Esqguemade |’ aparell fotosintétic dels GSB (modificat de Hauskaet al., 2001).

Figure 4.1. Schema of the photosynthetic apparatus of Green Sulfur Bacteria (after Hauskaet a., 2001).

Finalment, pel que fa al nombre de CR presents per clorosoma no hi hafins a moment cap
publicacié que en faci referéncia. En aquest capitol de la tesi, a partir de I’ estimacié del
nombre de CR i tenint en compte diferents consideracions, exposades a la discussio del
present capitol (Apartat 4.3.1.3), es va poder estimar el nombre de CR/clorosoma, les
variacions del qual poden ser interpretades per entendre els mecanismes d’ adaptacio, dels

GSB, ds canvis en laintensitat luminica.
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4.2. Reaultats

4.2.1. Estudis defisiologia i adaptacio luminica en Bacteris Verdsdel Sofre

En aquest primer apartat es recullen una serie d’investigacions sobre les adaptacions
de laparell fotosintétic dels GSB a condicions limitants de llum (1 mmols m? s7). Les
soques que es van estudiar foren dues de marrons: Chl. phaeobacteroides CL1401 i Chl.
phaeobacteroides UdG6030 i dues de verdes: Chl. limicola UdG6038 i Prosthecochloris
aestuarii CE2404. L’experimental s'ha centrat en esbrinar € paper que fan els
carotenoides en |I’esmentat procés d’ adaptacio, un aspecte especialment interessant a les
especies marrons, degut a I’ elevat contingut que presenten d’ aquests pigments respecte les

espéecies verdes.

D’altra banda, €l segon objectiu d’ aguesta part de lates fou calcular el nombre de CR a
partir de la quantificacié de BCkes, per tal d’andlitzar les variacions d’ aquest nombre en
funcié de les condicions luminiques (Secci6 4.2.1.2). Més endavant (Apartat 4.3.1.3) es
discuteix com poder estimar, a partir de diferents aproximacions, el nombre de CR presents

per clorosoma.

4.2.1.1. Variacions en la composicié pigmentaria de diferents soques de Bacteris Verds del

Sofre durant el creixement a diferents intensitats de [lum

=2 S—l

Es van assgjar dues condicions luminiques, d’ una banda 100 mmols mi , intensitat

=2 S—l

de [lum saturant, i1 de |’dtra, 1 nmols m , baixaintensitat luminica

Creixement

La Figura4.2 mostra les corbes de creixement de les espécies estudiades a les dues
intensitats assgjades, aixi com els parametres de creixement calculats per cada cas. Com
era d esperar la taxa de creixement (") fou en tots els casos més elevada quan les cél-lules
creixien a intensitat de llum ata El temps de generacio (i), en canvi, inversament
proporcional a parametre anterior, va ser per tant més elevat sota condicions de baixa

intensitat luminica.
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Figura4.2. Creixement dels cultius de les quatre soques estudiades (Chl. phaeobacteroides CL 1401, Chl.

phaeobacteroides UdG6030, Chl. limicola UdG6038 i Prosthecochloris aestuarii CE2404) ales dues

intensitats luminiques assagjades. A cada grafic s'inclou lataxa de creixement () i el temps de generacio (tg)

calculat en cadacas.

Figure 4.2. Growth kinetics of the four studied strains (Chl. phaeobacteroides CL1401, Chl.

phaeobacteroides UdG6030, Chl. limicola UdG6038 and Prosthecochloris aestuarii CE2404) at the two light

intensities tested. Growth rate () and generation time (ty) calculated for each case are shown.
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Pigments fotosintétics

Bacterioclorofil -la antena

Els continguts especifics de pigments per les soques marrons i les relacions molars de

la BCl antena respecte la resta de pigments es mostren a la Figura 4.3 i ala Taula 4.1,

respectivament.
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Figura4.3. Variacions en els continguts especifics de pigments ales dues soques marrons estudiades: Chl.
paheobacteroides CL 1401 (O) i Chl. phaeobacteroides UdG6030 () a altaintensitat (simbols blancs) i a
baixa intensitat de [lum (simbols negres).

Figure 4.3. Changesin the specific content of pigmentsin the two brown studied species: Chl.
paheobacteroides CL1401 gO) and Chl. paheobacteroides UdG6030 () at two light intensities (100 umol
m s, open symbolsand 1 umol m? s, filled symbols).



4. Estudis defisiologia i adaptacio luminica 135

Taula4.1. Relacions molars entre els diferents pigments de I’ aparell fotosintétic de Chl. phaeobacteroides
CL1401 i Chl. phaeobacteroides UdG6030 a les dues intensitats luminiques assgjades. Es mostrala desviacio
tipica
Table 4.1. Molar ratios of the different photosynthetic pigments of Chl. phaeobacteroides CL1401 and Chl.
phaeobacteroides UdG6030 at the two light intensities tested. Sandard deviation
is shown.

CL1401 UdG6030

100 mols m2s™  1mmolsm?s™® 100 mMmolsm?s> 1mmolsm?s™

BCl e/Car 7,2+0,41 16,2+ 1,32 76+1,14 14,15+ 0,14
BCl e/a 33,1+ 3,57 37,1+0,90 1456 £+ 15,56  192,6 £ 6,27
Car/a 4,6 +0,23 2,3+0,13 19,1+ 0,80 13,6 + 0,58

En tots els casos, per ta de tenir una millor estima de |'adaptacié a les condicions
luminiques, €ls valors de les relacions molars es van calcular agafant les dades
corresponents a final de la fase exponencial del creixement, sense tenir en compte cap
valor corresponent alafase estacionaria, en cas de que agquesta es donés. La variacié en els
continguts especifics de pigments per les soques de coloracié verda es mostra a la Figura
4.4, mentre que les relacions molars entre els diferents pigments s han recollit a la Taula
4.2.

Per totes les soques estudiades es va mesurar un major contingut especific de BCl antena
(BCl e a les especies marrons i BCl ¢ a les especies verdes) a baixa intensitat de llum
(Figures4.3i 4.4).



136 Estudi dels Carotenoides en especies marrons de GSB
100 nE m—2s1 1nEm—2s
250 500
J BClc BCl c
200 - 400
150 - - 300
§ s
100 \D/ - 200
}
50 - - 100
0 . . . . . 0
0 20 40 60 0 200 400 600
7 7
© ©
£ £
= 5
= o
s s
(@] ()]
S S
< <
[} [}
1S S
(@] (@]
o o
g g

5
BCl a

4_
3 C
2_

£
1_

O o
0 T T
0 20 40 60

Temps (h)

Figura4.4. Variacionsen els continguts especifics de pigments ales dues soques verdes estudiades: Chl.
limicola UdG6038 (O) i Prosthecochloris aestuarii CE2404 () a altaintensitat (simbols blancs) i abaixa
intensitat de [lum (simbols negres).

Figure 4.4. Changes in the specific content of pigments in the two green studied species: Chl. limicola
UdG6038 (O) and Prosthecochloris aestuarii CE2404 (0) at two light intensities (100 umol m? s, open
symbolsand 1 pmol m? s, filled symbols).
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Taula 4.2. Relacions molars entre els diferents pigments de I’ aparell fotosintétic de Chl. limicola UdG6038 i
Prosthecochloris aestuarii CE2404 ales dues intensitats luminiques assajades. Es mostra ladesviacio tipica.

Table 4.2. Molar ratios of the different photosynthetic pigments of Chl. limicola UdG6038 and
Prosthecochloris aestuarii CE2404 at the two light intensities tested. Standard deviation is shown.

UdG6038 CE2404

100 mols m2s™®  1mmolsm2s™* 100 mols m2s™> 1mmols m?s™

BCl c/Car 20,0+0,28 84,4+ 0,30 14,4+ 0,31 15,8+ 0,75
BCl c/a 42,0+0,42 42,5+ 5,30 97,9+0,45 1394+ 7,41
Car/a 2,1+0,01 0,5+ 0,06 6,8+0,12 8,8 + 0,89

D’unabanda, el contingut especific de BCl antena per atotes les soques (Figures 4.3 i 4.4)
vatenir tendéncia a augmentar al llarg del creixement en les dues intensitats assgjades, tot i
gue a les espécies verdes (Figura 4.4) el contingut especific de BCl ¢ es va mantenir més
constant respecte el contingut de BCI e de les soques marrons. El contingut de BCl antena,

d altra banda, també va ser més elevat a1 mmols m= s per totes les soques estudiades.

Les relacions molars entre I'antena i la BCl a total es van mantenir constants,
independentment de les condicions luminiques, per totes les espécies estudiades, amb
I”excepcid del cultiu de Prosthecochloris aestuarii, € qual va experimentar un |leuger
augment d’ aquesta relacié sota condicions limitants de llum (Taules 4.1 1 4.2). Larelacio
molar de |'antena amb els corresponents carotenoides, en canvi, Isri b-lsr per les especies
marrons i Cbt per les verdes, fou més elevada a intensitats de llum limitants que no a
condicions saturants de Illum per a les dues soques marrons i per a Chl. limicola,
evidenciant que si bé es va produir un augment de BCl sota condicions de limitacio, aquest
no es va produir pels carotenoides. Prosthecochloris va mostrar un comportament diferent,
jaque larelacio BCI ¢/Cht es va mantenir practicament constant tant a saturacié com sota

limitacié luminica (Taules 4.11 4.2).

Ates que e creixement a baixa intensitat de Ilum té efectes significatius sobre e contingut
d’homolegs de la BCl antena, aquest es va mesurar per totes les espécies mitjancant HPLC.
Les diferéncies en & contingut relatiu dhomolegs principals (%) en funcié a les condicions

dincubacié no foren massa destacades en cap dels casos (Figura 4.5). A les espéecies
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marrons el contingut relatiu dels homolegs més alquilats, és a dir, de BCl e; i BCl e, a
baixa intensitat de Ilum, fou més elevat respecte € mateix contingut a alta intensitat de
[lum. Unaresposta similar es va observar a Prosthecochloris aestuarii. A Chl. limicola, en
canvi, aquesta relacié es va donar amb € segon (BCl ¢;) i € tercer homoleg (BCl c¢3). En
tots els casos, perd, aguests canvis en e contingut relatiu d'homolegs foren poc
destacables, degut en part a qué les condicions luminiques assgades no foren prou
critiques com per induir canvis en aquests pigments (Borrego i Garcia-Gil, 1995; Borrego,

1996).
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Figura 4.5. Contingut relatiu (%) dels homolegs principals de les BCls de les quatre soques estudiades a les
duesintensitats assajades. Barres blanques (100 mmols ni? s7) i barres negres (1 mmols n? s2). Les barres

verticals mostren ladesviaci6 tipica.

Figure 4.5. Relative content (%) of the four main farnesyl-esterified BChls of the strains at two light

intensities. White column (100 mmol mi2 s™) and black column (1 nmol nm2 s7%). Vertical bars: standard
deviation.
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Bacterioclorofil-laa

El contingut especific de BCl a, a igua que €l d'antena, va ser més elevat a baixes
intensitats de llum per totes les espécies estudiades (Figures 4.3 i 4.4).
En e cas de Chl. phaeobacteroides CL1401, € contingut de BCl a a llarg del temps \a
augmentar sota les dues condicions luminiques, mentre que per Chl. phaeobacteroides
UdG6030 aguest contingut es va mantenir forca constant durant tot el creixement (Figura
4.3). Les especies verdes, d'altra banda, mantingueren uns continguts de BCl a forca
constants, amb petites variacions a llarg del creixement, sota les condicions luminiques
utilitzades (Figura 4.4).

Carotenoides

Pel que fa als carotenoides destaca, en primer lloc, I'elevat contingut d'aquests
pigments a les especies marrons regoecte a les especies verdes Un exemple concret és el
valor de 10,9 ug de carotenoides per mg de proteina determinat per Chl. phaeobacteroides
UdG6030 en relacio a vaor de 4,3 de Chl. limicola, anbdés a 100 pmols m? s Tot i que
aguest fet ha estat indicat tradicionament com un dels factors que podria contribuir a la
millor adaptacio de les especies marrons a canvis en laintensitat de Ilum disponible, tant la
vertadera funcié d'aguests pigments dins I'aparell fotosintetic, com la seva utilitat dins e
procés adaptatiu, son aspectes actualment objecte d'estudi i encara no han estat del tot
clarificats.

En totes les espécies el contingut especific de carotenoides a 100 mmols m? s va
augmentar durant el creixement, mentre que a 1 mmols mi? s* & mateix contingut va tenir

tendencia adisminuir al llarg del creixement (Figures 4.3 i 4.4). Aquest fet no deixa de ser

curiés s atenem a laidea que aguests pigments actuen d’ antena accessoria.

Pel que fa alarelacio molar entre els carotenoides i la BCl a total destaca el fet que fou
meés elevada, per les especies marrons (Taula 4.1) i per Chl. limicola (Taula 4.2) a 100
mmols m? s, mentre que per les cdllules de Prosthecochloris aestuarii |’ esmentada
relacio va ser lleugerament superior a 1 nmols mi2 s (8,8) que no a 100 mmols m2 s+
(6,8).

D’dtra banda, la millor resolucié obtinguda amb €l métode dHPLC utilitzat pel que fa als
carotenoides va permetre calcular de forma precisa els continguts especifics dels diferents

isomers d'aguests pigments. Aixo va fer possible estudiar amb més detall I'efecte dels
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canvis en laintensitat de llum sobre les proporcions entre els isomerstransi cisdel'lsr i el
b-1sr (per a les espécies marrons) i del Cbt (per a les espécies verdes) (Taules 4.3 i1 4.4).
Cal destacar que e contingut de formes cis fou més elevat a les espéecies verdes que a les
marrons. Malgrat aixo0, es va descartar la possibilitat que aguests isomers fossin artefactes
creats durant la manipulacio dels extractes tenint en compte que sempre es presenten en les
mateixes proporcions (veure Apartat 3.2.3) tot i que les hipotesis descrites sobre les
funcions dels carotenoides bacterians tan sols mencionen el paper dels isomers all-trans i
el delsisomers 15-cis (Koyamai Fujii, 1999).

Taula4.3. Relacions molars entre elsisomers dels principal s carotenoides de les dues soques marrons
estudiadesa100i 1nmols m? s™. Es mostraladesviacio tipica

Table4.3. Molar ratios of the trans and cis isomer s of the main carotenoids of the two brown strains at the
different light conditionstested. Standard deviation is shown.

CL1401 UdG6030

-1 -1

-2 -1 2 -1 -2 -2
100 mmols m “ s Immolsm*s 100 mmols m“ s I1mnmolsm~s

Istlo-Ist 3 4+017  18:013  08:006  1,3%0.07

b-lsr
trans/cis 2,6+ 0,15 2,4+0,06 2,1+0,05 2,1+0,02

Isr
trans/cis 2,4+0,25 2,1+0,17 1,8 +0,00 1,6 +0.07

Taula4.4. Relacié molar entre elsisomerstransi cisdel Cht de les dues espécies verdes estudiades a 100 i
Inmols M2 s™. Es mostraladesviacio tipica.

Table 4.4. Molar ratio between trans and cis of Cbt in the two green-species studied at 100 and 1nmol m? s~
! Standard deviation is shown.

UdG6038 CE2404

100 mMmols m2s™ 1mmolsm?s® 100 mMols m s> 1mmolsm?s™

Cht
trans/cis 1,0+ 0,00 0,5+0,04 0,6 + 0,07 0,6 + 0,02
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Relacio entre els homolegs de bacterioclorofil-lai els carotenoides

A més d'estudiar les variacions en € contingut de pigments de GSB sotmesos a
diferents condicions d'il-luminacio, es va anditzar la relacié que S estableix entre la
concentracié de BCI i la de carotenoides a les dues intensitats luminiques assajades.
L’ objectiu d’' andlitzar aquesta relacio rau en €l fet que la molécula precursora en la ruta de
sintesi dels carotenoides, és adir, e geranilgeraniol pirofosfat (GGPP), és també precursor
d alguns dels acohols que sesterifiquen a C-17 de les BCls. El que es pretenia
determinar, doncs, era si la sintesi dels dos tipus de pigments podia ser co-regulada, és a
dir, que aquests puguin ser sintetitzats simultaniament, o bé si la sintesi d’'un d’ells va en
detriment de la sintesi de I’altre i per tant aixo impliqui que la cél-lula hagi de sintetitzar
primer un tipus de pigment i després I’altre. Per a totes les soques estudiades les relacions
obtingudes s gjustaren a una recta. En tots els casos la concentracié de carotenoides fou
relacionada d’ una banda amb la concentracié de BCI total ([BCI|t) i d atra només amb
alguns homolegs. Concretament s estudia la relacié dels carotenoides amb els seglents
grups d’homolegs de BCI: (1) homolegs esterificats amb farnesol ([BCI|F), (2) homolegs
secundaris ([BCl|sec), (3) homolegs secundaris menys els que es troben esterificats amb
fitol ([BCllsec-f) , (4) homolegs esterificats amb fitol ([BCI]f), i finalment (5) homolegs
esterificats amb fitol més BCl a ([BCI|f+a) (Figures 4.6-4.9).

El motiu dels grups escollits sera discutit més endavant al corresponent apartat del present
Capitol (4.3.1.1).
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Chl. phaeobacteroides CL1401
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Figura4.6. RelacionsentrelaBCl e total i els Car, i entre diferents homolegsi elsCar per ala soca marré
Chl. phaeobacteroides CL 1401 a altaintensitat de [lum (simbols blancs) i abaixaintensitat de llum (simbols
negres).

Figure 4.6. Relation between total BChl e and Car, and between different homol ogues and Car for the
brown-coloured strain Chl. phaeobacteroides CL1401 at high light i ntensity (open symbols) and at low light
intensity (filled symbols).
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Chl. phaeobacteroides UdG6030
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Figura4.7. RelacionsentrelaBCl e total i els Car, i entre diferents homolegsi els Car per ala soca marré
Chl. phaeobacteroides UdG6030 a altaintensitat de Ilum (simbols blancs) i abaixaintensitat de [lum

(simbols negres).

Figure4.7. Relation between total BChl e and Car, and between different homologues and Car for the
brown-coloured strain Chl. phaeobacteroides UdG6030 at high light intensity (open symbols) and at low

light intensity (filled symbols).
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Chl. limicola UdG6038

200 200
y =0,0294x - 9,8838 y = 0,0343x - 9,681
R?=087 o RE=0,84
150 - - 150
> >
2 2
= 100 1 F100  w
O, o,
50 L4 ¢ - 50
y =0,008x + 26,268 y= 0,009x + 26,212
R=049 R =0,49
0 - T T T T T T 0
0 2000 4000 6000 8000 0 2000 4000 6000 8000
[BCI c]t (ng/l) [BCI c]F (nw/l)
200 200
y = 0,1875x - 5,5426 y = 0,1916x - 5,7593
R=098 o R =098
150 1 Q L 150
S S
2 2
= 100 1 - 100 —
3] ]
S, o,
50 - 50
y = 0,0714x + 26,847 y = 0,0725x + 27,106
R?=0,44 R =0,44
0 T T T T T T 0
0 250 500 750 1000 O 250 500 750 1000
[BCl c]sec (nu/l) [BCI c]sec-f (my/l)
200 200
y = 6,9267x + 2,5504 y = 0,9636x - 2,5439
R2=0,99 R?=0,94 o
150 - - 150
S e}
(o)) =3
2 —
— 100 * - 100 &
©
O, 1S}
50 - L 2 - 50
y = 2,9697x + 20,083 y = 0,2759x + 24,37
R =067 R?=0,56
0 T T r r r r 0
0 10 20 30 0 50 100 150 200 250
[BCI c]f (my/) [BCI c]f+a (ny/l)

Figura4.8. RelacionsentrelaBCI c total i elsCar, i entre diferents homolegsi els Car per alasocaverda
Chl. limicola UdG6038 a altaintensitat de [lum (simbols blancs) i abaixaintensitat de llum (simbols negres).

Figure 4.8. Relation between total BChl c and Car, and between different homologues and Car for the
green-coloured strain Chl. limicola UdG6038 at high light intensity (open symbols) and at low light intensity
(filled symbols).
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Figura49. RelacionsentrelaBCI c total i elsCar, i entre diferents homolegsi els Car per alasocaverda
Prosthecochloris aestuarii CE2402 a altaintensitat de llum (simbols blancs) i abaixaintensitat de [lum

(simbols negres).

Figure 4.9. Relation between total BChl ¢ and Car, and between different homologues and Car for the
green-coloured strain Prosthecochloris aestuarii CE2404 at high light intensity (open symbols) and at low

light intensity (filled symbols).
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4.2.1.2. Variacions en € nombre de centres de reaccid de diferents sogues de Bacteris

Verds del Sofre creixent sota limitacié luminica

Estimaci6 del nombre de centres de reaccio

Un aveng important del present treball de recerca fou la possibilitat d'estimar €
nombre de CR a partir de la quantificacié de la concentracié de BChgs. Aquest pigment
actua d’ acceptor primari en la cadena de transport d'electrons (Braumann et al., 1986; van
de Meent et al., 1992; Feiler et al., 1994; Feiler i Hauska, 1995) i per tant és una molécula
congtitutiva dels CR dels GSB. La identificacio d’ aquesta BChkgs, mitjancant HPLC, va ser
possible gracies al seu espectre dabsorcio i temps de retencié (Figura 4.10). La
concentracio d aquest pigment es va obtenir integrant I’area del pic a 434 nm, longitud
d'ona corresponent a maxim d absorcié de la banda Soret de |’espectre d absorcio, i
utilitzant el coeficient d’ extincié molar de 82.600, determinat en acetona 100 % per Smith i
Benitez (1955). A partir de la concentracié en UM d’ aguest pigment (LLmols de pigment per
| de cultiu) es va cacular e nombre de molécules del mateix.

L’estimacié del nombre de CR es va redlitzar atenent que, a cada CR tipus | sassocien 4
molecules d'acceptor primari (Kobayashi et al., 1992; 2000; Permentier et al., 2000). Aixi,
apartir del quocient entre les molecules de BCkes i 4, es va poder calcular e nombre de
CR, per litre de cultiu, i posteriorment el nhombre de CR especific, és a dir, e nombre
d aquests per mg de proteina.

Pel que fa al contingut especific de CR, per Chl. phaeobacteoides CL1401 i per Chl.
limicola UdG6038, destaca el fet que fou superior a baixa intensitat de [lum. En aquesta
intensitat els valors obtinguts foren el doble que els obtinguts a 100 pmols m? s (Taula
4.5). Per a les altres dues especies estudiades, és a dir, per a Chl. phaeobacteroides
UdG6030 i per a Prosthecochloris aestuarii CE2404, les diferencies en e contingut
especific de CR entre una intensia luminica i I'altra no foren tan evidents. Per aguestes
soques €els valors a dta intensitat de llum foren Ileugerament més elevats Chl. limicola,
concretament, va passar de 2,7 ~ 10 * CR/mg de proteina, a baixa intensitat de llum, a

tenir-ne 3,8 10 13 en condicions saturants (Taula 4.5).
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Figura4.10. Cromatograma de Chl. phaeobacteroides CL1401 en €l qual ha estat ampliadalazonad' elucio
delaBClggs. LaFigurade ladreta correspon al’ espectre d' absorci6 de I’ esmentada BCI.

Figure 4.10. Chromatogram of Chl. phaeobacteroides CL1401. Figure in theright correspondsto the
abpsortion spectrum of BClggs.
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Taula 4.5. Nombre especific de CR (per mg de proteina) calculat per les quatre espécies estudiades ales
dues intensitats luminiques assajades. Es mostra la desviacio tipica

Table 4.5. Specific number of Reaction Centers (RC number/mg protein) estimated for the four strains at two
light intensities. Standard deviation is shown.

100 nmols m2 s} 1 mmols m2 s
CL1401 (2,7+0,07)" 10" (5,0 £0,65) " 10*®
UdG6030 (3,8+0,08) " 10%3 (2,7+0,26) " 10%3
UdG6038 (3,4+0,18)  10%3 (7,3+0,19) " 10%3
CE2404 (3,3+0,06) " 10%3 (2,1+0,21) " 10"

Estequiometria dels centres de reacci6 a diferents condicions de llum

Per poder establir estequiometries entre els diferents pigments i els CR, a les dues
intensitats luminiques assgjades, es va calcular, d’una banda, € nombre de moléecules de
cada pigment i, d altra banda, el nombre de CR per litre de cultiu. En ambdos casos €l
nombre de molécules, per litre, va ser calculat a partir de la concentraciéo en uM del
corresponent pigment, tenint en compte que 1 mol d'una determinada substancia conté
6,02~ 10® (nombre d’ Avogadro) molécules d’aquella substancia. En el cas dels CR, €
cacul del seu nombre per litre es va readlitzar a partir de la concentracié, en uM, de la
BClsss. El valor obtingut va ser posteriorment dividit entre 4, tal i com ha estat mencionat

anteriorment.

El més destacat de les relacions obtingudes va ser, que si bé les proporcions entre la BCI
antenai laBCl a respecte els CR es van mantenir forca constants, independentment a les
condicions luminiques assajades, la proporcioé Car/CR fou superior en els cultius incubats a
intensitats de [lum saturants, quelcom molt evident en el cas de Chl. phaeobacteroides
CL1401 (Taula4.6) i Chl. limicola UdG6038 (Taula 4.7). Lareacié Car/CR, en € cas de
Chl. phaeobacteroides CL 1401, es va quasi triplicar en passar d’ una intensitat luminica de

1 pmols M2 s*a 100 umols N2 s, mentre que en & cas de Chl. limicola I'increment de
la mateixa relacio fou superior a4 vegades en passar del valor a baixa intensitat respecte el

valor a condicions saturants de llum.
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Taula4.6. Relacions entre les molécules dels diferents pigments (BCl e, BCl ai Car) i el nombre de CR per
les dues soques marrons estudiades a les dues intensitats luminiques assajades. Es mostrala desviacio tipica.

Table 4.6. Relations between the mol ecules of the photosynthetic pigments (BChl e, BChl aand Car) and the

number of RC for the two brown strains studied at 100 and 1mmol ni?s™

. Sandard deviation is shown.

CL1401 UdG6030

100 nmols m 2 st

1 mnols m? s 100 nmols m2 s

1 mnols m? s

BCl e/CR 2237,7+ 77,18

1744,6 47,12 2452,6 +120,09 3196,9 + 198,93
BCl a/CR 67,9 + 4,98 47,0+ 2,41 17,0+ 2,64 16,6 + 1,57
Car/CR 309,7 £ 6,98 108,1+ 11,76 325,2 £ 64,04 2258+ 11,79

Taula4.7. Relacions entre les molécules dels diferents pigments (BCl ¢, BCl ai Car) i el nombre de CR per
les dues espécies verdes estudiades a les dues intensitats luminiques assajades. Es mostrala desviacié tipica

Table 4.7. Relations between the molecul es of the photosynthetic pigments (BChl ¢, BChl aand Car) and the
number of RC for the two green species studied at 100 and 1mmol n2s™. Standard deviation is shown.

UdG6038 CE2404

100 mmols m 2 s

1 mmols m?s™ 100 nmols m 2 s~ 1mmols m?s™
BCI c/CR 2696,0 + 369,73 2483,0+77,98 2796,2+123,99 2168,6 + 382,28
BCl a/CR 64,2 + 9,43 59,0+ 9,20 28,6 +1,14 15,6 + 0,24
Car/CR 134,7 + 77,97 29,4 +1,03 193,8 + 4,38 137,5+ 11,74
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4.2.2. Variacions en les relacions molars trans/cis dels carotenoides dels clor osomes

d’ especies marrons de Bacteris Verds del Sofre

Un dels objectius del treball d’'investigacio era el d'avaluar les diferencies en les
relacions trans/cis dels principals carotenoides en els clorosomes d’ espécies marrons.
Tenint en compte els resultats obtinguts en |’ apartat anterior, pel que fa a contingut de
carotenoides a alta intensitat luminica, sobretot a les especies marrons de GSB estudiades,
els cultius a partir dels quals s aillaren els clorosomes foren incubats a intensitat de llum
alta (80 pmols m™ s%). Els clorosomes es van dillar mitjancant un gradient en continu de
sacarosa (veure Apartat 2.3 de Material i Meétodes). Una vegada centrifugat aquest
gradient, el material carregat es va distribuir en diferents fraccions d’ acord amb la seva
densitat especifica (veure Figura 4.11). Les fraccions obtingudes contenen diferents
components de I’ aparell fotosintetic, sobretot clorosomes lliures i associats a membrana,
membranes residuals, etc. La identificacio de la fraccié clorosomica pura es va fer a partir
de |’ espectre d’ absorci6 (entre 350 i 900 nm) (Figures 4.12-4.14).

Per a les tres soques estudiades, Chl. phaeobacteroides CL1401, Chl. phaeobacteroides
2430" i Chl. phaeovibroides 2631", la primera de les faccions obtingudes fou la més rica
en carotenoides, essent practicament I’ nic pigment detectat en aquesta fraccié en la soca
CL1401 (Figura 4.12. Panells superiors). En € cas de les atres dues soques marrons, tot i
que la primera fraccio fou la més rica en caroteroides (Figures 4.13 i 4.14), també es va

detectar BCl e, sobretot a Chl. phaeovibroides (veure Fraccio 1, Figura4.14).

CL1401 24307 26317
Fraccié 0 20% 20 % - — 0%
i i6 raccié
Fracci6 1 L oa0s Fraccié 1 | oo Y
Fracci6 3 L 340/2 Fracci6 3 I: a1 o/g Fracc!(? 3 |: 34cy2
Fracci6 4 Fracci6 4 Fracci6 4
— 42% — 42% F— 42%
\/ 50 % \ / 50 % \ / 50 %

Figura 4.11. Fraccionsfotosintétiques, per les tres soques analitzades obtingudes després del gradient de
sacarosa.

Figure 4.11. Photosynthetic fractions fromthe three studied species obtained after the sucrose gradient.
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Pels tres casos estudiats, la major part de clorosomes es va acumular al’entorn del 32 % de
sacarosa (Figura 4.11). Aquesta fraccid, que es va anomenar Fraccio 2, es va carregar en
gradients de flotacio per tal d’ acabar de netejar els clorosomes i disposar d’una fraccio

pura dels mateixos pels posteriors analisis pigmentaris.

La identificacio de les diferents fraccions fotosintetiques després del gradient de sacarosa,
incloent la fraccié clorosomica més pura, fou a partir dels espectres d’absorcié in vivo
realitzats per cadascuna de les fraccions obtingudes, tal com ha estat mencionat
anteriorment (Panells esgquerres. Figures 4.12—4.14). Els espectres d absorcié de cada soca
van mostrar uns pics maxims d’ absorcio, tant a la banda Soret com ala Qy, caracteristicsi
diferents per a cadascuna d’ elles. El maxim d’absorcié a I’entorn dels 700 nm (banda Qy)
va ser degut a I'absorcié de la BCl antena, BCl e per a les tres soques, mentre que
I’absorcio a longituds d' ona inferiors (entre 350 i 500 nm) fou deguda, d' una banda, a

I” absorcid dels carotenoides, i d’ altrabanda, al’ absorcié de laBCl e (banda Soret).

L’absorcié a I’entorn de 800 nm va correspondre a maxim d' absorcio de la BCl a de la
lamina basal. Aquest pic no tan sols va ser aparent a la Fraccié 2, la més pura després del
gradient de sacarosa, Sind que també va aparéeixer a d altres fraccions fotosintetiques, com
és el cas de ks fraccions 3 1 4 de Chl. phaeobacteroides CL1401 i Chl. phaeovibroides
2631" (Figures 4.12 i 4.14). Tenint en compte, per tant, que els clorosomes contenen BC
a, procedent de la lamina basal dels mateixos, en principi la manca d’ aguest pigment als
clorosomes purs no era d’ esperar (Figura 4.15). Aquesta abséncia ja va ser també aparent a
la Fraccio 2 de Chl. phaeobacteroides CL1401 (Figura 4.12) (veure Discussio. Apartat
4.3.2).

Laidentificacio de laBCl a associda a les proteines FMO i as CR, en canvi, és deguda a
maxim d absorcid que presenta a longituds d’ ona més elevades, a |’entorn dels 810-815
nm, respecte la BCl a de la lamina basal. Les fraccions fotosintétiques en les quals es
detecta aquesta BCl a corresponen a clorosomes poc purs, és a dir, units a restes de
membrana. Aquestes fraccions s obtenen a una densitat del gradient de sacarosa superior a
la que li correspon a la fraccié de clorosomes més pura. No obstant aixo, per cap de les
fraccions més denses de les soques estudiades es va detectar un pic d’ absorbancia clar que

correspongui a laBCl a associada a les proteines FMO i als CR.
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Figura4.12. Espectre d' absorcio (esquerra), concentracio de pigmentsi relacions molars entre aquests
(centre) i concentracio dels diferents carotens (dreta) de les diferents fraccions analitzades desprésdel
gradient de sacarosa de Chl. phaeobacteroides CL 1401. Els valors sobre lescolumnes en el panell dret
expressen larelacié molar entre elsisdbmerstransi cis de cada carotenoide. N.A.: no aplicable.

Figure4.12. Absorption spectra (left), pigment concentration and molar ratios (middle) and carotene
concentration (right) of the different fractions analysed after the sucrose density gradients from Chl.
phaeobacteroides CL1401. Values above the barsinthe right pannel show the molar ratios betweentrans and
cis isomers for each carotene.
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Figura 4.13. Espectre d’ absorci6 (esquerra), concentraci6 de pigmentsi relacions molars entre aquests

(centre) i concentraci6 dels diferents carotens (dreta) de les diferents fraccions analitzades desprésdel
gradient de sacarosade Chl. phaeobacteroides 2430". Els valors sobre |es columnes en el panell dret

expressen larelacid molar entre elsisdbmerstransi cis de cada carotenoide. N.A.: no aplicable.

Figure 4.13. Absor ption spectra (left), pigment concentration and molar ratios (middle) and carotene
concentration (right) of the different fractions analysed after the sucrose density gradients from Chl.

phaeobacteroides 2430". Values above the barsin the right pannel show the molar ratios between trans and
cis isomers for each carotene.
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Figura4.14. Espectre d' absorci6 (esquerra), concentracid de pigmentsi relacions molars entre aquests
(centre) i concentraci6 dels diferents carotens (dreta) de les diferents fraccions analitzades desprésdel
gradient de sacarosa de Chl. phaeovibroides 2631". Els valors sobre lescolumnes en el panell dret expressen
larelacié molar entre elsisdbmerstransi cis de cada carotenoide.

Figure 4.14. Absor ption spectra (left), pigment concentration and molar ratios (middle) and carotene
concentration (ri 1ght) of the different fractions analysed after the sucrose density gradients from Chl.

phaeovibroides 2631 ".

Values above the barsin the right pannel show the molar ratios between trans and cis

isomers for each carotene.
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Pel que faa contingut de pigments, destaca, en tots els casos, |’ elevat contingut de BCl e
de la fraccié més pura (Fraccié 2) respecte els altres pigments, carotenoidesi BCl a, en cas
que aquesta fos detectada (Figures 4.12-4.14). En € cas de Chl. phaeovibroides, per
exemple, lareacié BCl e/Car ala Fraccio 2 fou de 3,3, mentre que a la Fraccié 4 aquesta
mateixa relacié va disminuir fins a valor de 1,67. Degut, doncs, a I’elevat contingut de
BCl antena a les fraccions fotosintetiques més pures (Fraccid 2 en els tres casos), larelacio
BCl e/Car va ser més elevada en aquestes fraccions. Aquesta relacio, calculada també pels
clorosomes purs, obtinguts després del gradient de flotacio, va augmentar unes 25 vegades
respecte e vaor obtingut per a les Fraccions 2 en totes les soques estudiades (Panells
centrals. Figures 4.12-4.15).
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Figura 4.15. Fraccions clorosomiques purificades per gradient de flotaci6 de les dues soques de Chl.
phaeobacteroides (CL1401i 2430") i de la soca de Chl. phaeovibroides (2631") estudiades. Per cada soca es
presenten tres figures: I’ espectre d’ absorci6 (esquerra), la concentracié de pigments de lamostrai les
relacions molars entre aquests (centre), i la concentraci ¢ dels diferentscarotens (dreta). En aquest dltim cas,
el valor numeéric que apareix sobre cada barra expressalarelacio molar entre elsisomerstransi cis de cada
carotenoide. N.A.: no aplicable.

Figure 4.15. Absor ption spectra (left), pigment concentration and molar ratios (middle) and carotene
concentration (right) from pure fractions obtained after the flotation gradient of the chlorosomes fromChl.
phaeobacteroides CL1401, Chl. phaeobacteroides2430" and Chl. phaeovibroides 2631 . Values above the

barsin the right pannel correspond to the ratios between trans and cis isomers for each carotenoid.

Pel que fa a contingut de carotenoides destaguen les diferéncies obtingudes entre les tres
soques. A laTaula 4.8 es mostren els percentatges dels tres tipus de carotens, determinats a
partir dels clorosomes purs, per a les tres soques estudiades. L’ Isr fou € caroté mgjoritari a
les dues soques de Chl. phaeobacteroides, mentre que per a la soca de Chl. phaeovibroides
el caroté més abundant fou el [3-Isr. Malgrat que I'lsr va ser e carote més abundant per a

les dues soques de Chl. phaeobacteroides, en el cas de la soca 24307 € percentatge
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d aquest pigment respecte el total de carotens fou del 91,3 %, mentre que e mateix
percentatge calculat per a la soca CL 1401 fou dd 43,3 %.

Taula4.8. Abundanciarelativa (en %) de cada caroté en elsclorosomes de |l es tres soques marrons

estudiades.
Table 4.8. Relative abundance (in %) of each carotenein chlorosomes of the three studied brown cloured
strains.
Carotenoide CL1401 2430" 2631"
Isr 43,3 91,3 34,7
(3-1sr 39,6 7,8 58,8
3-Car 17,1 0,9 6,5

Pel que fa a les relacions trang/cis dels carotenoides s observa, en les tres soques, una
disminucio d’ aquestes relacions en els clorosomes purs (Figura 4.15) respecte les fraccions
meés pures obtingudes després del primer gradient Panells drets, Figures 4.12-4.14),
indicant una menor preséncia d’'isomers tipus trans al's clorosomes obtinguts després de la
flotacio. L’ esmentada disminucio de les relacions trans/cis va tenir [loc en totes les soques,
pels tres carotens analitzats. Ladisminucié més aparent d’ aquesta relacié fou detectada pel
R-caroté de Chl. phaeobacteroides 24307, que va passar del vaor 4,2 (Fracci6 2) al vaor

0,02 al's clorosomes purs.

4.2.3. Variacions en les relacions molars trans/cis dels carotenoides d’espéecies

marrons de Bacteris Verds del Sofre procedents de mostres naturals

L’ objectiu d aquesta part del treball fou comparar les variacions en les relacions
molars trans/cis dels carotenoides en una poblacié natural de Chl. phaeobacteroides amb
els valors d' aguestes mateixes relacions obtinguts amb cultius de laboratori (veure Apartat
4.2.1).

Les mostres analitzades es varen obtenir a |’ estanyol del Vilar, locditzat a la zona lacustre
de Banyoles i considerat com a meromictic eutrofic, amb estratificacié quimica permanent
(veure Apartat 2.8).
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En aguest tipus de llacs estratificats les poblacions de microorganismes fotosintetics es
distribueixen en la columna d'aigua en funci6 dels gradients verticals de condicions fisico-
quimiques. intensitat i qualitat de la [lum, pH, sdlinitat, concentracio de sulfhidric i
nutrients (van Gemerden i Mas, 1995). En concret les comunitats de bacteris fotosintetics
solen trobar-se associades a les interfases oxigensulfhidric, suficientment il-luminades
d acord als seus requeriments fisiologics (Montesinos, 1981; Pfennig, 1989; Montesinos i
van Gemerden, 1986).

Els diferents treballs i andlisis realitzats amb mostres procedents de I’ estanyol del Vilar
revelen |’ existencia de dos poblacions de bacteris fotosintétics, bacteris vermells del sofre
(PSB, de I’angles Purple Sulfur Bacteria) representades basicament per espécies del genere
Thiocystis spp. i bacteris verds del sofre (GSB), representades com s ha comentat per
Chlorobium phaeobacteroides. En aguest tipus de llacs també es troben presents
poblacions algas, normament localitzades en la zona aerobica de la columna d' aigua, just
sobre la quimioclina. Aquestes poblacions algals actuen de filtre bioldgic modificant la
qualitat de la llum que reben les poblacions bacterianes de la zona d' interfase (Montesinos
et al., 1983). Els perfils verticals dels parametres fisico-quimics determinatsin situ (Figura
4.16) van permetre localitzar la zora d’interfase oxigerntsulfhidric a I’entorn dels 6 m de
fondaria. Aixo va facilitar la localitzacié de la zona de la columna d'aigua on es trobava la
maxima abundancia de bacteris fotosintétics (també anomenat plate) (Montesinos i van
Gemerden, 1986).



4. Estudis defisiologia i adaptacio luminica 158

Oxigen (mg 17

Conductivitat (n& cm™)

6200‘ 1600 2000 2400 2800

02/Agost/2000

Profunditat (m)

6C

® Temperatura

O Oxigen

A Potencial rédox
A Conductivitat

14 16 18 20 22 24 26 28
Temperatura (°C)

-200  -100 0 100 200 300 400

Eh (mV)

Figura4.16. Perfilsverticals dels diferents parametres fisico-quimics al’ estanyol del Vilar durant el
mostratge del 2 d’ agost del 2000.

Figure4.16. Vertical profile of the physicho-chemical parameters determined in lake Vilar on August 2nd,
2000.

Tenint en compte que I'objectiu d’aquesta part del treball no va ser I'andlisi de les
variacions a llarg del temps de la composicié pigmentaria de la comunitat fotosintética, el
mostratge a I’ estanyol del Vilar no va comprendre tot un cicle anual SinG que es va seguir
la poblaci6 bacteriana durant el seu creixement estacional (juny-setembre). El calcul de les
relacions molars entre pigments es va redlitzar a partir del mostrtage en que la poblacio de
Chl. phaeobacteroides estava plenament estructurada i activa (Figura 4.17). Aquests valors
es van comparar amb els obtinguts en cultius de laboratori d especies marrons de GSB.
S ha d esmentar també que durant finals dd mes d agost |’ estanyol va estar sotmes a un

fort periode de pluges que pertorbaren tant |’ estructura de I’ estratificacio de la columna
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d aigua com les propies poblacions de microorganismes fotosintétics objecte d’ estudi.
Aix0 va provocar una forta disminucié de I'abundancia de les diferents poblacions que
constituien la comunitat fotosintetica. Concretament, la concentracio de BCl e va passar
d un valor al’entorn de 100 pg/l € 17 dejuliol als 30 pg/l el dia 2 d agost.

Tot i que la mesura dels parametres fisico-quimics in situ permet localitzar en la columna
dagua la zona dinterfase oxico-anoxica la localitzacié precisa del plate la zona de
maxima abundancia de microorganismes, tant per a la poblacié de GSB (Figura 4.18) com
per a la de PSB (Figura 4.19) només va ser possible amb e recompte de cdl-lules
mitjangant citometria de flux. En el cas dels GSB la zona de maxima abundancia es va
situar al’entorn del 6 m de profunditat durant tots els mostratges, mentre que en el cas dels

PSB  plate es localitzava uns pocs cm per sobre aquesta fondaria.

17/Juliol/2000

Fondaria (m)

0 40 80 120

[Pigments] (ng/l)

Figura4.17. Perfil vertical dels pigments fotosintétics (en pg/l) detectatsal’ estanyol del Vilar el 17 dejuliol
del 2000. Llegenda: (@) BCl e, (O) BCl a, (A) Isr + B-Isri (A) Okn.

Figure4.17. Vertical distribution of the photosynthetic pigments(ug/l) inlake Vilar on July, 17th, 2000.
Legend: (@) BCl g, (O) BCl &, (A) Isr + [1sr and (A) Okn.
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Figura4.18. Perfilsverticals del nombredes GSB (cél-lules/ml) i del contingut especific de BCl ei de
carotenoides (Isr + b-1sr) (fg de pigment/cél -lula) pels mostratges de Juny.

Figure4.18. Vertical distribution of GSB (cells/ml) and the specific content of BChl e and carotenoids (Isr +
b-1sr) (fg pigment/cell) forJune samplings.
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Figura4.18 (continuacié). Perfilsverticalsdels GSB (cél-lules/ml) i del contingut especific de BCl ei de
carotenoides (Isr + b-1sr) (fg de pigment/cél-lula) pels mostratges de Juliol i Agost.

Figure 4.18 (continuation). Vertical distribution of GSB (cells/ ml) and the specific content of BChl eand
carotenoids (Isr + b-Isr) (fg pigment/cell) for July and August samplings.
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Figura4.19. Perfilsverticalsdels PSB (cél-lules/ml) durant el periode estudiat al’ estanyol del Vilar.
Figure4.19. Vertical distribution of PSB (cells/ ml) during the study period in lake Vilar.
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Els maxims continguts especifics per alaBCl ei els carotenoides (Isr + b-1sr) dels GSB es
van trobar sempre per sobre del maxim d abundancia cel-lular i en alguns casos (7/Juny i
17/duliol) aguests maxims van coincidir amb € plate dels PSB (Figures 4.18 i 4.19).
Aquesta observacio suggereix que les cél-lules de la part superior de la poblacié de GSB
(top) tenien un contingut de BCl e i carotenoides superior a de les zones inferiors (plate i
bottom), segurament en resposta a la limitacié luminica imposada pel filtre biologic de
poblacions de PSB localitzades per sobre. D’dtra bandai tal i com s aprecia a la Figura
4.20 les dues poblacions de bacteris fotosintetics van seguir una evoluci6 paral-lela durant
el periode estudiat.
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= C
£
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L
) le+8
Q
=
o)
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le+7 H
le+6 T T T
7 Juny 28 Juny 17 Juliol 2 agost 18 Agos
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Figura 4.20. Concentraci6 de cél lules alafondariadel plate: (O) GSB i (@) PSB durant el periode estudiat
al’estanyol Vilar.

Figure 4.20. Cells concentration in the plate: (O) GSB and (@) PSB duringthe studied period in lake Vilar.
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Pel que fa ales relacions trans/cis dels carotenoides dels GSB es va andlitzar tant la seva
variacié en fondaria per a cada mostratge, com |’evolucié d’'aguesta variacié durant €l
periode estudiat. En ambdods casos destaca la uniformitat en els valors obtinguts, que no
van variar practicament en els quatre mesos de mostratge. Els valors promig calculats per a
les relacions Isr trans/cis i b-lsr trans/cis es mostren a les Taules 49 i 4.10,

respectivament.

Taula4.9. Valorspromig deles relacions molarstrans/cis calculades per I'Isr a llarg del periode estudiat per
atresfondaries diferents: lamés superficial on esvadetectar Isr (top), lafondariadel plate de GSB (a
I"entorn dels 6 m) i lamés profunda (bottom).

Table 4.9. Average values of trans/cis ratio calculated for the Isr at three different depths: top, plate and
bottom during the study.

Data Top Plate Bottom

7-Juny 1,8 2,0 1,6
28-Juny 3,0 1,6 1,9
17-Juliol 2,0 2,0 2,1
2-Agost 1,3 1,6 1,9
18-Agost 2,2 15 1,9
8-Setembre 1,2 1,7 1,8

Mitjana 1,9 £ 0,66 1,7+£0,22 1,9+0,16

Taula4.10. Vaorspromig de les relacions molarstrans/cis calculades pel b-1sr a llargdel periode estudiat
per atresfondaries diferents: lamés superficial on esvadetectar Isr (top), lafondariadel plate de GSB (a
I"entorn dels 6 m) i lamés profunda (bottom).

Table 4.10. Average values of trans/cis ratio calculated for the b-Isr at three different depths: top, plate and
bottom during the study.

Data Top Plate Bottom
7-Juny 2,1 1,7 1,8
28-Juny 2,0 2,0 1,9
17-Juliol 1,9 2,2 2,3
2-Agost 1,7 1,8 2,1
18-Agost 1,6 1,6 2,4

8-Setembre 2,5 1,7 1,9

Mitjana 2,0+0,32 1,8 +0,22 21+0,24
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A més de les relacions trans/cis calculades per I'lsri € b-lsr, també es va determinar la
proporcié entre ambdos. Els valors promig obtinguts per a aquest quocient es mostren a la
Taula4.11 i curiosament, foren 3 vegades superiors als valors obtinguts a laboratori amb

cultius purs d' especies marrons de GSB (veure Apartat 4.2.1.1).

Taula4.11. Valorspromig de la relacio Ist/b-Isr al llarg del periode estudiat per atres fondaries diferents: la
meés superficial on esvadetectar Isr (top), lafondariadel plate de GSB (al’ entorn dels 6 m) i lamés
profunda on es va detectar | sr (bottom).

Table4.11. Average values of Isr/b-Isr ratio calculated during the studied period in three different depths:
top, plate and bottom.

Data Top Plate Bottom
7-Juny 7,4 4,9 3,9
28-Juny 6,0 6,0 4,3
17-Juliol 7,1 5,8 5,2
2-Agost 2,7 4,5 5,6

18-Agost 1,9 1,9 4,8
8-Setembre 4,9 4,4 5,4
Mitjana 54 + 2,25 4,6 = 1,47 4,9 + 0,66

Finament, en relacio als carotenoides dels GSB també es va fer un seguiment de la seva
relacio amb laBCl e a llarg del periode d’ estudi (Taula4.12). Els valors promig obtinguts
per a aquestes relacions es van comparar amb els valors calculats pels cultius marrons de

GSB tal i com es discuteix més endavant (Apartat 4.3.3).
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Taula4.12. Valorspromig de la relacié BCl e/Car al llarg del periode estudiat per atres fondaries diferents:
lamés superficia (top), lafondariadel plate de GSB (al’entorn dels 6 m) i la més profunda (bottom).

Table 4.12. Average values of BCIl e/Car ratio calculated during the studied period in three different depths:;
top, plate and bottom.

Data Top Plate Bottom

7-Juny 6,4 7,3 10,3
28-Juny 11,9 8,4 7,6
17-Juliol 3,0 5,6 4,3
2-Agost 14,5 8,8 4,3
18-Agost 8,8 6,1 4,7
8-Setembre 13,2 13,6 6.4

Mitjana 9,6 £ 4,39 8,3+2,88 6,7 £ 2,38

4.3. Discussio

4.3.1. Adaptacié a diferents condicions d’il-luminacié i dinamica de sintesi dels
pigmentsfotosintétics en Bacteris Verdsdel Sofre

L'estudi de la dinamica de sintes dels diferents pigments fotosintétics durant el
creixement a diferents condicions d'il-luminaci6 ha permes aprofundir en questions
relacionades amb |'adaptacio de I'aparell fotosintétic dels GSB. El més interessant en
aquest estudi ha estat la possibilitat d’analitzar amb detal els canvis quantitatius i
qualitatius dels diferents carotenoides i també € monitoritzar els canvis en  nombre de
centres de reaccido (CR), establint estequiometries en relacio a aquests complexes per
clorosomai d aquests Ultims per cél-lula.

4.3.1.1. Dinamica de sintesi durant el creixement

Per tal de comparar les adaptacions pigmentaries de les especies de GSB estudiades a

diferents condicions luminiques €s cultius es van incubar a dos tractaments: un a100
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mmols mi? s (intensitat saturant) i I'altraa 1 nmols m? s. Sota ambdues condicions
I’aparell fotosintétic d’aquests bacteris necessita una adaptacidé ja sigui qualitativa o

quantitativa per tal d’ adequar-se ales condicions luminiques a les quals son exposats.

Adaptacions a baixes intensitats de [lum

Pel que fa a I’ adaptacio a baixes intensitats de llum cal tenir present que aquesta ha
estat ampliment estudiada per a diferents autors. Basant-nos en aguests resultats previs
(Broch-Due et al., 1978; Fuhrmann et al., 1993; Borrego i Garcia-Gil, 1995) hem assumit
que 'augment en la sintesi de pigments, sobretot pel que fa a l'antena, respon a la
necessitat d'afavorir la captacio de la poca Ilum incident sota condicions limitants de [lum.
En e cas que ens ocupa, |'adaptaciéo s ha donat basicament per un canvi quantitatiu,
consistent en augmentar la sintesi de pigments antena. En cap de les soques estudiades
aguest increment en e nombre de pigments ha anat acompanyat del rearranjament
d homolegs. Aquest fet es deu a qué aquesta estrategia és només observable a intensitats
critiques de llum (<1 umols n? s™%) (Borrego, 1996).

El contingut de carotenoides, a diferéncia de les BCls, fou inferior a baixa intensitat de
llum respecte condicions saturants. Sota aquestes condicions d’ ata intensitat luminica el
contingut de carotenoides és més elevat per poder dur a terme la fotoproteccio de la BCl a
de la lamina basal. Magrat que en condicions limitants semblaria que agquesta funcio
fotoprotectora no és necessaria, la relacio d aguests pigments amb la BCl a de la lamina
basal també és suficient per garantir la proteccio d aquesta. De totes maneres, tot i que la
funci6 fotoprotectora sigui possible per ambdos tractaments luminics, cal plantgjar-se s la
disminucié en e contingut de carotenoides a baixa intensitat de llum pot portar a
consequencies sobre l'estructura dels propis clorosomes. La inhibicio selectiva de
carotenoides (Arellano et al., 2000a) provoca una ateracié notable en I'estructura de la
lamina basal dels clorosomes, tot i que per a les soques estudiades la disminucié del
contingut de carotenoides estimada a 1 nmmols mi? s (que fou del 90 % del total) és
inferior a la inhibicié obtinguda tractant els clorosomes amb hidroxibifenil. El descens de
larelacié Car/BCl a de la lamina basal és a I'entorn d’'un 50 % en relacié a valor ce la
mateixa relacid sota condicions saturants, amb I’excepcié de Prosthecochloris aestuarii

(Taula4.13) (veure apartat segiient).
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Adaptacions a altes intensitats de llum

L’ adaptacié a condicions saturants de llum sobretot a les dues espéecies verdes
estudiades, es va donar en dues etapes diferenciades (Figura 4.4). La primera va consistir
en un desgjust entre la divisio cedl-lular i la sintesi de pigments. La disminucié inicial
observada en el contingut especific de pigments implica que en poc més de 10 h (temps de
generacio promig calculat per a les espéecies verdes estudiades) la poblacio es va duplicar
sense que es dorés una sintesi neta de pigments. Tenint en compte que els cultius es
trobaven sota condicions saturants de Ilum, el contingut inicial de pigments semblaria
doncs suficient per garantir la viabilitat del cultiu en aquestes cordicions. La segona etapa
va consistir en un augment en e contingut especific de pigments fins que aquest
S estabilitza.

Per a les soques marrons aquesta estrategia en dues etapes no fou tan evident. Després de

20 hd'incubacié a 100 pmols m2 s

(temps de generacié calculat per a les soques marrons
estudiades) el contingut especific de pigments, sobretot de carotenoides, es va doblar. De
fet, la resposta més notable davant les intensitats elevades de [lum, per a totes les especies,
fou I'increment en €l contingut de carotenoides juntament anb I’augment de la relacié
entre aquests pigmentsi laBCl a de la lamina basal clorosdmica, la qual cosa aporta una
evidencia més de la funci6é fotoprotectora dels carotenoides en aguestes condicions de
[lum. Aix0 contrasta amb els canvis observats en aquesta relacié en condicions de limitacio
luminica, sobretot en espécies marrons i també en el cas de Chl. limicola, per a les quals
aquestarelacio disminueix (Taula4.13). El fet que enProsthecochloris aestuarii larelacio
Car/BCl a de la lamina basal es mantingués uniforme sota ambdues condicions podria
relacionarse amb les caracteristiques morfol 0giques d’ aquest bacteri, adaptat a ambients en
els quals les condicions d'il-luminacié son realment limitants (a |’ entorn de 0,5 pmols 2
s (Pringault et al., 1998). Sota limitacié luminica, doncs, aquesta espécie caracteristica
de tapets microbians és capa¢ d augmentar la longitud de les prosteques i disposar d’una
major superficie per donar cabuda a més clorosomes, els quals no experimentarien canvis
en el contingut de pigments (Guyoneaud et al., 2001), motiu pel qual larelacio estudiada
(Car/BCl a de lalamina basal) presenta valors equivalents a les dues intensitats de llum.

D’ altra banda, estudis amb Chl. phaeobacteroides CL 1401 confirmen que lainhibicio en la
sintes de carotenoides afecta a I'organitzacio dels agregats de BCl e (Arellano et al.,

2000a). Tot i aixi, els carotenoides no intervenen en la fotoproteccid d'aquests agregats
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supramoleculars, ja que aquests Ultims poden per s mateixos extingir I'excés d'excitacio
que €es hi arriba i per tant protegir-se. No obstant els carotenoides si s6n indispensables
alhora de protegir la BCl a davant un excés d'excitaciod. Per aquest motiu sha suggerit que
han de trobar-se en contacte intim amb la BCl a de lalamina basal ja que és aqui onla seva
funcié fotoprotectora és realment necessaria. Darreres investigacions amb Chloroflexus
aurantiacus confirmen aguesta localitzacio (Montafio et al., 2000). Aquesta funcio
protectora, aparentment dispensable sota condicions limitants de Ilum, es podria portar a
terme encara que € contingut de carotenoides disminuis drasticament ja que una sola
molecula de carotenoide és suficient per protegir una molécula de BCI a (Arellano et al.,
2000b). Aquesta estequiometria, tal i com pot observar-se a la Taula 4.13 és ampliament

superada per atotes les especies estudiades i per a ambdues condicions d'il -luminacio.

Taula 4.13. Relacié molar (mitjana + desviacio tipica) entre els carotenoides i la BCl a delalaminabasal (1
% de laBCl antena, Gerolai Olson, 1986; van Noort et al., 1994) ales quatre soques estudiadesa 100 1
mmols m2 s>,

Table 4.13. Molar ratio (mean * standard deviation) between carotenoids and BChl a from baseplate (1 %

of antenna BChl, Gerola and Olson, 1986; van Noortlet al., 1994) of the four strains at 100 and 1nmol n2
s

100 nmols m2?s™* 1 mmols m?s™

CL1401 13,8+ 0,79 6,2+ 0,51
UdG6030 13,2+ 1,96 7,1+0,07
UdG6038 5,0+0,07 1,2+ 0,00
CE2404 6,9+0,15 6,3+ 0,30

Dinamica de sintesi de carotenoides

Encara que les relacions determinades entre la BCl e i els carotenoides no son
suficients per explicar una dinamica de sintesi dels carotenoides en relacio als pigments
antena, permeten deduir que la sintesi d’aquests pigments al llarg del creixement pot
donar-se simultaniament a la sintesi de BCk. De fet un dels precursors en la sintesi de

carotenoides (el geranilgeraniol pirofosfat, GGPP) és necessari per sintetitzar els dcohols
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de cadena llarga que S esterifiquen a les molécules de BCI, com poden ser el farnesol, €l
geranil-geraniol, I'estearol o0 @ fitol. La sintes de fitol, per exemple (cadena de 20
carbonis) requereix de la presencia del GGPP (veure Figura 4.21 i Figura 5.1 del Capitol
5). El fitol és|’acohol que es troba esterificat en alguns homolegs de BCl antena i també
en laBCl a. Les relacions establertes entre aguests homolegs i €ls carotenoides, al igua
gue amb la BCl antena total i la BCl e esterificada amb farnesol, és també linial, la qua
cosa intueix |I'esmentada co-regulacio en la sintes d aquests grups de pigments (Figures
4.6-4.9).

Figura 4.21 (pagina segiient). Ruta de sintesi de les molécules de BCI per a |’ espécie verda de GSB Chl.
tepidum (Eisen et al ., 2002).

Figure 4.21 (next page). Predicted biosynthetic pathway for BChl molecules in green-coloured GSB Chl.
tepidum(Eisen et al., 2002).
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4.3.1.2. Estequiometria de |’ aparell fotosintétic

Malgrat I'esmentat increment del contingut especific de pigments antena, i € de CR,
a baixa intendtat de Ilum (apartat anterior), el quocient entre I'antena i els CR es va
mantenir relativament constant per a gairebé totes les soques estudiades. En € cas de Chl.
phaeobacteroides CL1401 lesrelacions entre |’antena i la BCl a, i els CR, respectivament,
experimentaren una davallada a baixa intensitat luminica. La relacié6 BCl e/CR va
disminuir aproximadament un 20 %, mentre que la mateixa relacié amb laBCl a ho feu en
gairebé un 30 %. Aix0 sembla indicar que les espécies estudiades, sota condicions
limitants d'il-luminacié, shan adaptat fisiologicament augmentant e nombre de
clorosomes, mantenint pero la seva composicié pigmentaria, que seriaigual o practicament

invariable a la que trobem a 100 nmols m2 s™.

Aquesta estratégia, consistent en augmentar el rombre d'unitats fotosintetiques a baixes
intensitats de Ilum, es tradueix en un increment de I'activitat fotosintética (Sanchez et al.,
1998) i ja ha estat previament estudiada tant per a especies marrons com verdes de GSB
(van Gemerden i Mas, 1995). A més, la uniformitat de larelacié Antena/ CR permet deduir
que cada CR pot controlar un nombre fix de molécules antena independentment de la
intensitat de llum a la que es déna e creixement. Per a totes les soques estudiades

aproximadament unes 2.500 molecules de BCl antena serien controlades per un unic CR.

Larelacid entre els Car i els CR, adiferéncia del que succeeix amb el quocient Antena/CR,
va variar en funcié del tractament luminic. En e cas de Chl. phaeobacteroides CL 1401,
per exemple, aataintensitat de llum, per cada 2.000 molécules antena n'hi haurien 300 de
carotenoides, tot sota € control d'un Unic CR, mentre que a baixa intensitat de Ilum hi
hauria € mateix nombre de molécules antena perd 3 vegades menys carotenoides per CR
(100). El quocient BCl a/CR, en canvi, es mantindria gairebé constant en tots els casos,
independentment a les condicions luminiques, indicant que els CR controlarien no tan sols
un nombre fix de molécules antena, sind també de BCl a. A dta intensitat de llum,
I’increment de carotenoides per CR reforca la idea de que aguests pigments portarien a
terme una funcié fotoprotectora, motiu pel qual la relacio carotenoides/BCl a també va ser
més elevada a 100 pmols m2 st en la majoria de soques estudiades (Taules 4.1 i 4.2.
Apartat 4.2.1).
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4.3.1.3. Estimacioé del nombre de centres de reaccié per clorosoma

El calcul del nombre de CR a partir de la quantificaciéo de la BCkgz ha permes
I’estimacié del nombre de CR presents per clorosoma. L’esmentat quocient va ser
determinat a partir de tres aproximacions diferents. Les dues primeres es van redlitzar a
partir de dades tedriques utilitzant valors de relacions estequiométriques i mesures
biomeétriques presents ala bibliografia. La tercera aproximacié es va dur aterme a partir de
les dades experimental s obtingudes en aquest treball de recerca (Apartat 4.2.1.2 del present
capitol). Aquesta darrera estimacié també va permetre analitzar les variacions del quocient

CR/clorosoma en funcié de la intensitat luminica.

Els calculs es reditzaren utilitzant valors minims i maxims, tant de les relacions
estequiomeétriqgues com de les mesures morfometriques, amb |’objectiu d’ obtenir un
interval de larelacio objecte d estudi per a cadascuna de les tres aproximacions. Les dades
obtingudes de la bibliografia foren valors mitjans entre el treball de revisié dels clorosomes
dels bacteris verds fotosintétics (Olson, 1998) i els valors determinats mitjancant
microscopia de forca atomica (MFA) per MartinezPlanells et al. (2002).

Aproximaci6 estequiometrica

Els calculs redlitzats a partir de relacions estequiometriques presents a la bibliografia

han tingut en compte les dades seguents:

Es va assumir que un clorosoma conté entre 100.000-250.000 molécules de BCI

antena per clorosoma (MartinezPlanells et al., 2002).

Que € percentatge total de BCl a d'una cél-lula és del 3 %, respecte € contingut
total de BCI antena.

Que d aquest 3 %, un 1% correspondriaalaBCl a present alalamina basal i € 2
% restant fariareferenciaalaBCl a associadaals CR i ales proteines FMO (Gerola
i Olson, 1986; van Noort et al., 1994).

Aixi un clorosoma amb 100.000-250.000 molécules de BCl antena, tindria 3.000 i 7.500
moléecules de BCl a. D’aquestes, entre 1.000 i 2.500 serien les molecules de BCl a de la
lamina basal, mentre que les 2.000-5.000 restants es trobarien associades als CR i
proteines FMO.
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D’dtra banda, considerant un bloc funcional de 2 FMOI/CR, i tenint en compte que cada
monomer de FMO s'associa a 7 molecules de BCl a, tenim que 42 molecules de BCl a
S associen a 2 proteines FMO (21 per cada trimer). S a aguestes 42 molecules s hi sumen
les 16 presents per CR (Hauska et al., 2001), la suma dona un total de 58 molecules de BCI
a per a cada bloc funcional (LCR+2FMO). Dividint les 2.000-5.000 molécules de BCl a
associades als CR+FMO de les unitats fotosintétiques entre les molecules de BCl a d’un
bloc funciona (58), obtenim un vaor a I’entorn dels 35-86 CR/clorosoma. Assumint un
valor intermedi de 175.000 molécules de BCI antena/clorosoma larelacio seria d’uns 60
CR/clorosoma. S'ha de tenir present que aguests valors son calculats en funcié duns
percentatges que possiblement no es mantenen atotes les soques de GSB, i que finsi tot
varien en funcié de les condicions de creixement, perd que permeten tenir una estima del
nombre maxim de CR que pot contenir un clorosoma.

Aproximacié morfomeétrica

En aquest cas es van utilitzar valors referents al’area dels clorosomes i a la des
complexes CR. Dividint € valor de |’ area del clorosomaentre |’areadel CR va ser possible

conéixer quants CR poden ensamblar-se, com a maxim, a cada clorosoma.

L’area del clorosoma es va calcular coneixent les dades d Olson (1998) i les dades
obtingudes mitjancant AFM (microscopia de forca atomica) per MartinezPlanells et al.
(2002) (veure apartat a i Figura 4.22). A partir d aquests dos treballs es van escollir els
valors de longitud i amplada que s han utilitzat pel calcul de la superficie del clorosoma,
concretament de la lamina basal (Taula 4.14). L’area del CR ({veure apartat b) es va
cacular a partir de les mesures determinades per Rémigy et al. (2002) mitjancant
microscopia electronica de transmissio. En aquest cas es va assumir que e CR com a unitat
funcional, unit a 2 proteines FMO, es pot gjustar a un rectangle més que no pas a una

el lipse (veure apartat b i Figura 4.23)

ad) L’area del clorosoma en contacte amb la membrana es va calcular utilitzant la

formulas Ac= (@ b” p)on,

a= meitat de lalongitud de |’eix mgjor de I’ el -lipse
b = meitat de lalongitud de |’eix menor de I’ el-lipse
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Aquests calculs es van fer utilitzant les dades d’ Olson (1998) i de MartinezPlanells et
al. (2002). Els resultats es mostren a la Taula 4.14. A la Figura 4.22 s esquematitza

I”aproximacio de la superficie de la lamina basal del clorosoma a una estructura
el lipsoidal.

Taula4.14. Valorsd ampladai llargada utilitzats per calcular la superficiede lalaminabasal del clorosoma
estimada com una el lipse (Figura4.22). Valors d acord a Olson (1998) i MartinezPlanells et al. (2002).

Table 4.14. Width and Iength values used to estimate the area of the chlorosome baseplate. Values according
to Olson (1998) and Martinez-Planells et al. (2002).

Amplada (nm) Llargada(nm) A=p  a’ b(nm?

Minim 40 100 3140
Mitjana 70 150 8250
Maxim 100 200 15.700

a = meitat de I'eix major

b = meitat de I'’eix menor

Figura4.22. Esguema d’'un clorosomai de la superficie el-lipsoidal de |a corresponent |amina basal.

Figure 4.22. Chlorosome diagramwhere the ellipsoidal morphology of the baseplate is showed.
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b) Lasuperficie que ocupa e CR esva calcular considerant € bloc funcional (1CR +
2FMO) com s fos un rectangle, pero tenint en compte que la projeccio d' 1 trimer
de FMO sobre el CR, cau basicament sobre el mateix CR (Figura 4.23 i 4.24). Aixo
significa que I'area sobre € pla de la membrana del complex 1CR + 2FMO és
practicament equivalent a CR sense un dels complexes proteics units (Figura 4.24.
Rémigy et al., 2002). D’ aguesta manera I’ area del bloc funcional calculada fou de
152 n? (19~ 8) (Rémigy et al., 2002).

A laTaula4.15 esrecullen els valors de larelacié CR/clorosoma obtinguts després
de reditzar els quocients entre la superficie del clorosoma (Taula 4.14) i la
superficie del CR. Com a partir de I'estimacié estequiometrica exposada
anteriorment, aquests valors farien referéncia a nombres maxims, és a dir,

implicarien que tota la superficie de lalamina basal es troba ocupada per CR.

a=19 (15 + 4)

Dt

Figura4.23. Laimatge del’ esquerra correspon a una projeccio obtinguda del complex CR + FMO (visié en
planta) d’ acord a Rémigy et al. (2002). La imatge de la dreta correspon al’ esquema de la unitat funcional
(CR + FMO) en planta amb els corresponents valors (en nm) utilitzats pels calculs.

Figure 4.23. Left: projection of the RC + FMO complex (top view) (Rémigy et a., 2002). Right: schematic
view of the functional complex (CR+ FMO) and the values used for the calculation (in nm).
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Figura4.24. Reconstrucci6 en 3D del complex FMO-CR (Rémigy et al., 1999; 2002). Identificacio: (1)
Nucli homodiméric del CR, format a partir de 2 proteines PscA i la subunitat PscC; (2) trimer FMO; (3)
proteina PscB, en contacte amb laregi6 1, i proteina PscD, en contacte amb laregié 2i (*) possible areade
transferencia d’ energia. Lalinia discontinua englobal’ area ocupada pel trimer de FMO que es perd en €l
procés de purificacio.

Figure 4.24. 3D reconstruction of the FMO-RC complex (Rémigy et al., 1999; 2002). Identification: (1)
homodimeric core composed of 2 PscA proteins together with the PscC subunit; (2) FMO trimer; (3) PscB
protein, closed to region 1, and PscD protein, closed to region 2 and (*) possible energy transfer area. The

dashed-line shows the location of the FMO trimer lost during the purification of the complex.

Taula4.15. Nombre estimat de centres de reacci6 per clorosoma apartir del quocient entre |’ area superficial
del clorosoma (A¢) i I'area superficial del CR (Acg).

Table4.15. Number of reaction centers per chlorosome cal culated from the ratio between the chlorosome
area (A¢) andthe RC area (Acr).

Ac=p  a b(nm? Ac= a  b(nm? CR/clorosma

3140 152 21
8250 152 54

15.700 152 103
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Aproximacio experimental

Per calcular d nombre de centres de reaccid per clorosoma a partir de les dades
obtingudes experimentalment es van haver d assumir les seglients estequiometries. D’ una
banda, que cada clorosoma conté entre 100.000-250.000 molecules de BCl antena, i de
I’dltra que a cada CR sassocien 4 molecules d acceptor primari (BCkgs). Del quocient
entre les molécules de BCI antena i € nombre de molecules de BCl antena per clorosoma
(100.000—250.000) es va obtenir el nombre de clorosomes. El nombre de CR es va estimar
apartir del quocient entre les molécules totals d’ acceptor primari (BCkes) i les molecules
de BClgs presentsa un CR (4).

A les Taules 4.16-4.17 esrecullen els valors de larelacié analitzada per a les quatre soques
de GSB estudiades, les quals foren incubades a dues intensitats luminiques diferents (veure
Apartat 4.2.1). Amb I’excepcio de Chl. phaeobacteroides UdG6030 s observa que el
nombre de CR/clorosoma fou més elevat quan les cél -lules creixien sota limitacié luminica,
fet que indica un augment dels CR a baixes intensitats de llum. Tenint en compte que €
contingut especific de pigments antena i el de CR augmenta en aguestes condicions pero
que en canvi, la relacio entre I'antena i els CR es manté relativament constant, es pot
deduir que aquestes especies no nomeés augmenten els CR per clorosoma, sind també €l

nombre de clorosomes (veure I’ apartat anterior, 4.3.1.2).
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Taula4.16. Nombre mitjade CR/clorosoma per ales 4 soques estudiades alaintensitat luminicade 100
pmols m? s, Es mostrala desviaci6 tipica

Table 4.16. Mean RC/chlorosome ratio for the four strains growing at 100 pmol ni? s*. Standard deviation
is shown.

100.000 moléecules 175.000 moléecules 250.000 molécules

Soques
antena/clorosoma antena/clorosoma antena/clorosoma
CL1401 44,7 + 0,00 78,3+ 0,00 111,8 + 0,00
UdG6030 41,2 + 0,86 72,1+1,51 103,0 = 2,15
UdG6038 36,3+ 0,06 63,5+ 0,10 90,7 £ 0,15
CE2404 35,3+0,00 61,7 +£ 0,00 88,1+ 0,00
Mitjana 40 70 100

Taula4.17. Nombre mitjade CR/clorosoma per a les 4 soques estudiades alaintensitat luminicade 1 umols
m?2 s . Esmostraladesviacié tipica

Table 4.17. Mean RC/chlorosome ratio for the four strains growing at 1 pmol m? s*. Standard deviation is

shown.

100.000 moléecules 175.000 moléecules 250.000 molécules

Soques
antena/clorosoma antena/clorosoma antena/clorosoma
CL1401 57,7+ 7,34 100,9 + 12,85 144,2 + 18,36
UdG6030 31,6 £ 2,07 55,4 + 3,62 79,1+ 5,17
UdG6038 40,0 £ 2,47 70,0 £ 4,33 100,0 = 6,19
CE2404 47,6 + 6,08 83,2 + 10,64 118,9 + 15,20
Mitjana 45 80 110

Cal destacar el bon gjustament obtingut entre els resultats experimentals i les estimacions
teoriques. S'ha de considerar, perd, que les aproximacions teoriques ofereixen valors
maxims de la relaci6 CR/clorosoma, ja que impliquen que tota la superficie de la lamina

basal es troba ocupada per CR. Aquest fet, malgrat que les cadenes de transport d’ electrons
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poguessin ser compartides entre diferents CR (Blankenship, comunicacié persona) no
sembla probable que es doni degut als impediments d’ espai que s originarien. Aquesta
similitud, doncs, entre els resultats experimentals i els obtinguts previament a partir de
referencies bibliografiques, déna solidesa als resultats del present treball. A partir
d aquests es pot assumir que I’ ordre de magnitud del nombre maxim de CR que poden ser
acollits per clorosoma esta a I’entorn dels 70. A més, és important destacar que aquest
valor estimat, equivaent amb les tres aproximacions, és del mateix ordre de magnitud que
el citat recentment per Hauska et al. (2001) en treballs sobre els CR en GSB (40
CR/clorosoma).

A partir d’ aguest estudi podem assumir que el nombre de CR per clorosoma esta en funcio
de les condicions luminiques en ks quals s'incuben els cultius. No obstant s ha de tenir
present que els calculs es van realitzar assumint estequiometries fixes, com és €l cas de la
relacio del nombre de molecules antena/clorosoma, la qual és conegut que pot variar
depenent de les condicions de creixement (Borrego i Garcia-Gil, 1995; Borrego, 1996).
Assumint, per tant, que aguesta estequiometria pot variar també en funcié de les
condicions luminiques, e nombre de CR/clorosoma pot mostrar una magor variacio
respecte I’ obtinguda en e present treball. De totes maneres, estudis recents duts a terme
amb Chl. tepidum, espécie verda de GSB (Montafio et al., 2003) estimen que €l hombre de
mol écules antena presents per clorosoma és a I’ entorn de les 215.000, valor amb e mateix
ordre de magnitud als valors obtinguts per MartinezPlanells et al. (2002) i que han estat
els utilitzats en el present estudi.

De forma paral-lela a I estimacio morfomeétrica del nombre de CR/clorosoma, també es va
poder determinar el hombre maxim de clorosomes que pot contenir una cel -lula. En aquest
cas I'area superficial de la cdllulaes va calcular assumint que el cos cdl-lular ésI’aread’ un
cilindre més lade dues mitges esferes (Figura 4.25). Les dimensions d una cdl-lula del

genere Chlorobium utilitzades foren d'acord al Bergey’s Manual of Systematic

Bacteriology.
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Figura4.25. Parametres per estimar |’ area superficial d’ unacél-lula, amb morfologia bacilar, com la suma
del’aread un cilindre més |’ area d’ una esfera.

Figure 4.25. Cartoon where the different values to estimate the surface area of a Chlorobiumsp. cellare
shown.

Segons les dimensions assenyalades a la Figura 4.25, |’ area superficial del cilindre (A¢) es

pot obtenir a partir de la formula:
Ac=(2  p° 1’ hon,
laprimerapart del producte (2 p * r) fareferenciaa perimetre cel-lular i

h correspondria a la longitud de la cdl-lula.

El valor obtingut per ala superficie del cilindre és d’ aproximadament 3~ 10° nn?.
L’ area superficial del’ esfera (Ae) es pot calcular apartir de la férmula:

Ae=4" p~ (04
i tindria un valor d'uns2 " 10° nn?,

L’ &rea superficial de tota la cdl-lula (Ac + Ae) seria per tant, d'uns 5 10° nn?. El
guocient entre aquest valor i el valor corresponent ala superficie de lalamina basal segons

les dades mostrades a la Taula 4.15 ens donaria un nombre promig duns 600
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clorosomes/cel-lula. Al igual que amb la relacié CR/clorosoma, els valors obtinguts fan
referencia a nombre maxim de clorosomes que pot contenir una cél-lula, ja que han estat
calculats considerant que tota la superficie disponible es troba ocupada pels clorosomes,
guelcom que sembla improbable per problemes d espai. Creiem que un valor d uns 400
clorosomes per cél-lula és € que s gusta més al valor real, tot i que fins a moment no

disposem de dades experimentals per reforcar aguesta hipotesi.

4.3.2. Diferencies en les relacions molars trans/cis dels carotenoides dels clorosomes

d’ especies marrons de Bacteris Verds del Sofre

Les tres soques marrons de GSB estudiades posseeixen els mateixos carotenoides:
Isr, (3lsri [3Car, tot i que a les soques de Chl. phaeobacteroides I'lsr fou € carotenoide
majoritari, i a Chl. phaeovibroides ho fou el (31sr. Aixd suggereix que tant I'lsr com € 3

Isr poden dur a terme les mateixes funcions dins les unitats fotosintétiques dels GSB.

Com ja ha estat discutit en I’ Apartat anterior la funcié fotoprotectora dels carotenoides
descrita per Arellano et al. (2000a; b) a Chl. phaeobacteroides CL1401, és possible amb
tan sols una molecula de carote per molecula de BCl a. Aquesta relacié molar no es va
poder determinar en el cas dels clorosomes objecte d'estudi, ja que als esmentats
clorosomes la deteccio de BCl a no va ser possible. Aix0 va portar apensar en péerdues de
BCl a ocasionades o bé durant el procés d’ extraccio dels pigments, o bé durant el procés
d aillament i purificacio dels clorosomes. Pel que fa a la deficient extraccié de BCl a del
clorosoma es podria pensar que la unio existent entre les molecules de BCl a i les proteines
CsmA de lalamina basal dificultés |’ extraccio. Cal tenir en compte que els altres pigments
del clorosoma no es troben units a proteines que puguin afectar |’extraccié dels pigments.
Una altra possibilitat a contemplar seria que I’ especie estudiada contingués un percentatge
de BCl a alalamina basal més baix del que ha estat determinat per a d’ altres espécies de
GSB (inferior al’1 % respecte € total de BCl antena) (Gerolai Olson, 1986; van Noort et
al., 1994).

Pel que fa a contingut d’isomers amb configuracio trans, aguests son dominants respecte
elsisomers cis a's clorosomes de les tres soques estudiades. Aixo indicaria que els isomers
trans podrien ser els responsables de dur a terme les funcions fotoprotectores de la BCl a

de lalamina basal. Tenint en compte I’ estructura linial dels isomers amb configuracio trans
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seria possible que aguestes molecules es situessin entre els elements cilindrics de BCI o
entre la propia lamina de BCl a i les proteines CsmA del clorosoma, on podrien dur a
terme la seva funcio de fotoproteccio (Arellano et al., 2000a; b). Assumint, en canvi, que
els isomers amb configuracio cis porten aterme funcions relacionades amb la fotoproteccio
dels CR (Koyamai Fujii, 1999) la localitzacié d’ aguests isomers hauria de ser més propera
as CR gue no pas la dels isomers amb configuracio trans. Les torsions a les molécules
amb configuracié cis semblarien més aptes per adequar-se a I’ estructura de les proteines
dels CR, les quals determinarien quina configuracié ha de presentar el carote per poder
mantenir-se acoblat a I'estructura de les proteines que formen part del complexe

fotoquimic.

Per tal de coneixer amb precisio quin carote i en quina configuracio es troba associat ala
lamina basal del clorosoma i quin, en canvi, es manté en contacte amb els CR, cadria
disposar d’una banda de clorosomes lliures de BCl antena i d'altra de CR dillats. Treballs
readlitzats amb Chloroflexus aurantiacus han permes obtenir clorosomes en els quals s ha
eliminat 1aBCl ¢ en un 80 %, sense perdues significatives de BCl a ni de carotenoides
(Sakuragi et al., 1999). Treballs més recents han permeés identificar com a b-carote el
carotenoide que es troba associat a la lamina basal dels clorosomes d’'aquest bacteri
(Montafio et al., 2000). D’altra banda, i tenint en compte que I’aillament i purificacié de
les [amines basals dels clorosomes és un procés dificil utilitzant técniques bioquimiques
tradicionals, actualment sesta treballant amb técniques moleculars, concretament
mitjancant la inactivacio de gens encarregats de la sintesi de pigments (técnica de knock-
out). En Chl. tepidum s han obtingut amb éxit clorosomes residuals, sense BCl ¢, que han
estat anomenats carotenosomes (Frigaard et al., 2002). Aquests clorosomes sense antena es
varen obtenir a partir de cél-lules mutants on s havia inactivat el gen bchK, implicat en la
sintes de BCl c. Aix0 va permetre obtenir clorosomes sense BCl ¢ perd amb un contingut
de BCI a, carotenoides i proteines CsmA equivalent a de I’ especie original. Malgrat que
I’ espectre d'absorcio in vivo d aquests carotenosomes és equivalent al de la Fraccio O de
Chl. phaeobacteroides CL 1401 obtinguda en €l present treball (veure Figura4.12), s'hade
tenir present que en I’esmentada fraccid no es va detectar absorcié degudaalaBCl a, ja
gue es tractava de clorosomes vestigials, més semblants a fragments de membrana units a

carotenoides que no pas a clorosomes complets.
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4.3.3. Variacions en el contingut de carotenoides en poblacions naturals de Bacteris
Verdsde Sofre

Les caracteristiques de |’ estany de Banyoles, aixi com les de tots €ls estanyols de la
seva conca lacustre, son idonies pel desenvolupament de poblacions de bacteris
fotosintetics anoxigénics. En el cas concret de I'estanyol del Vilar son nombrosos els
treballs que descriuen la presencia de dos poblacions bacterianes d'aguest tipus,
concretament de GSB i PSB (Guerrero et al., 1980; Montesinos et al., 1983; Montesinos i
van Gemerden, 1986). Tot un seguit de caracteristiques fisiologiques, com son I’ efinitat pel
sulfhidric, la utilitzacio del sofre elemental, el metabolisme dels polisulfats, aixi com les
seves propietats espectrals complementaries, permeten la co-existencia d’ aguests dos grups

de microorganismes en la columna d' aigua (Van Gemerden i Beeftink, 1983).

En € present estudi, i tenint en compte I’amplia varietat de treballs duts a terme en relacié
a la composicié i dinamiques temporas d aquestes poblacions, no es va redlitzar un
seguiment anual de la poblaci6 ja que no es pretenia analitzar les variacions en € contingut
de pigments de les mostres de camp. El principal objectiu fou € de comparar les relacions
entre els isdmers trans i cis dels carotenoides de les espécies marrons de GSB amb les
mateixes relacions obtingudes al laboratori amb cultius purs d’ aquestes mateixes especies

creixent sota diferents condicions d'il-luminacio.

Pel que faalesrelacions delsisomerstransi cis dels principals carotenoides dels GSB (Isr
i 31sr) destaca la uniformitat obtinguda, tant a llarg del temps d’ estudi com en fondaria.
Quan la poblacio es trobava ben desenvolupada € vaor de larelacié d'lsr trang/cis a la
fondariadel plate fou de 2 (Taula 4.18). Aquesta mateixa relacio es va trobar en Chl.
phaeobacteroides CL1401 amb independencia a les condicions luminiques en les quals
sincuben es cultius (Taula 4.18). Resultats similars es van obtenir pel Z-lsr, on la
proporci6 trans/cis fou també aproximadament de 2. La constancia en aquestes relacions
en poblacions naturals indica que la composicié disomers per a un carotenoide és
independent tant de la fondaria com del creixement estaciona de la poblacio. A partir
d aquestes relacions és possible plantgjar la hipotesi que tant al camp com al laboratori
cadatipus d’isdbmer presenta unes funcions determinades necessaries pel bon funcionament
cellular de les especies estudiades i que tant els isomers amb configuracio trans com els
que presenten configuracié cis sOn constitutius d aquestes espéecies. Aquesta idea ve

reforcada per I'abséncia de variacions d’ aguestes relacions determinades pels cultius de
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Chl. phaeobacteroides al laboratori (Apartat 4.2.1). A partir de les relacions entre isomers
també és possible considerar que la conversid d’una configuracié a una altra per a un
determinat carotenoide es basa en reaccions d’ equilibri termodinamic entre les diferents

configuracions tant en |” habitat natural com a laboratori.

Taula 4.18. Relacions molars calculades per a Chl. phaeobacteroides CL 1401, incubat a dues intensitats
luminiques diferents, i per a mostres de camp de duesfondaries diferents (mostratge del 17 dejuliol).

Table 4.18. Molar ratios for Chl. phaeobacteroides CL1401 incubated at two different light intensities and
for a vertical population of the same species at the top and the plate depths.

Relaci6é molar Chl. phaeobacteroides CL1401 Chl. phaeobacteroides
100 pmols mZs? 1 umols m s Top Plate

BCl e/Car 7,2 16,2 3,0 5,6
Isr/b-1sr 1.4 1,8 7,1 5,8

Isr trans/cis 2,4 2,1 2,0 2,0
b-Isr trans/cis 2,6 2,4 19 2,2

Laproporcié entre I’lsr i @ R-Isr, tot i mantenir-se sense variacions a les fondariesdel plate
(valor promig de 4,5 + 1,44) és unes 3 vegades més elevada a les mostres de camp respecte
es cultius purs d especies marrons de GSB, pels quals I’ esmentada rel acié també és manté
uniforme a voltant d’un valor de 1,5 (Taula 4.18). Aquesta diferencia entre les mostres de
camp i €els cultius de laboratori permet intuir possibles funcions dels carotenoides,
concretament de I’ lsr, que requereixin d’ un major contingut d’ aguest pigment en ambients
naturals. Encara que la funcié com a antena accessoria dels carotenoides als GSB no hagi
estat confirmada fins a moment, aquesta és una opcié que no ha de ser descartada tenint en
compte les limitacions luminiques a les quals poden estar sotmeses les poblacions
bacterianes degut a la presencia de poblacions dgals per sobre la quimioclina dels llacs
edtratificats. De totes maneres les espécies marrons de GSB presenten una banda extra
d absorcié a 520 nm, ocasionada per la BCl e oligomeérica, que també gjuda a incrementar
el rang d absorcio de llum. A més, € fet que en mostres de camp larelacié BCl e/Car sigui

més baixa que en cultius de laboratori limitats per la [lum (Taula 4.18) permet deduir que
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la poblacio natural estudiada no estava especialment afectada en termes d'intensitat

[uminica.

Una altra possible funcid que requeriria d'un contingut mes alt de carotenoides en
poblacions naturals respecte els cultius de laboratori seria la de protegir |'aparell
fotosintétic davant processos oxidatius portats a terme per radicals de I’ oxigen o bé pel
propi oxigen singlet. Tot i que aguests microorganismes es troben sempre en la zona
anoxica de la columna d’aigua no deixen d’estar en contacte puntual amb I’ oxigen, o bé
degut a la produccio d oxigen per part de les poblacions algals o0 de cianobacteris, o bé
degut a fenomens de terbolesa o pertorbacions en la columna d’aigua. Assumint que la
funci¢ fotoprotectora davant ates intensitats de [lum no és prioritaria a les fondaries on es
localitzen les poblacions de GSB, si que ho podria ser la seva funcié protectora per
combatre els esmentats episodis d’ oxigenacio. De fet aix0d explicaria perque I’ abundancia
relativa del's carotenoides al top sigui més elevada respecte la fondaria del plate (Figura
4.26). No és estrany doncs que larelacio BCl e/Car determinada en cultius incubats a alta
intensitat de llum sigui més propera a les relacions calculades per a les mostres de camp
que no pas a la mateixa relacio determinada pels cultius incubats a baixa intensitat
luminica. Tot i aixi, ca esmentar que en e cas dels cultius de laboratori, un elevat
contingut de carotenoides serviria per fotoprotegir la BCl a de la lamina basal de I’ excés
d excitaci6 mentre que en poblacions naturals aguest elevat contingut de carotenoides

serviria per protegir I’ aparell fotosintétic de I’ efecte perjudicia de I’ oxigen
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Figura4.26. Abundancia relativadelaBCl e (A) i dels Car (B) per alapoblacio natural de GSB el 17 de
juliol (fondariadel top i del plate) i per acultius d’ espécies marrons de GSB incubats a diferents intensitats

luminiques (umols m?s™).

Figure 4.26. Relative abundance of BChl e (A) and Car (B) for natural population of GSB on July 17th (top
and plate) and for cultures of brown-species of GSB incubated at different light intensities.
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5. Disseny d’'un marcador molecular per a la deteccido especifica de

BacterisVerds de Sofredecoloracio marro6

5.1. Introduccio

Els carotenoides son pigments sintetitzats per una amplia varietat d’ organismes:
bacteris, fongs, algues i plantes duperiors. Tots els carotenoids provenen de la ruta de
sintesi dels isoprenoids i comparteixen les primeres etapes de les rutes biosintéetiques
(Figura 5.1). La condensacié d' una molécula de dimetilalil difosfat (DMADP) i lade tres
molécules disopentil difosfat (IDP), originen el diterpé geranilgeranil difosfat (GGDP), el
qual congtitueix la meitat de la molecula de tots els carotenoides C40. La condensacio de
dues molecules de GGDP dona lloc a fitoe, carotenoide a partir del qual divergeixen les
diferents rutes de sintesi (Schmidt-Dannert, 2000).

En € cas dels bacteris fotosintétics anoxigenics es coneixen cinc rutes principals de sintesi
de carotenoides: (1) la via de I'espirillloxanting, que inclou la via norma de
I’ espiril-loxantina i la viainusua d’aquest mateix carotenoide, la de I’esferoidé i lavia dels
carotenals, (2) la via de I’ okenona, que inclou la sintesi d’okenona i de ceto-carotenoids,
(3) la via de I'isorenierate, en la qual sinclou la ruta de sintesi d’'isorenieraté i de

clorobacte, (4) laviadel gi b-carotéi finament (5) lavia del diapocarote (Takaichi, 1999).

Figura 5.1 (pagina seglient). Ruta de sintesi predita pels carotenoides a |’ especie verda de GSB Chl.
tepidum (Eisen et al ., 2002).

Figure 5.1. (next page). Predicted biosynthetic pathway for carotenoids in the green-coloured GSB Chl.
tepidum (Eisen et al., 2002) .
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En €l cas dels bacteris vermells fotosintétics, existeixen nombrosos treballs relacionats amb
les rutes de sintesi dels carotenoides, incloent estudis amb els gens implicats en la sintesi
dels enzims que intervenen en aguestes vies metaboliques. Concretament, els gens
involucrats en la sintesi de carotenoides a dues espécies de bacteris vermells no del sofre,
Rhodobacter (Rb.) capsulatus i Rb. sphaeroides han estat clonats i seqlenciats i es
coneixen com a crtA, crtB, crtC, crtD, crtE, crtF i crtl (Armstrong, 1995). En ambdues
espécies aguests gens formen part del mateix cluster, el qual a la seva vegada es troba
inclos en e cluster dels gens implicats en la fotosintesi. L’organitzacié dels gens
fotosintetics d’ una d’ aquestes espécies, concretament Rb. capsulatus es mostra a la Figura
5.2.

R
o 2 s P PyP

bchl  crtA crtl crtB crtC crtD crtE crtF bchC
ORF 469/pps ORF 160

Figura 5.2. Gensimplicats en laruta biosintética dels carotenoides del génere Rb. capsulatus. Els genscrt
esmarquen en gris clar, en grisfosc s assenyalen els genshch i en blanc les regions corresponents a gens de
funci6 desconeguda. Lesfletxesindiquen les orientacions dels gens. Simbols: (P) possibles regions
promotoresi (R) sequencies reguladores palindromiques (modificat d’ Armstrong, 1995).

Figure5.2. Carotenoid biosynthesis gene clusters in Rb. capsulatus. Crt genes, bch genes and genes of
uncertain function are shaded gray, dark gray and white, respectively. Gene transcription orientations are
shown. Symbols: (P) possible promoters and (R) palindromic regulatory sequences (modified from
Armstrong, 1995).

La sintesi de carotenoides als bacteris verds del sofre (GSB, de I’angles Green Sulfur
Bacteria) és actualment objecte d’ estudi. Encara no es coneixen amb exactitud tots els gens
implicats en la sintesi d’ aquests pigments, tot i que actualment |a seqiiéncia completa del
genoma de Chl. tepidum, espécie tipus dns els GSB, ja ha estat publicat (Eisen et al.,
2002). Aquests autors han identificat de forma temptativa €ls gens implicats en la sintes
dels principals carotenoides en aquesta espécie verda de GSB (Figura 5.1). S ha de tenir
present que tant per les especies verdes com per les marrons, la ruta de sintes dels
carotenoides Sinicia a partir d’'un precursor comu, € licope, a partir del qua la ruta
biosintética es bifurca (Takaichi, 1999) (Figura 5.3). Les especies marrons de GSB, amb
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BCl e com a pigment antena, presenten, com a principals carotenoides, Isr i 3lsr. Les
especies verdes, en canvi, amb BCl c o d com a pigment antena, presenten Cbt com a

carotenoide majoritari (Schmidt, 1978).

En la ruta de sintesi & I'lsr, la ciclacié del licopé, reacci6 catalitzada per una licope
ciclasa, donaria lloc a R-carote. A partir d'aquest carotenoide, i mitjancant reaccions
d aromatitzacié de la molecula, s originarien € (31sr i I'lsr (Takaichi, 1999) (Figura 5.3).
El gen responsable de la sintesi de la licopé ciclasa, objecte d’'estudi d’aquest treball,

S anomena crtY.

A les espécies verdes, en les quals € carotenoide dominant és el Cht, es sintetitzaria ?-
caroté a partir del licopé. L’enzim responsable d’ aquesta reaccié podria ser una ?-caroté
sintasa 0 bé una licopé ciclasa (Takaichi, 1999) (Figura 5.3). Tot i que € gen que codifica
per aguest enzim no és encara conegut, els treballs de Eisen et al. (2002) apunten que el
responsable de la sintes de ?-caroté podria ser també una licopé ciclasa. Segons €els
mateixos autors, la sintesi posterior de Cht, a partir del ?-carote, seria mitjangant una ?-
caroté desaturasa. El gen responsable d'aquest enzim es coneix com a crtU i a Chl.
tepidum li correspon el codi CT0323 per accedir a la base de dades. La sequéncia completa
del genoma de Chl. tepidum pot ser consultada a NCBI amb € numero d accés
AEQ006470, disponible a |’ adrega el ectronica http://www.tigr.org/tdb.
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Figurab.3. Rutapredita per labiosintesi del’Isr i el Cht (Takaichi, 1999).
Figure5.3. Predicted pathway fort he biosynthesis of Isrand Cht (Takaichi, 1999).
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El producte génic del crtY, tal i com S’ha esmentat anteriorment, és k licopé ciclasa. Es
tracta d’un enzim ampliament distribuit a la natura, tenint en compte gque tant plantes com
nombrosos bacteris i alguns fongs, son capacos de sintetitzar carotenoides. Estudis
evolutius amb aguest enzim han permes descriure dos grans tipus funcionals de licopé
ciclasa (Krubasik i Sandmann, 2000): la R-ciclasa bacteriana monomérica i la licope

ciclasa heterodimeérica.

El tipus monomeric, d’una banda, es troba present a plantes superiors i bacteris. Es tracta
d un polipéptid d' uns 400 aminoacids i 43 KDa de pes molecular. Tot i que existeixen
diferéncies en les seqlencies dds gens que codifiquen per les licopé ciclases
monomeriques, es pot assumir un origen comu d’ aquestes a partir del gen crtY bacteria.
Aquest gen va ser clonat per primera vegada a partir d Erwinia uredovora (Misawa et al .,
1990) id’ell se'n deriva € gen crtL, present al cianobacteri Synechococcus sp. PCC7942
(Cunningham et al., 1994). A partir del crtL dels cianobacteris s evolucionaria cap a gen
de lalicope ciclasa de plantes superiors.

D’altra banda, d tipus heterodiméric es troba present a bacteris Gram positius i va ser
descrit per primera vegada a Brevibacterium linens (Krubask i Sandmann, 2000). En
aquest cas, cada monomer dels que constitueixen I’enzim funcional es troba codificat per
un gen diferent, anomenats crtYc i crtYd. La combinacié dels dos productes genics, de 125
i 107 aminoacids, respectivament, permet la sintesi de 3-caroté a partir de licopé. Aquesta
licope ciclasa heterodimérica també es troba present en diferents especies del genere
Mycobacterium (Ramakrishnan et al., 1997; Viveiros et al., 2000) i en algunes especies
d actinomicets, tot i que totes les espécies del genere Streptomyces presenten la licope
ciclasa monomerica (Krigel et al., 1999). Les sequiencies dels gens que codifiquen per les
licope ciclases heterodimeriques no presenten regions homologues amb les licopé ciclases
monomeriques, malgrat compartir la funcié. Existeix un tercer tipus de gen, anomenat
crtYB, especific de fongs. En aquest cas aguest gen codifica per una licope ciclasa amb
dues funcions catalitiques (Verdoes et al., 1999).

A part dels dos tipus de licope ciclases descrits, recentment s’ han descobert dos més. El
primer tipus correspon auna espécie de cianobacteri mari @rochlorococcus marinus
MEDA4) i és codificat per dos gens, descrits com a crtL-bi crtL-e (Stickforthet al., 2003).
El segon tipus s ha descrit a una especie d’heliobacteri, concretament Halobacterium

salinarium (Peck et al., 2002). La licope ciclasa d’ aguests bacteris presentaria similituds
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amb la licope ciclasa de Brevibacterium linens i Mycobacterium aurum (Krubasik i
Sandmann, 2000; Peck et al., 2002).

L’ objectiu d’aquesta part del treball va ser la utilitzacié d' aquest gen involucrat en la
sintes de carotenoides com a eina molecular per a la deteccié especifica de les espécies
marrons de GSB, procedents de mostres naturals. Tenint en compte que amb les eines
moleculars existents actualment no és possible discriminar entre les especies verdesi les
marrons del grup bacteria objecte d'estudi, es va proposar un nou marcador per a la
deteccio exclusiva de les especies marrons. Un diferéncia important entre els dos grups de
GSB sbn els carotenoides. La ruta biosintética d’ aquests pigments, tal i com s ha esmentat
anteriorment, és comuna fins al licope, carotenoide a partir del qual la ruta es bifurca. Per
aguest motiu, un bon candidat per a ser utilitzat com a marcador especific d espécies
marrons seria aquell que codifiqués per algun enzim especific de la ruta biosintética dels
carotenoides, a partir de la bhifurcacié entre verds i marrons. El gen que codifica per la
licopé ciclasa, és a dir, € crtY, responsable de la sintesi de [3-carote a partir del licope,
seria un bon candidat, ja que les especies verdes no presenten [3-caroté. No obstant aixo, cal
tenir present que malgrat no es conegui € gen responsable de la sintes de ?-caroté a les
especies verdes de GSB, I'enzim implicat en |’esmentada reaccié de sintesi és també
probablement una licopé ciclasa (Eisen et al., 2002). Un altre possible candidat per a
I’estudi seriael gen crtU, el qual codifica per una desaturasa responsable de la sintesi d’ Isr
a partir de (1sr. Aquest gen va ser finalment descartat ja que actualment es coneix gque
també intervé en la sintesi de Cht (Eisen et al., 2002). Com a consequéncia |’ estudi que a
continuacio es presenta ha estat centrat en €l gen crtY. El protocol seguit fins a |’ obtencio
de les sequiéncies objecte d' estudi ha estat préviament descrit al’ Apartat 2.9.7 de Material i
Métodes.



5. Disseny d'un marcador molecular per ala deteccié de GSB de coloracié marrd 197

5.2. Reaultats

5.2.1. Disseny d’encebadors

El primer pas en aquest treball fou € disseny d’ encebadors degenerats a partir de les
sequencies de crtY disponibles a les bases de dades en el moment d’iniciar |’ estudi. Totes
elles pertanyien a espécies no fotosintétiques del sofre, degut a la manca de seqliéncies del
gen crtY en aquestes especies (Taula 2.6 de Materia i Métodes). Mitjancant I’ alineament
de les sequéencies d’aminoacids, del producte genic de crtY, d aquestes soques font
utilitzades, es van identificar les regions amb major homologia (Figura 5.4), a partir de les
quals es va fer d disseny dels encebadors degenerats (Taula 5.1). Concretament agquest
disseny es va fer utilitzant el programa CODEHOP (Consensus-Degenerate Hybrid
Oligonucleotide  Primer), accesshle a la seglent adreca  €eectronica

http://blocks.fhcrc.org/codehop.html. El primer pas va consistir en aplicar |’opcié

Blockmaker de I’esmentat programa (Rose et al., 1998) amb |I’objectiu d’ obtenir blocs
consens entre les seqliencies d’ aminoacids emprades per dissenyar €ls encebadors. De tots
el blocs obtinguts s escolliren els marcats a la Figura 5.4 ja que eren els que permetien
amplificar una regié més extensa del gen. El seglient pas del disseny va ser |’ obtenci6 de
les seqliencies de nucleotids dels dos blocs escallits, donant lloc als encebadors forward i
reverse, respectivament.
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CLUSTAL W (1.81) multiple sequence alignnent

Erwi ni a_uredovora = ---------- MQPHYDL| LVGAGLANGLI ALRLQQQQPDVRI LLI DAAPQAG- - - - GNHT 46
Erw ni a_herbicola ~ ---------- MR- - - DLI LVGGGLANGLI AWRLRQRYPQLNLLLI EACEQPG- - - - GNHT 43
Er yt hr obact er _| ongus MSDSEI DSVPNDDSCDCAI VGGGLAGGL! ALALQRARPEFRI RVI EACRTI G- - - - GNHR 56
Agrobacterium  ------------ MTHDVLLAGAGLANGL| ALALRAARPDLRVLLLDHAAGPS- - - - EGHT 44
Paracoccus 00000000 @ s----------- MIHDVLLAGAGLANGLI ALALRAARPDLRVLLLDHAAGPS- - - - DGHT 44
Fl avobacterium —  ------------ MSHDLLI AGAGLSGAL| ALAVRDRRPDARI VM_DARSGPS- - - - DCHT 44
Streptonyces 0 ---------- NPTDFDVVI VGAGAAGNSLAYHLCAPDSD\/PLSVALVDAPPGPLRAPPRT 50
e

—>
Erwi ni a_uredovora WSFHHDDL TESQHRW APL VVHHWP- DYQVRFPTRRRKLNSGYFCl TSQRFAEVLQRQFG 105
Er wi ni a_her bi col a WSFHEDDL TPGQHAW. APL VAHAWP- GYEVQFPDL RRRLARGYYS| TSERFAEALHQALG 102
Eryt hr obact er _| ongus WSWFDSDL SDAGRAL L ADFRQT DNEGGYEVRFPKYRRKLKTAYRSMASTDFHEGLLRALP 116
Agr obact eri um WSCHDPDL SPHW.ARL KPL RRANWP- DQEVRFPRHARRLATGYGSL DGAALADAVVRSGA 103
Par acoccus WSCHDPDL SPDW.ARL KPL RRANWP- DQEVRFPRHARRL ATGYGSL DGAALADAVVRSGA 103
Fl avobact eri um WSCHDT DL SPEW.ARL SPI RRGEWI- DQEVAFPDHSRRLTTGYGSI EAGALI G- - LLQGV 101
Strept onyces WCFVEPPGGPYDPVLAASWPRL RVRAADGASTVAQL PRLRYKMLRSDAFEALVEQRFSRA 110

* -k
Er wi ni a_ur edovor a PH LWVDTAVAEVNAE- - - - - SVRLKKGQ - - - - VI GARAVI DGR- GYAANSALSVGFQA 153
Er wi ni a_herbi col a EN- | WLNCSVSEVLPN- - - - - SVRLANGE- - - - - ALLAGAVI DGR- GVTASSAMJTGYQL 150
Eryt hr obact er _| ongus EGSVI LGRKAVGLDAR- - - - - GVDLAPSQYGPATRI NARSVI DCR SFKPSAHLKGGWV 170
Agrobacterium El - - RMDSDI ALLDAQ- - - - - GATLSCGT- - - - - Rl EAGSVLDGR- GPHPSRHLTLGFHK 150
Par acoccus El - - RADSDI ALLDAQ- - - - - GATLSCGT- - - - - RI EAGAVLDGR- GAQPSRHLTVGFQK 150
Fl avobacterium DL- - RANTHVATLDDT- - - - - GATLTDGS- - - - - Rl EAACVI DAR- GAVETPHLTVGFQK 148
Strept omyces PDLCRNEATASSVRDDPSGVG(IVLTRTA(XERI LVRGQLVFDSRPSHRLPPARTTLLQ—I 170

* L

Erwi ni a_ur edovor a FI GQEWRLSHP- HGLSSPI | MDATVDQQN- - - - - - GYRFVYSLPLSPTRLLI EDTHYI DN 206
Erwi ni a_herbi col a FLGQOWRLTQP- HGLTVPI LMDATVAQQQ- - - - - - GYRFVYTLPLSADTLLI EDTRYANV 203
Eryt hr obact er _| ongus FLGRHVRLQEP- HGVENPVI MDATVDQLAPHGNGGSYRFVYVLPLGSHDVFI EDTYYADD 229
Agr obact eri um FLGVEI ETDRP- HGVPRPVI MDGTVTQRD- - - - - - GYGF| YLLPFSRTRI LI EDTRYSDG 203
Par acoccus FVGVE|I ETDRP- HGVPRPM MDATVTQQD- - - - - - GYRFI YLLPFSPTRI LI EDTRYSDG 203
Fl avobact eri um FVGVEI ETDAP- HGVERPM MDATVPQVD- - - - - - GYRFI YLLPFSPTRI LI EDTRYSDG 201
Streptomyces FTGWFVRTERPVFDPGT. ADLNDFR’I'PQ’AR ----- GLSFGYVLPLDPHTALVEYTEFSPA 225

* % * - kK * ok ** TR .
Er wi ni a_ur edovor a ATLDPECARQNI CDYAA- QQGWOL QTLLREEQGAL Pl TLSGNADAFWQ- - QRP- LACSGL 262
Erwi ni a_herbicol a PQRDDNAL RQTVTDYAH- SKGWQLAQLEREETGCLPI TLAGDI QALWA- - DAPGVPRSGM 260
Eryt hr obact er _| ongus PLLDRNALSGRI DQYAR- ANGAENGT PVHHEAGVL PVLTGGDFSAYQDEVRI PGVAI AGA 288
Agr obact eri um GDLDDDALAAASQDYAR- QQGWI- GAEVRRERG LPI ALAHDAAGFWAD- HAEGPVPVGEL 260
Par acoccus GDL DDDALAAASHDYAR- QQGWI- GAEVRRERG LPI ALAHDAAGFWAD- HAAGPVPVGL 260
FI avobact eri um GDLDDGALAQASL DYAA- RRGWI- GQEMRRERG LPI ALAHDAI GFWRD- HAQGAVPVGL 258
Streptonyces P- LDTDGYRRAL RHYTHDVLRLGPLQVTAQEHGVI PMIDGRFPHKAGRS- - - - - VYRI GT 279

* * . * ok . k. *
Erwi ni a_uredovora RAGLFHPTTGYSLPLAVAVADRL SALD- VFTSASI HHAI THFARERWQQQGFFRMLNRML 321
Erwi ni a_herbi col a RAGLFHPTTGYSLPLAVALADAI ADSP- RLGSVPL YQL TRQFAERHWRRQGFFRLLNRM. 319
Er yt hr obact er _| ongus RGGFTHPL TSYTMCVAVENAL AVAEQP- DL SGEQL AAFFDSRARRHWSKTGYYRLLARFL 347
Agr obact eri um RAGFFHPVTGYSLPYAAQVADVVAGL SGPPGT DAL RGAI RDYAI DRARRDRFLRLLNRML 320
Par acoccus RAGFFHPVTGYSL PYAAQVADVVAGL SGPPGT DALRGAI RDYAI DRARRDRFLRLLNRM. 320
Fl avobact eri um GAGLFHPVTGYSLPYAAQVADAI AAR- - DLTTASARRAVRGWAI DRADRDRFLRLLNRML 316
Strept omyces A(XEATRPSTGYT FAAVQ?QSRAVADQ_— - RSGRPLRVPAPYGRRARLNDAVLLRALD -- 334
-k * * .
B E—
Erwi ni a_ur edovora FLAGPADSRWRVMORFYGLPEDLI ARFYAGKLTLTDRLRI LSCKPPVPVLAALQAI MTTH 381
Erwi ni a_her bi col a FLAGREENRWRV MORFYGL PEPTVERFYAGRL SLFDKARI LTGKPPVPLGEAWRAALNHF 379
Er yt hr obact er _| ongus FFAAKPEKRVKVFQRFYGLREGLI ERFYAARSNTFDKVRVLWGEEPPVAI HSAI LAMFKSG 407
Agr obact eri um FRGCAPDRRYTLLCQRLYRMPHGL| ERFYAGRLSVADQLRI VTGKPPI PLGTAI RCLPER- 379
Par acoccus FRGCAPDRRYTLLQRFYRVPHGLI ERFYAGRLSVADQLRI VTGKPPI PLGTAI RCLPER- 379
FI avobact eri um FRGCPPDRRYRLLQRFYRLPQPLI ERFYAGRLTLADRLRI VTGRPPI PLSQAVRCLPER- 375
St reptonyces - - SGRVDGADFFHRLFRHI PGERLLSFMDGRSQLHEDL LI GLRTPMPM.RTVFELPFRT 392
. P C . . . * ...

Erwi ni a_ur edovora R--mmm e 382
Erwi ni a_herbi col a PDRRDKG- - ------------------ 386
Eryt hr obact er _Il ongus PALKSEKSDRGVAQAALDEELQTEKRP 434
Agr obact eri um PLLKENA- - - - - - oo oo e e e e oo oo 386
Paracoccus PLLKENA- - - - - - - o ommm e e e oo 386
FI avobact eri um PLLQERA- - ------------mmmm - 382

St rept onyces

RRARPAAPFPPHRPPPKGAPHDPVAR- 418

Figura5.4. Alineacio deles sequéncies d’ aminoacids dels microorganismes font emprades pel disseny dels
encebadors degenerats. Els quadres grisos assenyalen les regions amb homologia utilitzades (blocs consens).

Figure5.4. CrtY protein alignment of the sequences used to design degenerate primers. Grey boxes indicate
the homol ogues regions used (blocks).
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Taula5.1. Encebadors degenerats dissenyats pel gen crtY. Les regions conservades dels oligonucleotids es
mostren en lletres maj(iscules, mentre que | es regions degenerades corresponen ales lletres en mindscula
(alfabet degenerat segonsel CODEHOP: r-AG, y-CT, mAC, k-GT, w-AT, s-CG, b-CGT, d-AGT, h-ACT,
v-ACGi n-ACGT).

Table 5.1. Degenerate primers designed for crtY gene. Conserved region of the oligonucleotides are shown
in capital letters whereas degenerate regions are shown in lower-case (degener ate al phabet from
CODEHORP: r-AG, y-CT, mAC, k-GT, w-AT, sCG, b-CGT, d-AGT, h-ACT, v-ACG and n-ACGT).

ID Sequiencies dels oligonucledtiods # Deg AneI(L%r;]ent
crtY 43f HTWSCHDPD 0 60.2
(forward) 5'-CACACCTGGTCCTGCcaygayscnga-3’ '
crtysesr FYAGRL TV 5-CGGTCAGGCGGcengertaraa-3' 16 59.2

(reverse)  aaratrcgnccGGCGGACTGGC

5.2.2. Comprovacio de I’ especificitat dels encebadors

Per tal de comprovar I’ eficiencia dels encebadors degenerats, es va amplificar ADN
genomic de les soques font, utilitzades pel disseny dels esmentats encebadors (Figura 5.5).
Posteriorment, els mateixos encebadors varen ser provats amb diferents soques de GSB
(Figura 5.6). Les amplificacions amb aquests encebadors foren positives per a totes les
soques font emprades, aixi com per a totes les especies de GSB analitzades, tant les verdes
com les marrons.

En tots els casos, i degut a la degeneraci6 dels encebadors, €l's productes de PCR obtinguts
foren una mescla de fragments de diferents grandaries, compreses aproximadament entre
els 250 i ds 1500 parells de bases (pb). La grandaria del fragment d'interés esperada,

segons les regions bloc consens escollides pel disseny dels encebadors, fou de 966 pb.
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Figura 5.5. Productes de PCR obtinguts amb dues de | es soques font utilitzades per a disseny dels
encebadors degenerats. La grandaria dels fragments esperats eraa voltant de 1000 pb (bandes marcades).
Identificacié: (M) marcador de pes molecular, (1) Erwinia herbicolai (2) Erytrobacter longus.

Figure5.5. PCR products from genomic DNA of Erwiniaherbicola (1) and Erytrobacter longus (2), two of
the source strains used to design the degenerate primers. The fragment size of interest was 1000 bp. (M)
molecular weight |adder.
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Figura 5.6. Productes de PCR, obtinguts amb els encebadors degenerats, per quatre soques de GSB.
Identificacio: (1) Chl. tepidum ATCC49652, (2) Chl. limicola UdG6008, (3) Pelodictyon phaecum CIB2410 i
(4) Chl. phaeobacteroides CL1401. (M) marcador de pes molecular.

Figure5.6. PCR products obtained with degenerative primers for different GSB strains. |dentification: (1)
Chl. tepidumATCC49652, (2) Chl. limicola UdG6008, (3) Pelodictyon phaeumCIB2410 and (4) Chl.
phaeobacteroides CL1401. (M) molecular weight ladder.

El seglient pas de I’ estudi consistia en amplificar Unicament €ls fragments de la grandaria
d’interés, és a dir, els de 966 pb. Amb aquest objectiu, i apartir dels productes de PCR
obtinguts amb €els encebadors degenerats, calia procedir a una segona amplificacié, més
especifica, per tal d obtenir anicament els fragments d’ ADN a |’ entorn de 1000 pb. Degut
a les dificultats d'amplificar aguests productes de forma directa (veure Apartat 5.3.
d’'aquest mateix capitol), utilitzant els encebadors dissenyats préviament pero sense €
fragment degenerat, lare-amplificacio especifica dels fragments d’ interes es va dur a terme
clonant-los previament en cél-lules d’ Escherichia coli. A la Figura 5.7 es mostra, per la
soca marré Chl. phaeobacteroides CL1401, les bandes a partir de les quals es va obtenir
I’ADN que va ser lligat a vector de clonaciéo p-GEM i posteriorment transformat en
cél -lules competents d’ Escherichia coli (Apartat 2.9.7.2 de Material i Métodes).
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M CL1401

1000 pb

Figura5.7. Fragments d’ ADN, de 1100 i 900 pb respectivament, amplificats amb els encebadors degenertas,
gue posteriorment van ser clonats al vector p-GEM.

Figure5.7. DNA fragments, of 1100 and 900 bp, amplified with degenerative primers, before the cloning in
p-GEM.

A continuacio, a partir dels clons positius obtinguts, es va dur a terme € disseny
d encebadors, en aquest cas especifics. Amb aguests es pretenia poder amplificar
Unicament especies marrons de GSB. L’obtencié de I’ADN d aquests clons, aixi com la
seva amplificacié es descriu a I’ Apartat 2.9.7.2. de Material i Métodes. El disseny dels

encebadors, en aguest cas, fou manual.

L’ ADN dels clons positius obtinguts per Chl. phaeobacteroides CL 1401 va ser sequienciat.
A laFigura 5.8 s assenyalen les bandes concretes, corresponents a fragments de 900 i 1100
pb, respectivament, que foren seqlienciats. La sequiéncia del fragment de 900 pb va ser la
utilitzada pel disseny manual, tenint en compte la degeneracio del codi genetic, dels
encebadors especifics. Els encebadors dissenyats (Taula 5.2) foren anomenats PK T, degut
a I’homologia existent entre la segquéncia d’aminoacids del clon (Figura 5.9) i la

superfamilia de proteines de les policétid-ceto-sintases.

Aquesta superfamilia de proteines es troba present a plantes, fongs i cél-lules procarites i

els seus membres es caracteritzen per presentar un domini comu, anomenat domini
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cetosintasa (KS), el qual esta implicat en la sintesi de nombrosos metabolits secundaris
(Moffitti Neilan 2003).

Taula5.2. Seqiiencies dels encebadors especifics disseny ats per I amplificacié del gencrtY.
Table 5.2. Specific sequences from specific primers designed for the crtY gene amplification.

ID Seqiiencies dels oligonucledtiods
PKT forward 144-AAG TTG CCA TGT TCG AAA ACT CG
PKT reverse

330-CGC TAATGC AACCTGGGA AAGA

£ o1
r—
© 1100 pb =
P p
[ FS | -
-—

Figura 5.8. Bandes dels clons de Chl. phaeobacteroides CL 1401 que foren seqlienciats.
Figure 5.8. Sequenced dones from Chl. phaeobacteroides CL1401.

XXTVRRPAStopKQGTRLKLPCSKTRLLPILAXPKQAIKRGFSTEYLKXKQVW
AQNRLCKKXGPSLPXRStopQGQGSSVRNXQQXGKRGCLKXGXNGFNGQQX
Met XNY SXXXXGXFXIXRXXKEXXNXXTIFXLRNFXGXXXXKXXXXXX

KKIXXXEXXXXXXXXXXNXXXXXXXXIXXXNEAVFXAXFXFLVTVNRPXK
FRLTANFRSIHXFLPFHELTXTFXILSQVALALRIYRGXRKIFCREFQGRGRT
RCESLSEFRGRLQVDHLGELPTRWMetPGXVFY SD TStopl AWRNQX SStopL FX

Figura5.9. Seqgiiencies d’ aminoacids (aa’ s) del clon de Chl. phaeobacteroides CL 1401 a partir de les quals
esvaren dissenyar els encebadors PKT: forward, a partir dels aa marcats en blau del quadre superior i
reverse, a partir dels aa marcats en blau del requadre inferior. Aquesta seqliencia va presentar homologia
amb una proteina de lafamilia de les policetid-ceto-sintases (PKT).

Figure5.9. Sequences fromthe clone of Chl. phaeobacteroides CL1401 used to design the PKT primers:
forward, fromthe blue label aa’sin thefirst rectangle and reverse, fromthe bluelabel aa’sin the second
rectangle. This sequence was homologe with a protein of polyketide synthases family (PKT).
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Per tal de comprovar I’ especificitat dels encebadors PKT aguests varen ser assgjats amb
ADN de diferents soques de GSB, tant verdes com marrons. Els resultats obtinguts,
modstrats a la Figura 5.10, permeten apreciar |’ especificitat que presentaren els encebadors
PKT per les especies marrons de GSB i la manca d’ amplificacio obtinguda en el cas de les
especies verdes d’ aquest mateix grup bacteria. La grandaria del fragment esperat (558 pb)

es correspon amb la obtinguda

Figura 5.10. Amplificacions obtingudes amb els encebadors especifics per |es espécies marrons de GSB
(PKT). Elsproductes de PCR dels carrils de I’ esquerra del marcador de pes molecular (M) corresponen a les
espécies marrons, mentre que |’ absénciad amplificacio (carrilsdeladretadel M) correspon ales espécies
verdes. |dentificacio: (1) Chl. phaeobacteroides CL1401, (2) Chl. phaeovibroides 26317, (3) Chl.
phaeobacteroides 2430 T, (4) Pelodictyon phaeum CIB2401, (5) Chl. phaeobacter oides UdG6053, (6) Chl.
limicola UdG6008, (7) Chl. vibrioforme NCBI8327, (8) Chl. tepidumATCC49652, (9) Prosthecochloris
aestuarii CHP3401i (10) control negatiu (ddH,O).

Figure 5.10. Amplification products obtained with specific primers for brown-GSB (PKT). The PCR
products on the left of the molecular weight ladder (M) are amplifications from brown species, while the
non-PCR products on the right of the ladder are green species. Identification: (1) Chl. phaeobacteroides

CL 1401, (2) Chl. phaeovibroides 2631", (3) Chl. phaeobacteroides 2430 ', (4) Pelodictyon phaesumCIB2410,
(5) Chl. phaeobacteroides UdG6053, (6) Chl. limicola UdG6008, (7) Chl. vibrioforme NCBI 8327, (8) Chl.
tepidumATCC49652, (9) Prosthecochloris aestuarii CHP3401 and (10) negative control (ddH,0).
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A continuacio, es van repetir les amplificacions amb els encebadors especifics (PKT), en
aquest cas amb cua GC (Figura 5.11) sobre ADN genomic procedent de mostres naturals,
per tal de reditzar analisis de diversitat mitjancant DGGE (Apartat 2.9.6) i comprovar
I’ especificitat dels encebadors PKT, per les espécies marrons de GSB, en mostres de camp.
Totes les mostres analitzades foren potencialment riques en especies marrons de GSB
(Figura 5.12). Algunes d' €elles corresponien a |’ ADN obtingut dels enriquiments realitzats
apartir de mostres de diferents ambients aguatics. estanyol del Sisd, de la zona lacustre de
Banyoles i Hopkins River, riu australia. La resta eren mostres d’ ADN obtingudes a partir
de mostres del llac Vilar, de diferents mesos i/o fondaries, també de la zona lacustre de

Banyoles.

NS4 5 6 78 9

1" LI

PKT

Figura 5.11. Amplificacions obtingudes amb els encebadors PKT (amb cua GC). Mostres carregades ala
DGGE: (1) Chl. phaeobacteroides CL 1401, (2) Chl. phaeobacteroides 2430", (3) Pel odictyon phaeum
CIB2401, (M) marcador de pes molecular, (4) enriquiment del Siso, (5) enriquiment del Hopkins River, (6)
Vilar Juny 6,5m, (7) Vilar Juliol 6,5m, (8) Vilar Agost 6,5mi (9) Vilar Mar¢ 10 m.

Figure5.11. Amplification products obtained with PKT primers (with GC-clamp). Samples carried in
DGGE: (1) Chl. phaeobacteroides CL1401, (2) Chl. phaeobacteroides 2430", (3) Pelodictyon phacsum
C1B2401, (M) molecular weight ladder, (4) enrichment fromSiso, (5) enrichment fromHopkins River, (6)
Vilar June 6,5 m, (7) Vilar July 6,5 m, (8) Vilar August 6,5 mand (9) Vilar March 10 m.

La DGGE redlitzada amb les mostres anteriorment esmentades es mostra a la Figura 5.12.
L’ ADN extret de les bandes mitjangant electroelucio va ser seqiienciat seguint €l protocol
descrit a la seccid 2.9.7.3 de Materia i Métodes. El fet més destacat de la DGGE fou la
conservacio dd patré de bandes per totes les mostres préviament amplificades amb els
encebadors PKT. Malgrat que per totes les mostres analitzades, tant pels cultius purs com
per les mostres de camp, es detectaren dues bandes, i assumint que els gens funcionals als
GSB s6n molt conservats (Garcia-Gil et al., 2003), no és destranyar |'abséncia de
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diferercies clares entre tes les seqiencies obtingudes. D’aquesta manera es va obtenir
una Unica sequiéncia consens, a partir de I’alineament de totes les sequiéncies obtingudes,
amb la qual es van realitzar dos tipus d’andlisis de blast. D’una banda es va reditzar un
blast, a partir de la seqliéncia de nucledtids, contra totes les sequéncies de nucledtids
presents ala base de dades del GenBank i, d atrabanda, es va dur aterme una cercade les
sequencies d aminoacids, amb homologia amb la sequencia de nucledtids obtinguda

(blastx), presents també a les bases de dades (htpp://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTY/).
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Figura5.12. Separaci6 especifica de les seqiiencies corresponents al's fragments del gencrtY d’ espécies
marrons de GSB i mostres naturals, procedents de diferents ambients, mitjangant gradient en gel
desnaturalitzant. De les mostres del gel PKT_A no es va poder recuperar I’ ADN. A partir de les bandes
marcades al gel PKT_B esvaextreure I’ ADN que posteriorment va ser seqiienciat. Els percentatgesindicats
aladretadel gel mostren |les concentracions d’ agent desnaturalitzant.

Figure5.12. Sequence-specific separation of crtY gene from fragments of brown-species of GSB and natural
samples by denaturing gradient gel electrophoresis. From samples of PKT_A gel were impossible obtain
DNA. The sequences were from samplesin PKT_B gel. Percent values on the right give concentrations of

denaturalization.
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Cal assenyaar que només una sequiéncia bacteriana, concretament de Chl. tepidum TLS, va
mostrar una certa homologia amb la sequiéncia consens obtinguda. La resta de sequiéncies
amb homologia foren totes d’ organismes superiors. La sequencia de Chl. tepidum TLS
amb la qual es va obtenir homologia, amb € codi d’accés AE012785.1, correspon a un

fragment de genoma pel qual no ha estat descrita cap funcio (Figura5.13).

Pel que fa a les seqliencies d’ aminoacids que varen presentar magjor homologia amb la
sequiéncia consens objecte d estudi, destaca e fet que totes elles, malgrat pertanyer a
especies bacterianes diferents, corresponen a la proteina N-acetilmuramoil-L-alanina
amidasa o bé afragments de proteines de funcié desconeguda. El codi d’ accés ala base de
dades del GenBank en el cas de Chl. tepidum TLS és e seglent: NP_660960.1 (Figura
5.14).

Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Val ue
gi | 21645940| gb| AE012785. 1|  Chl or obi um t epi dum TLS section ... 64 2e-07
gi | 31542324| ref | NM_021151. 2| Hono sapiens carnitine Goctan... 38 8.9
gi | 28488535] ref| XM 287860. 1| Mus nuscul us hypot heti cal gene... _38 8.9
gi | 1255814| gh| U53334. 1| Caenorhabditis el egans cosm d R105,... 38 8.9
gi | 24660331| gb| BC039004. 1 Homo sapi ens, carnitine Goctano... 38 8.9
gi | 21553205 gb| AC025477. 6] Honmo sapi ens chronosone 5 clone ... 38 8.9
gi | 19917779| gb| AE011083. 1 Met hanosar ci na acetivorans str. ... 38 8.9
gi | 4508117] gb] AC005045. 2| Honp sapi ens BAC cl one CTB-12D21 ... _38 8.9
gi | 25955760| enb| AL831710. 8] Muse DNA sequence fromclone R .. 38 8.9
gi | 24474477] enb| AL844553. 4] Mouse DNA sequence fromclone R .. 38 8.9
gi | 7243888| gb| AC010721. 2| AC010721 Honp sapi ens BAC cl one RP... 38 8.9
gi | 30698345]| dbj | AB088224. 1] Streptomyces rochei plasmd pSL... _38 8.9
gi | 5305442| gb| AF0O73770. 1| AFO73770 Honp sapi ens carnitine oc... 38 8.9
gi | 26092141| dbj | AK0O47392. 1] Mus rmuscul us 10 days neonate ce... 38 8.9
gi | 3858902| gh| AC005884. 1| AC0O05884 Honb sapi ens chronpsone 1... _ 38 8.9
gi | 3360499| gb| AF052187. 1| AF052187 Hono sapi ens cl one 24511 ... 38 8.9

Figura5.13. Segiiéencies de nucledtids amb major homol ogia amb la seqiiéncia consens obtinguda.
Figure 5.13. Nucleotide sequeneces producing significant alignment with the obtained consensus segquence.
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Score E
Sequences produci ng significant alignments: (bits) Value
gi | 21672895| ref | NP_660960. 1| N acetyl nuranoyl - L-al ani ne am ... 150 6e- 36
gi | 23135845| ref| ZP_00117579. 1] hypot hetical protein [Cytoph... 80 9e-15
gi | 23135328| ref | ZP_00117078. 1| hypothetical protein [Cytoph... 77 8e-14
gi | 23014706] ref | ZP_00054509. 1| hypothetical protein [Magnet... _65 2e-10
gi | 15606778| ref | NP_214158. 1] N acetyl nuranoyl - L-al ani ne ami ... 64 5e-10
gi| 16121324| ref | NP_404637.1] Nacetyl nuranoyl - L-al anine am ... 63 9e-10
gi | 22127037| ref | NP_670460. 1| putative am dase [ Yersinia pes... 63 9e-10
gi | 29347551| ref | NP_811054. 1| putative N-acetylmuranoyl-L-al... 63 1e-09
gi | 25166223| dbj | BAC24414. 1] b2817 [ W ggl esworthi a brevi pal pi s] _62  3e-09
gi | 23469303| ref | ZP_00124637. 1] hypothetical protein [Pseudo... 62 3e-09

Figura5.14. Seguéncies d’ aminoacids amb major homol ogia amb la seqiiencia consens obtinguda.

Figure5.14. Aminoacid sequences producing significant alignment with the obtained consensus sequence.

5.3. Discussio

Trebals recents amb gens funcionals com ara el bchG (Garcia-Gil et al., 2003)
permeten dur a terme estudis comparatius entre els microorganismes en base a les
sequencies del gen objecte d'estudi. Tot i aix0, malgrat I'existéncia d encebadors
especifics per a la detecci6 tant de bacteris fotosintetics (Achenbach et al., 2001) com de
GSB (Overmann et al., 1999 i Achenbach et al., 2001), fins a moment no s havien descrit

uns marcadors especifics nomeés per a espécies marrons de GSB.

Per a I'obtenci6 d’'aquest marcador calia, en primer lloc, escollir una caracteristica
diferencial entre les espécies marrons i les espéecies verdes de GSB. Tenint en compte
d'una banda, que la present memoria es centra en |’ estudi dels carotenoides a les espécies
marrons de GSB i que de I’dtra son pocs els estudis realitzats fins d moment amb gens

funcionals de GSB, semblava interessant abordar un treball d’ aquest tipus.

Sorprenentment, nalgrat |I’especificitat dels encebadors PKT dissenyats, les seqiencies
obtingudes no presentaren homologia amb proteines de la familia de les licopé ciclases.
Aquest fet possiblement sigui degut a que el disseny dels encebadors degenerats es va
realitzar a partir de microorganismes no fotosintétics, degut a |’ abséncia de sequiencies del
gen crtY pel grup de GSB. A més, I'esmentat disseny es va fer només a partir d’un

fragment de la sequéncia integra del gen Malgrat aquestes limitacions, la utilitzacié
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d encebadors degenerats és de gran utilitat especiament quan, com en e cas d aguest
estudi, no es coneix € gen que vol ser amplificat en € grup de microorganismes d’interes,
perd en canvi si es coneix en d altres grups filogenétics. En el cas que ers ocupa els
encebadors degenerats no varen poder ser utilitzats per re-amplificar €ls productes primaris
(fins i tot eliminant la part degenerada de I'encebador), motiu pel qual les re-

amplificacions del fragment de 1000 pb es dugueren a terme mitjancant clonacio.

El fet de no poder re-amplificar els productes primaris de PCR obtinguts amb els
encebadors degenerats pot ser degut a diferents motius. Una possibilitat seria que €
fragment d’interes formeés estructura secundaria i aquest fet impedis la seva amplificacio.
Una altra opcié podria ser la formacio de quimeres, per part dels encebadors. Aquestes
serien responsables de I’ obtencid de productes inespecifics, aproximadament d’ uns 250 pb,
amb la consequent absencia d'amplificacié del fragment objecte d’analisi, és a dir, €
fragment de 1000 pb.

Els encebadors especifics, en canvi, foren dissenyats a partir d’ una seqiiencia de CL1401,
que va presentar homologia amb una proteina de la superfamilia de les policetid-ceto-
sintases. Totes les proteines d'aguesta superfamilia, els enzims de les quas es troben
presents a procariotes, fongs i plantes superiors, tenen en comu la presencia d’ un domini
cetosintasa. Malgrat la diversitat, a nivell funcional, de les policétid-ceto-sintases, tots els
enzims d  aquesta superfamilia es troben implicats en la sintesi de metabolits secundaris, la
funcio dels quals difereix en funcid de I’ organisme (Moffitt i Neilan, 2003). En el cas del
genere bacteria Streptomyces sp. la informacié obtinguda a partir de I’analis comparativa
de sequiéncies pel gen de la policetid-ceto-sintasa, permet estudiar la diversitat en la
produccio d antibiotics en diferents especies d actinomicets (Metséd-Keteld et al., 2002).

Tot i que d disseny dels encebadors PKT va ser redlitzat a partir d’una sequencia amb
homologia a proteines de la superfamilia de les policétid-ceto-sintases, la sequéncia
consens obtinguda, a partir de I’aineament de totes les seqiencies d ADN obtingut de les
bandes de la DGGE, no va presentar homologia amb cap proteina d’ aguesta superfamilia
La similitud més elevada d’ aquesta seqiiéncia consens (consens PKT) es va obtenir, en
canvi, amb una proteina anomenada N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa, tal i com ha
estat esmentat anteriorment. Aquest fet indica que malgrat |’ especificitat dels encebadors
PKT per a les espéecies marrons de GSB, no s estava amplificant cap gen implicat en la

sintes de carotenoides a les espécies estudiades. A la Figura 5.15 es mostra I’ alineament
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entre la seqiiéncia consens PKT i la sequéncia del clon a partir del qual es van dissenyar
els encebadors especifics 0 PKT. Tot i que lasequéncia del clon (XF3F ala Figura 5.15)
va presentar homologia amb una proteina de la familia de la policétid-ceto-sintases, la
seguiencia consens obtinguda de I'alineament entre la seqiencia consens PKT i la
sequiéncia del clon, en canvi, no va presentar homologia amb cap proteina d aguesta
familia. Malgrat aixo es va acomplir amb I’ objectiu principal d’ aguesta part experimental
de la memoria, és a dir, es va aconseguir I'amplificacié especifica d’ espécies marrons de
GSB.
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Figura5.15. Alineament entre la sequienciadel clon de Chl. phaeobacter oides emprada pel disseny dels

encebadors PKT (XF3F) i laseqliencia consens PKT.

Figure5.15. Alignment between the clon of the Chl. phaeobacteroides sequence used to design the PKT

primers(XF3F) and the consens_PKT sequence.
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A partir de |’ eina dissenyada, és a dir, mitjancant I’ s dels encebadors PKT especifics per a
les espécies marrons de GSB, és possible plantejar un seguit d’ experiments encaminats a
detectar activitats in vivo d aguestes especies, encara que |’activitat no pogués ser
directament relacionada amb la sintesi de carotenoides. Aixo implicaria, d’ una banda, I"Us
de tecniques de PCR atempsreal, per ala quantificacio especifica de les especies marrons
de GSB, i d'dtra banda, en combinacié6 amb amplificacions mitjancant transcriptasa
inversa, es podrien plantejar experiments de caire fisiologic en funcio de la concentraci6 de
I’ARN missatger corresponent. Per dur a terme aquestes analisis es podrien dissenyar
sondes del tipus Tagman i redlitzar les esmentades quantificacions mitjancant PCR atemps
real (Figura5.16).

CGACCGAGTATCTGATCATGAGCAGTATGGECGCAGAGCGCCTTTGCAAAAC 50

AGTCGECCGATCTTGCT C'I1 CGAGGT ACAGGACAGGATCGA«IT[ CGTCCGAACA | 100

GCACCAACGGGAAAGGGGT GOGT CAGGCAGGCTTTATGGTTTTATGGACAC 150

CATCCATGCCGAGTATTCTGGT TGAAGCAGGGTATCTTTCAAATTCCGAGSG 200
AGGAAAAAAT TCT GCGGGACCGGCAGGAGCAGACAAAAATCCCTTATGGTA 250
TTTTTCAGGGTCTGGAGCGATACCGCAAGGAT TACGAAAATGCCCGGATTG 300

CAGCTGCGGAACAGTAATTCCGGT TGATAATGAAG 341

Figura5.16. Fragmentsde la seqliénciaconsens PKT que podrien ser utilitzats com a encebadorsforward i
reverse (quadres negres) i com a sonda Tagman (quadre vermell) per ala quantificacio per PCR atempsreal.
L es esmentades regions han estat determinades mitjancant el programa Primer express 1.5 (Applied
Biosystems).

Figure5.16. Fragments from consens_PKT seguenece that coud be used as forward and reverse primers

(black boxes) and as Tagman probe (red box) to real-time PCR quantification. The shown regions have been
found using the Primer express 1.5 sofware (Applied Biosystems).

Finalment, es pot concloure que aquest treball aporta elements que justifiquen la necessitat
de sequenciar € genoma complet d’una espécie marrd de GSB, per tal de facilitar els
treballs de genética funcional. Disposar de la seqliéncia completa del genoma d’'una

especie marré de GSB permetria dur a terme treballs d'inactivaciod genica i consequent
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obtencié de mutants. En el cas que ens ocupa seria de gran interes disposar de mutants a
nivell de sintesi de carotenoides que permetessin aprofundir en I’estudi de les funcions

d aquests pigments a les espécies objecte d’ estudi.
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6. Discussi6 general

En bacteris vermells del sofre sdn molts s treballs que tracten de I'estudi dels
carotenoides. En aquest grup bacteria, la funcié d’ aquests pigments ha estat ampliament
investigada. Fraser et al. (2001) han descrit recentment tres funcions per aquests pigments:

(1) fotoproteccio de I’ aparell fotosintetic, (2) antena accessoriai (3) paper estructural.

La funcié fotoprotectoraja va ser descrita I’ any 1955 per Griffiths amb experiments duts a
terme amb I’ espéecie Rhodobacter sphaeroides. Les cél -lules sense carotenoides, sotmeses a
condicions d oxigenacio i sota il-luminacié morien, mentre que les cél-lules a les quals no
se'ls modificava €l contingut de carotenoides eren capaces de sufocar I’ excés d’ excitacio i
protegir-se de I’oxidacio mitjancant dues vies d actuacid. Els carotenoides son capagos,
d' una banda, d’extingir directament |’excitacié de |’oxigen molecular i, d’atra banda, de
fotoprotegir les molecules de bacterioclorofil-la (BCl), extingint la fluorescencia dels
monomers excitats de BCl (en estat triplet). Aquesta segona estratégia de fotoproteccio és
laque dominain vivo (Fraser et al., 2001) i implica certa proximitat entre les molécules de
BCl i les de carotenoides, la qua cosa ha estat confirmada gracies a la resolucié de
I’ estructura cristal-lografica dels centres de reaccio (CR) i els complexos LH 2 de
Rhodobacter sphaeroides (Yeates et al., 1988; McDermott et al., 1995 i Koepke et al.,
1996).

En bacteris verds del sofre perd els carotenoides no han estat ben estudiats ni des del punt
de vista funcional ni estructural. Només recentment aquests pigments han despertat
I"interes dels investigadors tant pel que fa a la seva localitzacié dins I’ antena dels GSB
com per les relacions que estableixen amb els altres pigments de |’ aparell fotosintetic.
Arellano i col-laboradors en una serie de treballs (2000a, b; 2001 i 2002) han descrit un
seguit de propostes pel que fa alafuncié d aguests pigments dins I’ aparell fotosintetic dels
GSB i que poden resumir-se en fotoproteccid i cohesid estructural dels clorosomes. El
present treball posa de manifest dos conclusions evidents; per una banda que el contingut
de carotenoides a les espécies marrons de GSB supera ampliament el necessari per dur a
terme les seves funcions i que €s isomers cis dels carotenoides no son artefactes generats
durant la manipulacio de les mostres sind que sdn pigments constituents del sistema i que
porten a terme una funcié ben definida. De fet, alguns autors ja han descrit que s

carotenoides, depenent de la configuracio que presentin, realitzaran una funcié o atre dins
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I’ aparell fotosintetic. Els isomers tipus trans durien a terme funcions com a pigments
accessoris de I'antena i €ls tipus cis readlitzarien funcions de fotoprotecciéo dels CR
(Koyama i Fujii, 1999). Un exemple concret seria I’existencia de carotenoides amb
configuracio cis en |'aparell fotosintetic de Chlorobium tepidum. En els CR d'aquesta
espécie shan trobat 13-cis i 15-cis-carotenoides (Grazyna, 1998), demostrant que la
presencia de carotenoides amb configuracié cis no és exclusiva dels CR de tipus Il
(Bacteris Vermells del Sofrei Chloroflexus).

Una hipotesi que permetria explicar I’ elevat contingut de carotenoides en especies marrons
de GSB estaria relacionada amb les funcions estructurals que desenvolupen aquests
pigments en I’ organitzacié dels clorosomes. Aixo implica que aguests pigments han de
trobar-se molt propers alalamina basal del clorosoma, o bé per sota els elements cilindrics
de BCI antena, en contacte amb lalamina basal, o bé dins la propia lamina basal, reforcant
la unié dels clorosomes a la membrana plasmatica. L’ estructura lineal dels isomers amb
configuracio trans, trobats en una proporcio de 2 a 1 respecte els isomers cis a totes les
mostres estudiades, tant poblacions naturals com cultius de laboratori, recolzarien aguesta

hipotesi, encara que no hagi estat publicat cap treball al respecte.

Una altra possibilitat seria considerar que els carotenoides actuin d’antena accessoria,
malgrat que tampoc hagi estat demostrada la transferéncia d’ energia entre aguest pigments
i les molecules de BCl en GSB. L’elevada relacio entre I'lsr i € b-lsr determinada en
poblacions naturals en € present treball recolzaria aquesta hipotesi alhora que assegura la
proteccio davant episodis d’oxigenacio as quals poden estar sotmeses les poblacions

naturals.

Una darrera hipotesi per explicar |’ elevat contingut de carotenoides al's GSB, especialment
a les espécies marrons, estaria relacionada amb la sintesi d’aguests pigments com a
embornals de carboni. Ates que a |'aparell fotosintétic dels GSB no hi hauria les
restriccions espacials imposades per un entorn proteic fix com ocorre enel cas dels bacteris
vermells del sofre, no seria arriscat pensar en els clorosomes com a diposits de carboni (en
forma de pigment). L’ acumulacié de carboni no respondria a un emmagatzematge per una
futura re-utilitzacié6 sind més aviat com un lloc on es dipositarien els excedents de
biosintesi pigmentaria quan les condicions ambientals no permetessin un creixement actiu
de la poblacié. L’esmentada acumulacié doncs podria atribuir-se smplement al fet que

sense impediments d’espai, com Sha intuit anteriorment, es pot crear una situacio
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d equilibri termodinamic entre les configuracions trans/cis, pel qual els diferents isomers
es van acumulant en un entorn favorable. Situacié similar seria aplicable als homolegs
secundaris de BCI. La poca quantitat de carotenoides i la practica absencia d’ homolegs
secundaris de BCl observada en cultius de GSB creixent en quimiostats, on les condicions
de creixement estan plenament controlades i on es pot evitar €l deficit de nutrientsi es
garantitza € creixement actiu, dona suport a aguesta hipotesi. Assumint la manca de
corroboracions experimentals al respecte un nou treball de recerca pot ser plantejat com a

liniad investigacié per a un futur proper.

Finalment cal assenyalar que la sequienciacié d’una soca marré de GSB seria de gran gjut
per tal d’acabar de resoldre els interrogants entorn a les funcions i localitzacié dels
carotenoides als GSB. Disposar de mutants per a la sintesi de carotenoides, mitjancant
tecniqgues moleculars d'inactivacié genica /o mutagénesi dirigida, permetria acabar de

resoldre els interrogants plantgjats ad voltant d’ aquests pigments en GSB.
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7. Conclusions

Primera. Els dos metodes de cromatografia liquida d’ ata resolucio utilitzats en aguest
treball permeten una andlis detalada i precisa de la diversitat de carotenoides

bacterians aixi com les seves variacions qualitatives i quantitatives.

Segona. La combinacié d'un pre-tractament dels extractes pigmentaris amb columnes
d aumina amb e metode EP esta indicat quan interessa coneixer de manera detallada
la composicié en carotenoides sense prendre especia atencié a d’ atres pigments. En
canvi, € métode NP permet la discriminacié de tot tipus de pigments i ofereix una
resolucié excel-lent per a les bacterioclorofil-les i els seus homolegs aixi com pels
diferents tipus de carotenoides i els seus isomers. Aquest métode esta indicat per a

mostres complexes ja siguin de camp, sediments o cultius de laboratori.

Tercera. L’aplicacio del métode NP a mostres de sediments lacustres de 0,7-1,5 milions
d anys d'antiguitat ha permés la identificacidé de pigments signatura de les espécies
marrons de GSB, sobretot Isr i b-lsr. Aix0 permet suggerir que aguests
microorganismes han estat presents a |’area lacustre de Banyoles a menys des del
Fleistoce inferior i que la cubeta ancestra d’on pertanyen els sediments registrava

episodis d’anoxia fotica.

Quarta. Lesrelacions molars trang/cis de I'lsr i € b-Isr no varien després de tractar els
extractes pigmentaris de Chlorobium phaeobacteroides CL1401 durant 2h a la foscor
amb diferents agents quimics amb caracter reductor i amb caracter oxidant. Aixo
permet concloure que el contingut d’isomers de I'lsr, b-lsri b-Car son constitutius de
la cdl-lulai no son artefactes produits durant la manipulacié de les mostres. D’ acord
amb aix0 S assumeix que les possibles variacions d’ aguestes relacions molars aixi com
del contingut d’aquests pigments son conseqiencia de la resposta fisiologica de les

cdl -lules davant canvis en les condicions de creixement.

Cinquena. Per adiferents especies de GSB, lesrelacions molars trang/cisde I’lsr i € b-Isr
es mantenen congtants, a voltant de dos isOmers trans per cada isdmer cis,
independentment a les condicions d'il-luminacio. Aquestes relacions tampoc varien ni

en clorosomes de dos especies marrons de GSB ni en mostres obtingudes de poblacions
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naturals d’ aguests microorganismes. Aixo semblaria indicar que cada tipus d’isomer
presenta unes funcions determinades dins |’ aparell fotosintetic dels GSB.

Sisena. La proporcié entre I'lsr i e b-Isr en mostres de poblacions naturals de Chl.
phaeobacteroides és entre 3 i 5 vegades superior a la calculada pels cultius de
laboratori, indicant un major contingut d’lsr en ambients naturals. Aquesta dominancia
pot tenir a veure amb el paper fotoprotector d’'aguest caroté o bé amb la capacitat
d aquest de protegir la BCl a davant possibles episodis d' oxigenacio de la zona
dinterfase. D’dtra banda, no es pot descartar tampoc que I'lsr, o € b-Isr, actuin

d’ antena accessoria, facilitant |’ absorcié de [lum en situacions limitants.

Setena. Larelacio lineal observada entre la concentracio dels diferents homolegs de BCl
antena e o ) i els carotenoides en les especies de GSB estudiades suggereix una
regulacié conjunta de la seva sintesi, necessaria pel bon funcionament i estructuracio
de I'aparell fotosintétic. Aquesta regulacio es donaria a nivell molecular i tindria els
seu punt clau a nivell del geranilgeraniol pirofosfat, € precursor metabolic de la sintesi

tant de BCE, BCl secundaris, BCl a i carotenoides.

Vuitena. La deteccid i quantificacio per cromatografia liquida d’ ata resolucio de BChgs,
I’ acceptor primari d’ electrons en la cadena de transport el ectronica dels GSB, permet la
quantificacié del nombre de centres de reacciO en extractes pigmentaris d’ aquests

microorgani Smes.

Novena. Sota condicions de baixa llum (1 pE m? s7) el nombre de centres de reaccid
(CR) per clorosoma augmenta en la majoria d’ espécies estudiades. Tot i aixi, cada CR
tindria un domini fix d'unes 2.000 BCl antena, la qual cosa implica que la cél-lula
sintetitzaria les moléecules adients per mantenir aguesta proporcié constant durant €l
creixement. D’ acord amb aquestes dades |a resposta adaptativa dels GSB per fer front a
situacions de limitacié luminica implicaria un augment en e nombre d' unitats
fotosintétiques.

Desena. El nombre promig de centres de reaccio per clorosoma en GSB és de 70. S hade
destacar pero que ajuest valor pot oscil-lar depenent de I'espécie estudiada i e les

condicions d'il-luminaci6 ales que creixen els microorganismes.
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Onzena. L’ estimacio del nombre de clorosomes per cel-lula dona uns resultats d’ uns 400,
depenent de I’ espécie estudiada i & les condicions de creixement, considerant que

aquesta estimaci6 dona un valor maxim de larelacio estudiada, com s tota la superficie
cel lular es trobés ocupada per clorosomes.

Dotzena. Els encebadors especifics dissenyats permeten la detecci6 d espécies marrons de
GSB en comunitats naturals d’ aguests bacteris o bé en cultius mixtes. Creiem que
aquest marcador molecular pot ser de gran guda en estudis d ecologia microbiana
centrats en aquest grup de microorganismes i obre la porta a |’ aplicacié de tecniques de
quantificacid selectiva basades en biologia molecular com ara fluorescéencia
d hibridacio in situo la PCR en temps real.
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