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Resum: 

En els darrers anys, l’interès per buscar alternatives als combustibles fòssils ha anat en 

augment. Una d’aquestes alternatives que s’està investigant és la utilització de 

biocombustibles, els quals poden ser produïts per microorganismes electrotròfics en un 

sistema bioelectroquímic (BES). En el BES, els bacteris utilitzen el poder reductor provinent 

del càtode per reduir el CO2 a compostos orgànics. Un dels microorganismes més 

interessants alhora d’investigar aquest procés és l’acetogènic Sporomusa ovata, el qual pot 

produir acetat a una taxa molt eficient. En aquest treball es va investigar a nivell molecular, 

quins són els principals transportadors, que en condicions inorgàniques, participen en el 

transport d’electrons en S. ovata, per tal d’optimitzar-lo a través de modificació genètica 

(GMO). La finalitat global del projecte és la d’incrementar la captació d’electrons a través de 

modificació genètica i la sobre-expressió dels gens candidats principals. Per aquest motiu, es 

va dur a terme un estudi dels canvis d’expressió de gens candidats que codifiquen per 

proteïnes transportadores d’electrons, localitzades a la membrana i l’espai periplasmàtic de 

S. ovata. Es van dissenyar primers específics per 27 gens candidats, i es va comprovar la 

seva especificitat a través d’una PCR. Els canvis en l’expressió relativa d’aquests gens (gen 

candidat/gen constitutiu) es van investigar i comparar en cultius de S. ovata, que es trobaven 

creixent en fase exponencial, sota condicions autotròfiques i heterotròfiques. Els resultats 

obtinguts han mostrat que els gens que codifiquen per hidrogenases (p. ex. hydA), algunes 

ferredoxines (complex Rnf), i citocroms del tipus c, s’han trobat altament transcrits en 

condicions autotròfiques. Aquests gens doncs, es postulen com a bons candidats a capturar 

els electrons del càtode, i probablement són importants a tenir en compte per optimitzar la 

captura d’electrons en S. ovata. Ara bé, degut a una mala estabilització de les cèl·lules de S. 

ovata en el compartiment del càtode, no podem confirmar fins a quin punt HydA, Rnf i el 

Citocrom c participen realment en la captura d’electrons.    
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Resumen: 

En los últimos años, el interés por buscar alternativas a los combustibles fósiles ha ido en 

aumento. Una de estas alternativas que se está investigando es la utilización de 

biocombustibles, los cuales pueden ser producidos por microorganismos electrotróficos en un 

sistema bioelectroquímico (BES). En el BES, las bacterias utilizan el poder reductor 

proveniente del cátodo para reducir el CO2 en compuestos orgánicos. Uno de los 

microorganismos más interesantes a investigar en este proceso es el acetogénico Sporomusa 

ovata, el cual puede producir acetato a una tasa muy eficiente. En este trabajo se investigó a 

nivel molecular, cuáles son los principales transportadores que, en condiciones inorgánicas, 

participan en el transporte de electrones en S. ovata, para optimizarlo a través de modificación 

genética (GMO). La finalidad global del proyecto es la de incrementar la captación de 

electrones a través de modificación genética y la sobre-expresión de los genes candidatos 

principales. Por este motivo, se llevó a cabo un estudio de los cambios de expresión de genes 

candidatos que codifican para proteínas transportadoras de electrones, localizadas en la 

membrana y el periplasma de S. ovata. Se diseñaron primers específicos para 27 genes 

candidatos, y se comprobó su especificidad a través de una PCR. Los cambios en la 

expresión relativa de estos genes (gen candidatos / gen constitutivo) se investigaron y se 

compararon en cultivos de S. ovata, que se encontraban creciendo en fase exponencial, bajo 

condiciones autotróficas y heterotróficas. Los resultados obtenidos han mostrado que los 

genes que codifican para hidrogenasas (p.ej. hydA), algunas ferredoxinas (complejo Rnf), y 

citocromos del tipo c, se han encontrado altamente transcritos en condiciones autotróficas. 

Estos genes pues, se postulan como buenos candidatos a capturar los electrones del cátodo 

y probablemente son importantes a tener en cuenta para optimizar la captura de electrones 

en S. ovata. Si bien pues, debido a una mala estabilización de las células de S. ovata en el 

compartimiento del cátodo, no podemos confirmar hasta qué punto HydA, Rnf y el Citocromo 

C participan realmente en la captura de electrones. 
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Abstract: 

Recently, the interest for alternatives to fossil fuels has been increased. One of the alternatives 

that are investigated is the use of biofuels, which can be produced by electrotrophic 

microorganisms in a bioelectrochemical system (BES). In BES, bacteria take the reducing 

power from a cathode to reduce CO2 into organic compounds. One of the most interesting 

microorganisms in this process is the homoacetogenic Sporomusa ovata, which can produce 

acetate with a highly efficient production rate. In this work, we aimed at investigating, at the 

molecular level, what were the most relevant electron carriers to participate in electron 

transport in inorganic conditions. The general goal of the project were this research was 

developed was to increase electron capturing by genetic modification and overexpression of 

relevant candidate genes. We carried out a throughout study of changes in the expression of 

candidate genes coding for electron-transporter proteins localized at the membrane and the 

periplasmic space of S. ovata. Specific primers for 27 candidate genes were designed and 

their specificity was checked through PCR. Changes in the relative expression of those genes 

(candidate gene/housekeeping gene) were investigated and compared in S. ovata cultures 

exponentially grown under autotrophic and heterotrophic conditions. Results showed that 

genes codifying for hydrogenases (e.g. hydA), some ferredoxins (Rnf complex), and c-type 

cytochromes, were highly transcribed levels in autotrophic conditions. Those genes were 

postulated as good candidates to capture cathode electrons and would probably be important 

to be considered in order to optimize S. ovata electron capturing. Due to the poor stabilization 

of S. ovata cells in the cathode compartment we could not confirm to what extent HydA, Rnf, 

and Cytochrome c are really participating in electron capturing.  
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Figura 1.  Diferents formes de captar els electrons d’un elèctrode durant el procés d’electrosíntesi microbiana. 
Extreta de  P. L. Tremblay & Zhang, 2015.) 

1. Introducció 

1.1. Bacteris homoacetogènics 

Els bacteris homoacetogènics són capaços de convertir el CO2 a compostos orgànics. Durant 

aquesta conversió, l’hidrogen és el donador d’electrons i el CO2 s’usa com a acceptor, el qual 

es redueix a acetil-CoA seguint la via de l’acetil – CoA, també coneguda com a via de Wood-

Ljungdahl (Ammam et al., 2016; P. L. Tremblay et al., 2015). Aquests bacteris són capaços 

de viure en ambients molt diversos, des de un ampli ventall de sòls fins a ambients amb 

condicions extremes de temperatura, pH o salinitat (Müller, 2003).  Una característica 

rellevant d’alguns acetogènics com Sporomusa ovata, així com alguns bacteris oxidadors de 

ferro o els metanogènics, és que poden presentar un metabolisme electroautotròfic, i enlloc 

de fer servir l’hidrogen per reduir el CO2 a acetat i altres productes, utilitzen els electrons 

provinents d’un càtode en un procés anomenat electrosíntesi microbiana (Ammam et al., 

2016; P. L. Tremblay & Zhang, 2015).  

1.2. Transferència d’electrons 

En l’electrosíntesi microbiana (microbial electrosynthesis – MES), els electrons provinents del 

càtode poden ser transferits als bacteris tant directament com indirectament (Fig. 1) a través 

d’un transportador (shuttle) d’electrons (Choi & Sang, 2016). Aquest intermediaris són, 

generalment, mediadors redox com l’hidrogen, el formiat, l’amoni o el ferro (Lovley & Nevin, 

2013). En aquesta via indirecta, els bacteris poden produir i excretar els seus mediadors redox 

solubles per captar electrons del càtode, o bé els poden incorporar a través d’un mediador 

soluble que es trobi en el medi. (P. L. Tremblay & Zhang, 2015).  

 

La transferència directe, en canvi, requereix del contacte físic entre els components 

extracel·lulars involucrats en el transport d’electrons i el càtode. Tot i això, la transferència 

directe es creu que es podria donar de manera simultània a una transferència d’electrons 

mediada per hidrogen. Per tant, aquest fet porta a pensar que els bacteris que segueixen un 

model directe, poden captar electrons del càtode a través de diverses vies simultàniament 

(Marshall et al., 2012).  
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Tant cultius mixtes de diferents espècies bacterianes, com cultius purs, poden dur a terme la 

MES en un sistema bioelectroquímic. Una de les principals avantatges de fer servir cultius 

purs en aquesta electrofermentació és que a través de l’enginyeria genètica, es pot optimitzar 

el metabolisme de la catàlisi microbiana i, idealment, incrementar l’eficiència de producció, 

així com el rang de productes possibles. Un d’aquests bacteris electrotròfics que s’ha estudiat 

recentment ha estat Sporomusa ovata (Ammam et al., 2016; P. L. Tremblay et al., 2015).  En 

concret, s’ha comprovat com la soca DSM2662 de Sporomusa ovata es tracta de la més 

eficient en quant a taxes de producció d’acetat, amb una eficiència de conversió d’electricitat 

a acetat superior al 80% (P. L. Tremblay & Zhang, 2015), utilitzant CO2 com a únic acceptor 

d’electrons durant l’acetogènesi (Ragsdale & Pierce, 2008).  Ara bé, els mecanismes 

moleculars involucrats en la transferència directa d’electrons des del càtode segueixen sent 

poc coneguts (Igarashi & Kato, 2017) 

1.3. Gens implicats en la transferència d’electrons 

Recentment, els estudis de genòmica i biologia molecular s’han centrat en estudiar quines 

són les proteïnes (o gens) implicats en la transferència d’electrons. Entre les proteïnes 

candidates a aquesta funció, generalment situades a la membrana, s’inclouen els citocroms 

de tipus c (Choi & Sang, 2016; Igarashi & Kato, 2017; Shi et al., 2009), i els de tipus b (Müller, 

2003),  així com les ferredoxines (Nevin et al., 2010). Aquestes darreres es troben unides a 

unes bombes iòniques que formen complexes anomenats Rnf (P.-L. Tremblay et al., 2012). 

D’altra banda, proteïnes del tipus rubredoxina amb grups Fe-S (Correia dos Santos et al., 

2003), les hidrogenases del espai periplasmàtic i les formiat deshidrogenases (Ammam et al., 

2016) també s’han observat com potencials agents responsables del transport elèctric en 

bacteris electroactius. A continuació es comenten característiques d’algunes de les proteïnes 

de cada un d’aquests grups. 

1.3.1. Citocroms 

Són proteïnes transportadores localitzades a la membrana, en el domini extracel·lular o a 

l’espai periplasmàtic (en gramnegatius) (Choi & Sang, 2016). Formen complexes redox i 

desenvolupen un paper clau en el procés del transport d’electrons, els quals flueixen del 

donadors amb baixos potencials redox, cap a donadors amb potencials redox més elevats 

(Choi & Sang, 2016). D’entre els diferents tipus de citocrom, els que s’han descrit com a 

responsables en el transport d’electrons són els de tipus c (Shi et al., 2009) i els de tipus b 

(Müller, 2003). Els citocroms c, com el CymA (Fig. 2) el qual és homòleg al citocrom 

NapC/NirT, es troben ubicats estratègicament en la coberta de la cèl·lula bacteriana i formen 

vies que faciliten la transferència d’electrons des de la membrana interna, cap a l’espai 
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periplasmàtic i, posteriorment, cap a la 

membrana externa (Marritt et al., 2012). En 

aquesta última, es situen altres citocroms que 

transfereixen els electrons cap a una superfície 

metàl·lica (Shi et al., 2009). Aquesta 

transferència al llarg de complex de citocroms, 

segons apunten altres autors és reversible, i tant 

es pot donar de l’interior de la cèl·lula cap a 

superfície metàl·lica, com en direcció oposada 

(Choi & Sang, 2016). 

D’altra banda, alguns citocroms b ubicats a la 

membrana de diferents espècies del gènere 

Sporomusa (Kuhner et al., 1997), també s’ha vist que es troben involucrats en la transferència 

electrònica  (Müller, 2003). El citocrom b formaria junt amb altres proteïnes, com citocroms c 

o rusticianines, un complex anomenat bc1 localitzat a la membrana interna (Fig. 2). Aquest 

complex rebria els electrons i els transferiria a altres intermediaris, els quals reduiran el NAD+ 

a NADH conservant l’energia (Ishii et al., 2015)  

1.3.2. Ferredoxines  

Són un grup de proteïnes que contenen 

centres de ferro i sofre, i que participen en el 

transport d’electrons en un àmplia varietat de 

reaccions metabòliques (Otaka & Ooi, 1987). 

En acetogènics, d’entre altres tipus de 

ferredoxines anotades, es troben les 

ferredoxines oxidoreductases (AORs) que 

formen uns complexes ubicats a la 

membrana citoplasmàtica, anomenats Rnf 

(Kracke et al., 2015). En aquests complexos, 

els electrons redueixen les ferredoxines, i 

aquestes els transfereixen al NAD+. Ara bé, 

tot i que l’activitat d’aquests complexos s’ha observat sobretot en acetogènics gram-positius, 

també s’ha vist que acetogènics gramnegatius, com S. ovata, tenen gens d’aquests tipus 

(Ammam et al., 2016; Hess et al., 2016). Altres famílies de ferredoxines que s’han  anotat en 

S. ovata són les de la família NapH/MauN (Poehlein et al., 2013). Aquestes formen complexes 

de diferents proteïnes Nap ubicats a la membrana citoplasmàtica (Fig. 3), que transporten 

electrons de l’espai periplasmàtic cap al citoplasma (Brondijk et al., 2002).  

Figura  2. Elements  que formen part de la cadena de 
transport d’electrons, i que faciliten la seva 
transferència, alguns de forma bidireccional i altres 
de forma unidireccional, entre l’exterior i l’interior de 
la cèl·lula. A destacar el citocrom CymA, el qual 
pertany a la família de citocroms NapC/NirT en 
bacteris com S. oneidensis, i el complex bc1 en 
bacteris com A. ferrooxidans. Extreta de Sydow, 
Krieg, Mayer, Schrader, & Holtmann, 2014.)  

Figura 3. Complex transmembrana format de diferents 
subunitats de proteïnes Nap, que actuen com a 
ferredoxines i que s’han anotat com a encarregades del 
transport d’electrons. Extreta de Brondijk et al., 2002.) 
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1.3.3. Rubredoxines 

Són proteïnes transportadores que contenen centres de Fe-S i que es troben involucrades en 

la transferència d’electrons (Cardenas et al., 2016; Choi & Sang, 2016). Tot i que s’han 

estudiat principalment en bacteris reductors de sulfat (Correia dos Santos et al., 2001), també 

s’han proposat com a proteïnes transportadores d’electrons associades a les membranes 

d’espècies d’acetogènics properes a S. ovata. En els homoacetogènics, les rubredoxines 

també s’ha vist que participen en mecanismes de protecció oxidativa, com la presència 

d’oxigen (Karnholz et al. , 2002). 

A part de les rubredoxines, en el genoma de S. ovata també s’ha observat la presència de 

rubreritrines (Poehlein et al., 2013). Per tant, es troben també involucrades en el transport 

d’electrons i en la protecció front l’estrès oxidatiu en anaeròbics (Cardenas et al., 2016).   

1.3.4 Formiat deshidrogenases i hidrogenases.  

Les formiat deshidrogenases, transfereixen el 

poder reductor del format, cap a altres 

intermediaris (Croese, Pereira, Euverink, Stams, & 

Geelhoed, 2011), com les hidrogenases. Pel que 

fa les hidrogenases, gran part són 

metal·loproteïnes amb grups de ferro-sofre i que 

contenen un o diferents àtoms de ferro o de níquel 

en el seu centre actiu. Es troben involucrades en 

el metabolisme de l’H2, i unes de les més 

estudiades són les [NiFe]-hidrogenases. 

Aquestes es divideixen en quatre grups, dels 

quals les del grup 4 es troben associades a complexes de la membrana (Vignais & Billoud, 

2007). Hidrogenases d’aquest grup, també se n’han anotat en genomes d’acetogènics 

(Poehlein et al., 2013). En concret, s’han anotat les que deriven dels gens hyf. Altres grups 

d’hidrogenases, com per exemple HydA, formen complexes amb altres hidrogenases (Fig. 4) 

(Vignais & Billoud, 2007) i també s’han trobat en el genoma dels acetogènics (Poehlein et al., 

2013). Tant les hidrogenases com les formiat hidrogenases, participen en el transport 

d’electrons (Choi & Sang, 2016). En concret, en bacteris acetogènics i en alguns 

metanogènics electrosintètics, aquests enzims són expulsats de les cèl·lules i absorbeixen 

els electrons directament del càtode (Deutzmann et al., 2015; Igarashi & Kato, 2017).  

 

 

Figura 4. Complex d’hidrogenases, format per una 
subunitat amb una hidrogenasa HydA, d’entre 
d’altres, annotada en el genoma de Sporomusa i 
involucrada en el transport d’electrons. Extreta de 
Vignais & Billoud, 2007.) 
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2. Aim 

The group of Ecologia Microbiana Molecular (IEA UdG) is aiming at disentangling the 

physiology of different bacterial strains for the electrosyntethic production of acetate and 

ethanol in a dark artificial photosynthesis environment. In the system, CO2 serves as the sole 

carbon source and energy is derived from solar photovoltaic panels, resembling an artificial 

leaf. A specific objective within the project is to determine which are the key proteins involved 

in electron capturing in order to improve their efficiency through genetic modification. The 

research is funded by project BioRECO2Ver (EU2020-760431) in collaboration with LEQUIA.  

The lack of knowledge in which genes are likely involved in the direct electron transport 

pathways from cathode-to-cell is of special interest. We worked with the model strain 

Sporomusa ovata DSM2662, a highly efficient species in terms of acetate production rates (P. 

L. Tremblay & Zhang, 2015), in order to uncover potential genes participating in electron 

transfer.  

In particular, in this project we focused on the determination of changes at the gene expression 

level of selected candidate genes in different growth conditions. According to this, specific 

objectives were:  

1. Design of specific primers to the candidate genes (cytochromes, ferredoxins, rubredoxins 

and hydrogenases) for the acetogen gram-negative bacteria Sporomusa ovata.  

2. Determination of the expression change of the candidate genes in situations analogue to 

electrosynthesis conditions (autotrophic) in comparison of mixotrophic growth conditions 

in Sporomusa ovata.   
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3. Material i mètodes 

3.1. Organismes i condicions de cultiu 

El bacteri anaerobi gram-negatiu Sporomusa ovata DSM 2662, ha estat obtingut del Leibniz 

Institute DSMZ – German Collection of Microorganisms and Cell Cultures (www.dsmz.de). 

Aquest es va fer créixer en el medi DSMZ311 (DSMZ,  Alemanya) lleugerament modificat. Es 

va eliminar la resazurina (0,1% w/v) i el Na2S x 9 H2O, per tal que no interferissin amb el 

càtode i també es va reduir a la meitat la quantitat de components orgànics (peptona de 

caseïna, betaïna i extracte de llevat). Aquest medi es va preparar sota condicions estrictament 

anaeròbies gràcies a una cambra d’anaerobiosi (Vynyl Anaerobic glove chamber, CoyLab, 

USA), que creava una atmosfera amb un baix percentatge d’oxigen (<70 ppm d’O2).  Durant 

una setmana el bacteri ha estat creixent en una estufa a una temperatura de 30ºC, en 

ampolles de penicil·lina de 250 mL, prèviament auto-clavades i tancades hermèticament amb 

un sèptum de butil.  

3.2. Muntatge i funcionament de cel·les H-type com a sistema bioelectroquimic (BES) 

Per als experiments d’electrosíntesi, es van muntar un sistema de doble cambra (H-type) amb 

tres elèctrodes, referència, ànode i càtode. Les dues cambres, una corresponent a l’ànode i 

l’altre al càtode, estaven tapades hermèticament amb un tap de butil, i separades per una 

membrana d’intercanvi catiònic (CMI – 7000, Membranes International Inc., USA) fixada per 

una pinça metàl•lica. A la cambra del càtode es va situar un elèctrode de referència d’Ag/AgCl 

(+197 mV vs. SHE, sat KCL, SE11 Sensortechnik Meinsberg, Alemanya). En l’ànode es va 

acoblar una barra cilíndrica de grafit (Mersen Iberica, Espanya), a través de la qual s’hi va 

enrotllar un fil conductor d’acer inoxidable que s’ha fet passar a través del tap, per connectar-

hi un potenciostat (SP-50, BioLogic, França). Aquesta barra de grafit actuarà com a elèctrode. 

D’altre banda, a la cambra del càtode, s’hi van acoblar cinc barres de grafit a través de les 

quals s’hi va fer passar fil conductor d’acer inoxidable. Aquestes cinc barres de grafit, actuaran 

com a elèctrode de treball (working elèctrode, càtode). Tant les barres cilíndriques del càtode 

com la de l’ànode, tenien un volum d’aproximadament 6.8 cm3.  

Un cop muntat el sistema d’elèctrodes, s’hi van introduir dues agulles en el tap de goma, una 

per recollir i/o renovar el medi inoculat, i l’altre per regular la pressió dins la cambra en el 

moment d’extreure mostra i aconseguir mantenir les condicions d’anaerobiosi dins els 

reactors. Llavors es va comprovar les possibles pèrdues d’aire dels reactors, bombejant 

nitrogen a 0.6 bar de pressió. Comprovada la estanqueïtat de les H-type, es van esterilitzar a 

l’autoclau.  
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Un cop esterilitzades ambdues cambres, en 

l’ànode s’hi va introduir 120 mL de medi mineral 

DSMZ311 modificat, en el qual s’hi van eliminar 

els components orgànics. En la cambra del 

càtode, s’hi va introduir també 120 mL del mateix 

medi mineral DSMZ311, però suplementat amb 

els compostos orgànics. El càtode es va inocular 

amb 10 mL d’un cultiu de S. ovata en l’inici de la 

fase estacionària de creixement.  Un cop inoculat, 

es va connectar el sistema al potenciostat, per tal 

que operessin cronoamperomètricament a un 

voltatge de -400 mV vs. elèctrode estàndard 

d’hidrogen (SHE). A més, el càtode que es mantenia en agitació durant l’experiment, es va 

tapar amb paper d’alumini per minimitzar el creixement de bacteris fotosintètics (Fig. 5). Per 

l’experiment, es van utilitzar dos rèpliques de reactors H-type. 

Paral·lelament, es van preparar quatre cultius de 

250 mL sense homogeneïtzació, on s’hi va inocular 

5 mL de S. ovata en 150 mL de medi DSM311 

modificat en les mateixes condicions que en els 

càtodes corresponents i amb 4 barres de grafit a 

cada una (Fig. 6). Dues ampolles es van cultivar en 

presència de matèria orgànica, i dues en medi 

completament autotròfic. 

Més endavant, quan es va procedir a dur a terme 

l’extracció del RNA de S. ovata, es van preparar en 

ampolles de penicil·lina, dues rèpliques de 250 mL 

de medi DSMZ311 amb presència de components orgànics (extracte de llevat, betaïna i 

peptona de caseïna), i dues rèpliques més amb el mateix volum de medi DSMZ311, però amb 

absència dels anteriors components. El primer, s’anomenarà medi orgànic, mentre que el 

segon, s’anomenarà medi inorgànic. En cadascun dels 4 vials preparats sota condicions 

d’anaerobiosi, gasificats i auto-clavats, s’hi va introduir 10 mL d’un cultiu  30º C de la soca 

DSM2662, i es van deixar incubar durant 4 dies a una temperatura de 30ºC.  

 

Figura 6. Cultius control, on s’hi van inocular 5 mL 
de Sporomusa ovata en 150 mL de medi 
DSMZ311, i on s’hi van introduir 5 barres de grafit 
com a control.  

Figura 5.  Rèpliques dels reactors utilitzats durant 
l’experiment d’electrosíntesi. Les cambres del 
càtode es van tapar amb paper d’alumini, i en 
cadascuna de les cambres es van introduir 
xeringues amb filtre per anar suplementant medi.  
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3.3. Seguiment del sistema bioelectroquímic  

Per tal de monitoritzar el funcionament de les piles H-type es van prendre mostres 

regularment per analitzar el pH en ànode i càtode, la densitat òptica a 600 nm, i les 

concentracions d’àcids orgànics i alcohols a la fase líquida. A més es prenia un monitoratge 

continu de la intensitat demandada pel càtode a intervals de 5 minuts, per poder anar seguint 

així les demandes d’electrons de S. ovata, fent servir una ciclovoltametria a través d’un 

software específic (EC-Lab v10.37), connectat a un potensiostat (SP-50, BioLogic, França). 

Si la demanda d’electrons, per part de S. ovata  era alta es procedia a reemplaçar el medi per 

medi nou, prèviament gasificat.   

Per l’anàlisi de les variables en la fase líquida, es prenien 4 mL del càtode de forma estèril. 

Una submostra de 2 mL servia per mesurar la densitat òptica amb un espectrofotòmetre (UV 

– 2501PC, SHIMADZU, Japó), i el pH amb un pH-metre portàtil (pH 25, Crison Instruments 

Espanya). Els 2 mL restants s’utilitzaven per a l’anàlisi per cromatografia de gasos (GC). 

Prèviament les mostres es filtraven per un filtre de diàmetre de porus de 0,22 µm per eliminar 

les partícules. La concentració d’acetat, butirat i propionat es va mesurar en un Agilent 7890A 

GC (Agilent Technologies, Spain) equipat amb una columna capil·lar de sílice (DB-FFAP, 30 

mm x 0.32 mm x 0,5 µm). L’àcid crotònic s’utilitzava com a estàndard intern en totes les 

mesures. Per tal de mantenir el volum constant en els reactors, es reemplaçava el medi extret 

amb medi fresc, prèviament gasificat per conservar les condicions anaeròbiques.  

3.4. Selecció de gens candidats i disseny de primers. 

Per tal de poder realitzar l’avaluació de les diferències en els nivells d’expressió de gens 

implicats en la captació d’electrons, es van seleccionar les seqüències corresponents del 

genoma de la soca DSM2662 (Nº d’accés: NZ_ASXP01000001, NCBI database, USA). Per 

seleccionar-los es va establir dos criteris. Primer, que corresponguessin a gens que 

expressessin proteïnes implicades en la captura directe d’electrons des de l’exterior de la 

cèl·lula cap a l’interior. Segon, entre aquests es van seleccionar únicament els que 

codificaven per proteïnes que es trobessin ancorades a la membrana plasmàtica o a l’espai 

periplasmàtic. Els gens escollits, es van classificar com a ferredoxines (fd), enzims amb funció 

hidrogenasa (hyd), formiat deshidrogenases (fdh), rubredoxines (rbr), i citocroms (cyt) (Taula 

2).  

Un cop escollits els gens, es van dissenyar primers específics per a cada un d’ells utilitzant la 

eina primer-blast (NCBI database, USA). Es van seleccionar únicament aquells primers que 

donaven lloc a fragment de longitud d’entre 150 i 300 bases, longitud adequada per garantir 

la especificitat en la hibridació. A més, es van prioritzar els que presentessin una 

complementarietat en 3’ de l’ordre de 0.00 a 3.00 per assegurar la seva correcta hibridació i 
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els que tinguéssin un òptim de temperatura de fusió (Tm) d’entre 57 i 60 ºC. Tots els primers, 

excepte el del gen constitutiu polC1 que es van obtenir d’altres autors (Ammam et al., 2016), 

es van buscar cercant a les seqüencies l’organisme S. ovata DSM 2662 (taxid: 1123288), i 

en la base de dades de Refseq representative genomes.  

Un cop escollides les respectives parelles de primers, es va comprovar la seva especificitat 

in silico amb un anàlisi BLASTn. Els primers que presentaven homologia de seqüència en 

l’extrem 3’ amb qualsevol seqüència de la base de dades eren descartades. La síntesi dels 

primers dissenyats es va encarregar a Invitrogen (USA), es van dissoldre amb aigua miliQ 

estèril a una concentració estoc de 100 µM i es van guardar en el congelador. Per a treballar, 

es van preparar alíquotes a 10 µM. 

3.5. Extracció de DNA i PCR 

Les extraccions de DNA per a comprovar l’especificitat dels primers es van fer a partir de 20 

mL de cultius de S. ovata en fase exponencial de creixement. Les cèl·lules es van concentrar 

per centrifugació durant 20 minuts a 7000 rpm a una temperatura de 8 ºC  en una centrifuga 

Sorvall RC-5B Plus (Sorvall, GMI, USA). Passat aquest temps, es va re-suspendre el pelet 

en aigua miliQ, es va extreure el DNA amb el kit FastDNA® SPIN kit for Soils (MP, Biomedicals, 

USA) seguint les instruccions del fabricant, i es va guardar a -20 ºC. La concentració de DNA 

es va mesurar al NanoDrop 1,000 (Thermo Fisher Scientific, USA). 

Per tal de comprovar la correcta amplificació de cada gen, es va realitzar una PCR 

convencional a una temperatura de 60ºC en un termociclador GeneAmp PCR System 2700 

(Applied Biosystems, USA), d’acord amb les Tm de PrimerBlast (NCBI data base, USA). Per 

fer-la, es va preparar una mostra amb un volum final de 20 µL, que contenia 1 µL de DNA i 

19 µL de mix, preparada prèviament, on s’hi va afegir d’entre altres reactius; MgCl2 (Applied 

Biosystems, USA) a una concentració final de 1.8 mM i la l’AmpliTaq® 360 DNA Polymerase 

del kit comercial AmpliTaq® 360 DNA Polymerase (1500 U) (Applied Biosystems, USA), 

concentrada a 0.75 U/reacció. 

En una primera sèrie de reaccions de PCR es va utilitzar una temperatura d’anellament de 60 

ºC. Posteriorment, amb els primers que no donaven amplificacions positives es van repetir 

les PCR amb una temperatura d’anellament més baixa, 58 ºC. Aquesta estratègia es va fer 

servir per tal d’incrementar la especificitat de les reaccions de PCR. 

L’especificitat de les amplificacions es van comprovar en una electroforesi en gel d’agarosa 

al 1,5 % fent servir l’aparell PowerPac 300 (Bio-Rad Laboratories, USA), i es van comprovar 

els resultats del gel a través d’una làmpada d’UV. 
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Es van utilitzar extractes de DNA de mostres complexes d’un sòl agrícola, un sediment anòxic, 

i un mostra d’un biofilm de l’esponja Merlia clavidisca, per a determinar l’especificitat dels 

primers dissenyats. La riquesa microbiana de les mostres utilitzades com a controls negatius 

era molt elevada, contenint entre 143 i 834 espècies diferents de la majoria de grups 

filogenètics (dades proporcionades pel grup de recerca). Es considerava que els primers 

dissenyats eren prou específics quan no es detectava amplificació en cap de les tres mostres 

control. 

3.6. Extracció de RNA i reacció transcriptasa inversa (RT) 

Donat que els sistemes bioelectroquímics no van arribar a produir acetat de forma continuada 

passats 47 dies des de la seva inoculació, les anàlisis d’expressió es van realitzar amb els 

cultius controls inoculats en cultiu tancat. Un cop les dues rèpliques del cultiu DSM2662 

orgànic (amb extracte de llevat, betaïna i peptona de caseïna) i les dues de cultiu inorgànic 

(sense els anteriors components) estaven en fase exponencial, es van afegir 10 mL d’una 

solució de fixació (etanol/fenol saturat al 95/5 v/v). Llavors, es van prendre 200 mL de cada 

vial i es van concentrar les cèl·lules per centrifugació (5 minuts, 6000 rpm a una temperatura 

de 6 ºC) amb una Sorvall RC-5B Plus (Sorvall, GMI, USA). Seguidament es va dissoldre el 

pellet amb el Max Bacterial Enhancement Reagent (Ambion, USA) temperat a 90ºC. 

L’extracció es va fer amb el kit TRIzol® MaxTM Bacterial RNA Isolation Kit (Ambion, USA), 

seguint exactament les especificacions del fabricant. Un cop realitzada l’extracció es va 

quantificar el RNA extret de cada vial amb NanoDrop 1,000 spectrophotometer (Thermo 

Fisher Scientific, USA). 

Per tal d’eliminar el DNA co-extret i evitar la seva afectació en la determinació posterior per 

PCR, es va dur a terme una digestió específica de les quatre extraccions. Un volum d’extracte 

de 40.5 µL de RNA a una concentració de 0.25 µg/µL es va digerir amb el kit de TURBO DNA-

freeTM (Invitrogen, USA) amb una lleugera modificació en el temps d’incubació que va ser de 

40 minuts. Posteriorment, es va eliminar la DNasa afegint 5 µL d’un reactiu d’inactivació del 

mateix kit de la marca comercial (Invitrogen, USA), anomenat DNase Inactivation Reagent. 

Aquest també va servir per eliminar els cations divalents del tampó de la reacció anomenat 

10X TURBOTM DNase Buffer. Les mostres digerides es van aliquotar i guardar al congelador. 

Un cop realitzada la digestió del RNA, es va dur a terme la síntesi de cDNA de cada digestió. 

La síntesi es va realitzar a partir de 10 µL del RNA digerit i 10 µL d’una mix obtinguda del kit 

High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, USA). Un cop obtinguts els 

20 µL de mostra, es van introduir a un termociclador GeneAmp PCR System 2700 (Applied 

Biosystems, USA), amb el cicle recomanat (25ºC durant 10 minuts, 37ºC durant 120 minuts i 

85ºC durant 5 minuts), per tal de produir el DNA complementari. 
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Taula  1. Distribució de les mostres carregades a la placa per dur a terme la qPCR, segons la fila i la columna. La 
mix introduïda a cada pou de les diferents columnes, contenia un primerF i un primerR diferents. El µL de mostra 
de cDNA utilitzat es va diluir 1/10 amb H2O qualitat PCR 

Finalment, es va utilitzar 1 µL de les mostres de cDNA, mesclades amb 19 µL d’una mix que 

contenia els mateixos reactius que quan es va realitzar l’amplificació dels gens, i utilitzant com 

a encebador el primer pel gen constitutiu polC1 (Taula 2). Aquesta amplificació es va dur a 

terme a través d’una PCR convencional, a una temperatura d’anellament de 60ºC. 

L’especificitat de les amplificacions de les mostres de cDNA es va comprovar seguint la 

mateixa pauta que quan es van comprovar les amplificacions dels gens. Al mateix temps, es 

va comprovar que les mostres de RNA un cop completada la digestió, no contenien DNA  

contaminant amb la mateixa reacció de PCR. Es considerava que l’extracte de cDNA era 

correcte quan l’amplificació de cDNA donava positiva i la de RNA negativa.  

3.7. qPCR 

Per tal de quantificar els nivells d’expressió de cada gen, es va procedir a realitzar una qPCR. 

Per dur-la a terme, es va preparar 19 µL d’una mix que contenia; 10 µL d’una mix LightCycler® 

480 SYBR Green I Master (Roche Molecular Systems, EUA), 7 µL d’H2O miliQ qualitat PCR i 

1 µL de cada primer forward i reverse dels 27 gens escollits (Taula 2). Aquestes es van 

distribuir en una placa de 96 pouets (Taula 1). Posteriorment es van introduir, segons la fila, 

1 µL d’H2O miliQ qualitat PCR, 1 µL de DNA diluït a diferents concentracions prèviament 

extret, o les mostres de cDNA (Taula 1). Els 20 µL de volum final de mostra van ser introduïdes 

a l’aparell LightCycler® 96 (Roche Molecular Systems, USA), programat per realitzar un cicle 

de pre-incubació, 45 d’amplificació i un cicle d’anàlisi de desaparellament (melting).  

 

 

Els resultats de la qPCR es van analitzar a través del programa programa software 

LightCycler 96 versió 1.1., el qual va permetre observar les corbes d’amplificació de cada 

mostra (Taula 1).  
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3.7.1 Obtenció de les rectes patrons 

De cada gen es va estimar el nivell de còpies a partir dels valors Cq, el número del cicle on 

s’obté un nivell de fluorescència significatiu, és a dir, superior al nivell de fluorescència llindar. 

Per estimar el número de còpies del gen però, es va utilitzar la concentració mitjana del gen 

16S rRNAU , el qual es va amplificar a través dels 

primers forward i reverse (Taula 2), obtinguts d’una 

referència coneguda (López-Gutiérrez et al., 

2004). La concentració mitjana obtinguda, es va 

obtenir a partir de fer dilucions seriades 1/10 dels 

primers forward i reverse concentrats 107 en una solució mare, que es trobava preservada a 

-20 ºC.  

Els valors de les concentracions mitjanes, es van passar a logaritme, i junt amb els valors de 

Cq de cada gen obtinguts en les mostres on s’hi va posar el DNA de S. ovata diluït a diferent 

concentració (Taula 1), es va poder elaborar una recta patró (𝑦 = 𝑎𝑥 + 𝑏). Posteriorment, a 

partir d’aquest recta, es va estimar el nombre de còpies obtingudes (Nc) per cada gen a partir 

del següent càlcul:   𝐸 = 10
(𝐶𝑞−𝑏)

𝑎  , on a és el pendent de la recta patró obtinguda. Es van 

obtenir un total de quatre valors, les còpies de les dues rèpliques del cultiu orgànic i les dues 

còpies del cultiu inorgànic. 

4. Ètica i sostenibilitat 

Per a la realització d’aquest projecte, s’ha tingut cura i s’ha realitzat una gestió responsable 

dels reactius i materials utilitzats durant les hores invertides al laboratori. Aquesta bona gestió 

s’ha basat en seguir correctament, d’acord amb les instruccions donades pels tècnics de 

laboratori o les indicacions dels fabricants, les diferents tècniques moleculars practicades. En 

tot moment també s’ha tingut una gestió responsable dels residus generats, dipositant-los en 

el recipient corresponent un cop utilitzats i s’ha dut a terme una reutilització del material 

sempre ha estat possible, evitant el seu malbaratament 

Alhora, la finalitat d’aquest treball ha estat la descriure molecularment els mecanismes que té 

un microorganisme per captar electrons per, a llarg termini, millorar la seva eficiència en quant 

a taxes de producció d’acetat a través de modificació genètica. Per tant, prèviament ha calgut 

tenir present els aspectes ètics que involucren aquesta; com per exemple la repercussió 

ambiental que pot tenir la creació d’una nova soca, o els riscs que pot comportar una 

transferència de gens indeguda. Ara bé, el fet que aquesta es dugui a terme dins del laboratori 

ofereix majors garanties de seguretat, ja que es pot tenir un major control de les condicions.  

Finalment remarcar la destacada repercussió que pot oferir aquest estudi, en un context on 

Taula 2. Primers forward i reverse utilitzats 
durant l’amplificació del gen 16S. Extrets de 
López-Gutiérrez et al., 2004.) 

341F CCT ACG GGA GGC AGC AG

534R ATT CCG CGG CTG GCA

Primer
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Figura 7. Oscil·lacions en els valors de pH i densitat òptica del cultiu de S. ovata en cada càtode, al llarg del 
seguiment del sistema bioelectroquímic. En (*), es marquen els punts on hi va haver reemplaçament del medi de 
cultiu (Dies 10, 23 i 37)  

s’estan investigant alternatives als combustibles fòssils, com els biocombustibles, per tal de 

minimitzar la petjada de carboni. És per aquest motiu que és de rellevant importància seguir 

aportant coneixement per tal de, en un futur, poder consolidar i garantir l’èxit d’aquestes 

alternatives.  

5. Resultats 

5.1 Sistema bioelectroquímic 

Durant els 47 dies que el sistema bioelectroquímic va estar connectat al potenciostat, es van 

anar realitzant mesures del pH del càtode i de la densitat òptica a 600 nm. Ara bé, els resultats 

de les diferents variables mesurades mostren com el cultiu no es va estabilitzar, per la qual 

cosa, aquesta part no va acabar de sortir com s’esperava. 

Pel que fa a la variacions de pH en les dues rèpliques dels càtodes, s’observen dinàmiques 

semblants. Quan s’inocula medi nou, ric amb sals, el pH dels càtodes es bàsic. Llavors, es 

produeix una acidificació del medi i un augment de la concentració de protons que provoca la 

disminució del pH, aproximadament cada 10 dies (Fig. 7). Transcorreguts els dies en què el 

sistema bioelectroquímic va estar en funcionament, el valor mitjà del pH del càtode 1 va ser 

de 8.22, mentre que el del càtode 2 va ser de 7.40; resultats que porten a pensar que en el 

segon càtode hi ha hagut un major consum de sals que en el primer.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dinàmiques més irregulars s’observen quan s’analitza la densitat òptica d’ambdós inòculs, on 

els valors oscil·len sense seguir cap dinàmica clara (Fig. 7). En aquest cas, la densitat òptica 

pretenia mostrar el creixement del cultiu. En aquesta, s’observa com aproximadament quan 
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es produeix el canvi de medi, es produeix un augment de la densitat òptica, fruit probablement 

de la re-suspensió del biofilm, la qual provoca un augment de la terbolesa.  

Resultats més interessants va oferir la comparació de la producció d’acetat amb la variació 

de pH al llarg de l’experiment (Fig. 8). S’observa que a mesura que augmenta el pH, la 

quantitat d’acetat produït és major, mentre que quan es produeix l’acidificació del medi la 

quantitat d’acetat produït baixa. Per tant, aquests resultats aparentment mostren una relació 

entre les dues variables. Ara bé, la quantitat d’acetat final produït pel càtode 2, en 30 dies, és 

més de 3 vegades major (3295.89 ppm) que la que es produeix en càtode 1 (937.15 ppm). 

Aquest resultat concorda amb el que s’ha observat anteriorment pel que fa al consum de sals 

del medi en els dos càtodes, on en el major consum de sals produït en el càtode 2 s’ha traduït 

amb una major producció de productes metabòlics.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Producció diària d’acetat (ppm) de S. ovata i valors de pH del cultiu en el reactors. En (*), es 
marquen els punts on hi va haver reemplaçament del medi de cultiu (Dies 10, 23). (A) Producció d’acetat 
en el càtode 1. (B) Producció d’acetat en el càtode 2 

A 
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A part de la producció d’acetat, es va quantificar també la producció d’altres productes com 

butirat, àcid isobutíric, àcid propanoic, àcid isovalèric, àcid valèric i etanol en els reactors.  En 

ambdós reactors, l’etanol ha estat el producte produït en major quantitat; 1.33E+04 ppm en 

el primer càtode i 2.04E+04 ppm en el segon càtode. Ara bé, en el càtode 1, el producte que 

s’ha produït menys ha estat l’àcid valèric (3.64 ppm) i en el càtode 2, el producte que s’ha 

produït menys ha estat l’àcid isobutíric (5.34 ppm).  

5.2 Disseny dels primers i amplificació dels gens 

Dels gens que es van escollir per tal d’estudiar el transport d’electrons en S. ovata, es van 

obtenir els respectius primers. A la Taula 2 es mostren les característiques dels utilitzats en 

aquest estudi.   

Tots els gens, excepte els específics per HymC 

(SOV_3c06720), NiFe1 (SOV_5c03980), fdhA1 

(SOV_1c07830), aor1 (SOV_1c05650) i FeNaph 

(SOV_2c11590) van amplificar correctament amb els 

primers dissenyats a una temperatura de de 60 ºC (Fig. 

9). Els cinc gens dels quals no es va obtenir amplificació 

a 60 ºC, es van amplificar tots a 58 ºC, excepte el aor1, 

del qual no em tingut amplificació positiva, possiblement 

per un disseny inadequat del primer. En el treball no es 

presenten resultats per a aquest gen.  

Finalment, remarcar també que va haver-hi un gen, en 

concret  el SOV_1c08900, que es va analitzar com a 

gen que codificava per una hidrogenasa amb uns 

primers específics (Ni/Fe_F i Ni/Fe_R), i com a gen que 

codificava per una part del citocrom b amb uns altres 

primers (NiFecitB_F i NiFecitB_R). En ambdós casos es 

va obtenir l’amplicó.  

5.3 Extracció i digestió del RNA, i transcripció a cDNA. 

Les extraccions de RNA del cultiu orgànic van donar una concentració de RNA de 2373.1 

µg/µL i 2131.4 µg/µL, mentre que els del cultiu inorgànic 97.0 µg/µL i 22.1 µg/µL 

respectivament. Aquestes mesures de les concentracions de l’extracció de RNA al NanoDrop 

1,000 (Thermo Fisher Scientific, USA), van oferir unes qualitats de quantificació de 2.01;1.81 

i 2.04;1.83 per les mostres orgàniques i, 1.54;0.29 i 1.75;0.30 per les mostres inorgàniques. 

Figura 9. Bandes tenyides amb bromur d’etidi 
dels gens SOV_3c02070 (dalt a l’esquerre),  
SOV_1c08760 (dalt a la dreta), SOV_6c00940 
(baix a l’esquerre) i SOV_1c12130  (baix a la 
dreta), obtingudes en un gel d’agarosa al 1,5% 
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Taula  2. Llistat dels diferents primers pels gens candidats a analitzar involucrats en el transport d’electrons. Els primers han estat obtinguts a partir de l’eina bioinformàtica 
PrimerBLAST i s’ha comprovat la seva especificitat de manera in silico amb un anàlisi BLASTn, excepte el gen polC1, que es va obtenir d’altres autors. En la taula FDH: formiat 
deshidrogenasa, RUB: rubredoxina, RBR: rubreritrina, HKG: gen constitutiu, Cp 3’: complementarietat en 3’.  

Tipus Gen Locus Primer Seqüència (5’ – 3’) Cp  3’ Tm (ºC) 
Longitud del 
fragment (bp) 

Codi/Referència 

H
ID

R
O

G
E

N
A

S
E

S
 

hydA2 SOV_3c02090 
hydA2_F 
hydA2_R 

TGAATTCAGGACGGGAAGCC 
TAGGAGAGCCGACAGAGCAT 

1.00 
2.00 

60 261 EQB26335.1 

periplasmic [NiFeSe] 
hydrogenase 

SOV_3c08360 
PeriNiFeSe_F 
PeriNiFeSe_R 

GTGGGAACAACACCGAATGC 
TGGCCAAATCGTAGATGCGT 

2.00 
2.00 

60 180 EQB26962.1 

hydrogenase subunit 
HymC 

SOV_3c06720 
HymC_F 
HymC_R 

TGCCGACAAAAGCGAGACTT 
TCACCCCTGCGCTGTATATC 

2.00 
2.00 

60 
59 

174 EQB26798.1 

Ni/Fe-hydrogenase, 
b-type cytochrome 

SOV_1c08900 
Ni/Fe_F 
Ni/Fe_R 

CCCACTTTTGCCGTTACGAA 
TTTCGTCCAGGGCTTAGGAAG 

2.00 
3.00 

59 
60 

153 EQB29158.1 

Ni,Fe-hydrogenase I 
small subunit 

SOV_5c03980 
NiFe1_F 
NiFe1_R 

TGCCGACAAAAGCGAGACTT 
TCACCCCTGCGCTGTATATC 

2.00 
2.00 

60 
59 

174 EQB25230.1 

hyfB SOV_1c08650 
hyfB_F 
hyfB_R 

TGCGTTTACTGCAAAGTGCC 
GACGATGCAATGGCAAGACC 

1.00 
1.00 

60 277 EQB29133.1 

hndD1 SOV_1c06820 
hndD1_F 
hndD1_R 

AGACGCTGGAGTGCATTGAA 
CAACCTCCAGGACAAGCCAT 

3.00 
2.00 

60 196 EQB28956.1 

alcohol 
dehydrogenase, 

class IV 
SOV_2c03040 

aodIV_F 
aodIV_R 

CTTTGCCACCCATGCCTTTC 
TTTGCTATTGCAGCGGGAGA 

0.00 
0.00 

60 166 EQB27408.1 

FAD/FMN-containing 
dehydrogenase 

SOV_3c08190 
Fad/fmn_F 
Fad/fmn_R 

GAATCCGATCCGGCAGACAT 
TAACCCTATTCCGCCTCCCA 

2.00 
0.00 

60 242 EQB26945.1 

F
D

H
 

fdhA1 SOV_1c07830 
fdhA1_F 
fdhA1_R 

ATTGGTTGGGGTTGCGAGAT 
CCTGCTAAGCACTGGTCGAA 

2.00 
2.00 

60 256 EQB29052.1 

R
U

B
 

hrb SOV_4c03050 
Hrb_F 
Hrb_R 

TTATAGAAACGCCTGCGCCA 
GCAAGTACCGCCTCTGTAGT 

2.00 
3.00 

60 175 EQB25642.1 

R
B

R
 

rbr1 SOV_2c09420 
Rbr1_F 
Rbr1_R 

CGGCTTCGTTGGCAAGAGTA 
TTTTGCCGGTGAGTCCCAAG 

2.00 
1.00 

61 296 EQB28025.1 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/EQB26335.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/EQB26962.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/EQB29158.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/EQB25230.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/EQB28956.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/EQB27408.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/EQB26945.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/EQB29052.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/EQB25642.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/EQB28025.1
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F
E

R
R

E
D

O
X

IN
E

S
 

aor1 SOV_1c05650 
Aor1_F 
Aor1_R 

TTGTAACAGGTGAGGCTCCG 
CGCCTGTGTTGCTTTCCTTG 

2.00 
0.00 

60 228 EQB28839.1 

aldehyde:ferredoxin 
oxidoreductase 

SOV_5c01430 
Afo_F 
Afo_R 

ACACTTCGGGTTATGCGGTT 
GCCTGGAAACCATCAGGGATA 

0.00 
2.00 

60 184 EQB24997.1 

4Fe-4S ferredoxin SOV_1c03120 
Fer4_F 
Fer4_R 

GCTGTGGTAGAATGGGCAGT 
ATTTACCGCAGGTATCGCCC 

2.00 
0.00 

60 243 EQB28623.1 

4Fe-4S ferredoxin 
iron-sulfur binding 

SOV_1c12880 
Fer4iron_F 
Fer4iron_R 

GAAATTTCTGTCCTCGCGGC 
CCAACTTGCGAGAGTACCCA 

3.00 
2.00 

60 290 EQB29554.1 

ferredoxin-type, 
NapH/MauN family 

SOV_2c11590 
FeNaph_F 
FeNaph_R 

TCCAGAACAGTTGCCTTGGG 
TCAGCTGATCAAGCGACCTG 

1.00 
2.00 

60 253 EQB28236.1 

rnfC SOV_1c08080 
rnfC_F 
rnfC_R 

CATTGGTCCAGAGCAGCCAT 
GGAACCACACTCTACGCAGT 

2.00 
2.00 

61 
60 

157 EQB29077.1 

rnfB SOV_1c08130 
rnfB_F 
rnfB_R 

TGCCAAAAGGACAGTGTGGT 
AATACGTGGCTCAACCTCGG 

3.00 
3.00 

60 173 EQB29082.1 

nifJ1 SOV_1c05980 
nifJ1_F 
nifJ1_R 

GCCTGGGCGAACTCCTTATT 
TCAGCACCCAACAACCCAAT 

1.00 
2.00 

60 224 EQB28872.1 

ferredoxin SOV_1c01510 
Ferr_F 
Ferr_R 

GGCGCTCAAGGACGAAGATA 
GCCGGTGTTTTGGTGGAATC 

2.00 
3.00 

60 223 EQB28465.1  

Fe-S oxidoreductase SOV_3c06690 
FeS_F 
FeS_R 

ACGTGTTAGTTCCGGCGAAT 
GCGCATGTGAGGTTGTTTGT 

2.00 
0.00 

60 257 EQB26795.1 

C
IT

O
C

R
O

M
S

 

cytochrome b subunit 
Ni,Fe-hydrogenase 

SOV_1c08900 
NiFecitB_F 
NiFecitB_R 

ACCCACTTTTGCCGTTACGA 
CCAAATAACCTGACCGGGCT 

3.00 
2.00 

60 257 EQB29158.1 

cytochrome b subunit, 
formate 

dehydrogenase 
SOV_3c02070 

Citb_F 
Citb_R 

TTTCTGCGGATAGCCACCAC 
ACCGTTTGGCGAAAATCTGC 

2.00 
2.00 

60 190 EQB26333.1 

ccdA SOV_1c08760 
ccdA_F 
ccdA_R 

GGGGGTAGTAAAGCTTCCCG 
GTGGCCGTAGAACCAGCATA 

2.00 
2.00 

60 171 EQB29144.1 

 NapC/NirT 
cytochrome c subunit 

SOV_6c00940 
NapC_F 
NapC_R 

TGGTAACTGTGTACGCGTGG 
GTCAGTTTACATGCGGCGAC 

2.00 
2.00 

60 195 EQB24680.1 

H
K

G
 

polC1             - 
polIII_F 
polIII_R 

TCAACTAAAGAGAAGAGTATCCAAACGA 
GAGGTAAAAGCCCATTATCAACTATCA - - - 

(Ammam, Tremblay, 
Lizak, & Zhang, 2016) 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/EQB28839.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/EQB24997.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/EQB29554.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/EQB29082.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/EQB28872.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/EQB28465.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/EQB26795.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/EQB29158.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/EQB26333.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/EQB29144.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/EQB24680.1
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Els resultats del gel (Fig. 10), han mostrat una correcte extracció de RNA i posterior 

transcripció a cDNA, excepte en els cultius inorgànics, on tot i obtenir una concentració de 

RNA en l’extracció, no es va obtenir banda en el gel. Tampoc s’observa contaminació de DNA 

en les extraccions de RNA, excepte en una mostra. Fruit d’aquest resultat, es va deixar 

l’extracte de RNA incubant amb mix amb DNAsa en el termobloc a 37ºC durant 120 minuts, 

enlloc de 40 minuts.  

L’absència de valors de Cq de les mostres inorgàniques també van venir condicionades per 

la poca concentració de RNA que es va quantificar després de la seva extracció. Es creu que 

aquesta va ser menor a la concentració del cultiu orgànic degut a que al trobar-se en un medi 

més pobre energèticament, en el moment en que es va produir l’extracció, el cultiu no havia 

crescut suficient i no es trobava realment en fase exponencial. 

 

 

 

 

 

 

5.4 Anàlisi de l’expressió diferencial dels gens 

5.4.1 Càlcul eficiència qPCR 

Alhora, per tal d’obtenir un paràmetre que indiqués la robustesa dels resultats obtinguts de 

les qPCR de cada gen, es va calcular l’eficiència per cada un dels gens (Taula 4). L’eficiència 

de cada amplificació es va calcular a partir del següent càlcul, on a, és el pendent de la recta 

patró obtinguda per cada transportador candidat:  

𝐸 = (10
(

−1
𝑎

)
− 1) ∗ 100 

Figura 10. Resultats de les digestions de l’extracció de RNA. (A) Resultat de la transcripció inversa del RNA digerit 

incubant les mostres al termobloc a 37ºC durant 40 minuts. D’esquerre a dreta s’observa el marcador de pes 
molecular, el control positiu (DNA de S. ovata), el control negatiu (H2O  qualitat PCR), i les mostres de cDNA de 
les dos repliques del cultiu orgànic i inorgànic respectivament, a les quals se’ls hi va introduir DNA de S. ovata. 
Llavors, a la dreta de la imatge, el mateix, utilitzant però les mostres de RNA digerides. (B) Resultat de la 

transcripció inversa de la mostra 1 del RNA digerit, incubant la mostra aquest cop durant 120 minuts al termobloc. 
Els carrils contenen el mateix que en la figura anterior (marcador de pes molecular, control positiu, control negatiu, 
mostra de cDNA i mostra de RNA digerida).  

A B 
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Els resultats van mostrar una eficiència mitjana del total de les qPCR de 70.15 %, de les quals 

aproximadament el 7.5% (dos gens) era alta i més del 60% era baixa. Curiosament, els gens 

que van amplificar amb eficiències acceptables (entre el 80 i el 110%) es trobaven en una 

mateixa placa de qPCR. Això ens fa sospitar que en les plaques successives hi va haver 

algun problema amb les dilucions, fet que va comportar que les eficiències fossin menors en 

aquestes plaques. Malauradament, no es van poder repetir les patrons abans de l’entrega de 

la memòria.  

 

 

5.4.2 Efecte de les condicions orgàniques o inorgàniques en l’expressió dels transportadors 

candidats.  

Les condicions inorgàniques, pretenien oferir unes condicions anàlogues a les que es 

trobarien en l’electrosíntesi microbiana, per tant amb absència de components orgànics i 

forçant així a les cèl·lules d’obtenir energia de compostos inorgànics. Mentre que les 

condicions orgàniques en les que va créixer S. ovata, serien les condicions control, és a dir, 

les normals de creixement i es van aconseguir preparant el cultiu amb els components 

orgànics descrits anteriorment. 

Per tal d’analitzar els canvis d’expressió d’una condició respecte de l’altre, es va fer el 

quocient entre el nombre de còpies de cada gen obtingudes en les quatre rèpliques del cDNA 

dels cultius en diferents condicions, pel nombre de còpies del gen constitutiu polC1 (gTr/gHk). 

S’observen diferències significatives en el total de còpies dels diferents gens candidats  en 

condicions orgàniques respecte les condicions inorgàniques (t-test, p-valor <0.05). Ara bé, si 

es passa a analitzar les còpies de cada gen per separat en ambdues condicions, els resultats 

van oferir evidències diferents. Únicament al canviar de condicions, s’observen diferències 

Taula  3. Eficiències de les qPCR i els valors de r2 de la recta patró obtinguda de cada gen. En verd, les eficiències  
altes, en groc les que tenen una eficiència mitjana, i en vermell les que tenen una baixa eficiència.  
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significatives (Welch’s t-test < 0.05) en l’expressió dels gens (SOV_1c08900) i 

(SOV_1c07830), que codificaven per hidrogenases, i en la del gen (SOV_2c09420), que 

codifica  per una ruberitrina (Fig. 11).  
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Figura 11. Logaritme del quocient entre el nombre de còpies de cada gen transportador candidat i el gen constitutiu 
polC1 en medi orgànic i inorgànic. Estadísticament s’observen les diferències significatives com * (p-valor ≈ 0.05), 
** (p-valor<0.05) i *** (p-valor<0.01). (A) Gens que codifiquen per hidrogenases. (B) Gens que codifiquen per 
rubredoxines, que inclouen una rubredoxina i una rubreritrina. (C) Gens que codifiquen per ferredoxines. (D) Gens 
que codifiquen per parts de citocroms, en els quals s’inclou una hidrogenasa que forma part del citocrom b 
(SOV_1c08900) que també es troba en la figura 9A.  

.  
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Els gens que s’han trobat més expressats en condicions orgàniques han estat; les 

hidrogenases hydA2 (SOV_3c02090), Ni/Fe-hydrogenase b-type cytochrome subunit 

(SOV_1c08900) i la formiat deshidrogenasa fdhA1 (SOV_1c07830); la rubredoxina hrb  

(SOV_4c03050) i la ruberitrina rbr1 (SOV_2c09420) i la hidrogenasa que formava part del 

citocrom b (SOV_1c08900). Alhora, també s’han observat gens dels quals no s’obté expressió 

en condicions orgàniques ni inorgàniques (SOV_1c03120 i SOV_1c12880) (Fig. 11).  

Els que s’han trobat més expressats en les condicions inorgàniques van ser; les mateixes 

hidrogenases hydA2 (SOV_3c02090) i Ni/Fe-hydrogenase, b-type cytochrome subunit 

(SOV_1c08900), però enlloc del gen fdhA1, l’alcohol dehydrogenase class IV (SOV_2c03040) 

s’ha trobat més expressat; la rubreritrina rbr1 (SOV_2c09420); el citocrom ccdA 

(SOV_1c08760)  i la mateixa hidrogenasa del citocrom b (SOV_1c08900) (Fig. 11). Per tant, 

els mateixos que en condicions orgàniques, excepte el ccdA i una alcohol deshidrogenasa. 

Ara bé, la gran major part dels gens anteriors presenten una expressió relativa major en 

condicions orgàniques que en inorgàniques. No obstant això, dos citocroms c (ccdA 

(SOV_1c08760 i SOV_6c00940), i dues ferredoxines (SOV_2c11590 i SOV_1c08130), 

presentaven una expressió major en condicions inorgàniques que en condicions orgàniques, 

fet que fa pensar que possiblement siguin bons candidats a la captura d’electrons en el 

càtode. 

Finalment, cal remarcar que en els resultats de la qPCR es va obtenir una absència elevada 

de valors de Cq degut a la dificultat de superar el nivell de fluorescència llindar. Aquesta 

dificultat va provocar que es reduís el nombre de rèpliques i que no es poguessin analitzar 

mitjanes, la qual cosa no va permetre de dur a terme un anàlisi estadístic prou robust.  

6. Discussió 

6.1. Sistema bioelectroquímic  

El sistema bioelectroquímic, en línies generals, no ha funcionat com s’esperava. Tot i que en 

certa manera s’esperaven les oscil·lacions detectades en la densitat òptica degut a la 

formació de biofilms al càtode, la tendència general hauria estat la d’anar augmentat al llarg 

dels dies i que al final de l’experiment la densitat hagués estat més alta que a l’inici, tal i com 

han observat altres autors (Ammam et al., 2016; P. L. Tremblay et al., 2015). Aquest fet no 

ha estat així, degut a que les cèl·lules, al llarg dels dies, es van anar adherint a les parets del 

reactor, per la qual cosa en no quedar en suspensió, la densitat òptica no va ser 

representativa.  

D’altre banda, la producció d’acetat no s’ha donat de manera continuada en cap de les dues 

rèpliques i, a mesura que ha anat transcorrent els dies, la producció d’acetat ha anat 
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disminuint, resultats oposats als obtinguts per altres autors (Ammam et al., 2016). Aquesta 

disminució de la producció d’acetat, lligada a una baixa densitat òptica, podria estar causada 

per la desaparició de les condicions anaeròbies en el càtode, o bé a un baixa aclimatació de 

les cèl·lules a les condicions dels reactors.  

No obstant això, quan es compara la producció d’acetat amb els valors de pH, sobretot en el 

càtode 1, es confirmen tendències observades en altres estudis (Blanchet et al., 2015), on 

quan el pH puja i la concentració de protons disminueix, l’acetat produït augmenta. Aquesta 

evidència, és un clar senyal que s’està produint la reducció electroquímica i 

termodinàmicament favorable dels ions carbonat (HCO3
-) del medi: 

2HCO3
- + 9H+ + 8e- ↔ 3 CH3COO- + 4H2O 

En aquesta, el bicarbonat és reduït amb l’ajuda dels protons del medi i de l’energia en forma 

d’electrons que li prové del càtode, el qual provoca la formació d’acetat i una basificació del 

medi. Per tant, el cultiu mostra certes evidències de consum d’energia i producció d’acetat 

malgrat no observar-se creixement.  

6.2 Expressió diferencial dels gens candidats en diferents condicions 

6.2.1 Hidrogenases   

El gen  hydA2 (SOV_3c02090) és un dels que s’ha trobat més expressat en ambdues 

condicions. Aquest gen, codifica per una subunitat d’una [Fe]-hidrogenasa periplasmàtica en 

S. ovata (UniProt Consortium, 2017) igual que la hidrogenasa periplasmàtica codificada pel 

gen hydA en el gènere Sporomusa (UniProt Consortium, 2017), que es troba formant un 

complex hydABC. Ambdues, proteïnes catalitzen la reducció de ferredoxines i són [Fe] 

hidrogenases (Zheng et al., 2014).    

En organismes acetogènics, com Moorella thermoacetica, en condicions de creixement 

orgàniques (com un creixement amb glucosa), el complex hydABC catalitza la formació d’H2 

per tal de permetre la regeneració de NADH. Ara bé, en condicions autotròfiques (H2:CO2) 

semblants a les que es tenen en el sistema bioelectroquímic, catalitza l’entrada d’H2 que 

permet la reducció de ferredoxines, les quals es troben implicades en la reducció de CO2 a 

diferents intermediaris durant la síntesi d’acetat a través d’H2 (Wang et al., 2013). Per tant, és 

coherent pensar que el gen hydA2 (SOV_3c02090), el qual codifica per una proteïna similar 

a la que codifica el gen hydA, s’hagi trobat altament expressat en ambdues condicions en 

l’acetogènic S. ovata,  degut a que en ambdues participa en processos de reducció. Així 

doncs, aquest es postula com a bon candidat en el transport d’electrons i d’augmentar el flux 

de poder reductor cap a dins la cèl·lula per tal reduir el CO2 i formar acetat a través de la via 

de l’acetil CoA.  
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Alhora, tal com han trobat altres autors (Marshall et al., 2017), els nivells de transcrits de 

[NiFe]-hidrogenases en bacteris acetogènics o bacteris reductors del sofre que duen a terme 

la electrosíntesi microbiana, és elevat. Aquests resultats es corresponen amb els observats 

en aquest estudi, on el gen (SOV_1c08900) que codifica per una [NiFe]-hidrogenasa 

associada a citocrom b, ha presentat nivells d’expressió elevats en ambdues condicions (Fig. 

11). Ara bé, aquest gen no seria bon candidat a participar en el transport d’electrons, ja que 

la seva expressió en condicions inorgàniques es significativament inferior que en condicions 

orgàniques. A més, tot i que els citocroms de tipus b, també s’han vist implicats en la 

transferència d’electrons en bacteris acetogènics, són les [NiFe]-hidrogenases associades als 

citocroms c les que s’han associat com a millors proteïnes transportadores d’electrons, no les 

associades a citocroms b (Rosenbaum et al., 2011). 

6.2.2 FdhA1, rubredoxines i rubreritrines.  

El gen fdhA1, ha mostrat diferències significatives en la seva expressió quan s’ha produït el 

canvi de condicions (Fig. 11). Aquest gen que codifica per subunitats α de les format 

deshidrogenases (FDH) en S. ovata, s’ha vist que no es troba sobre-expressat en condicions 

anàlogues a l’electrosíntesi (Ammam et al., 2016). Per tant, d’acord amb els resultats 

obtinguts on s’ha produït una disminució de la seva expressió en condicions inorgàniques 

(Fig. 11), no es tractaria d’un candidat adequat. Precisament els mateixos autors han 

comprovat que es tracta del gen fdha2 el que estaria sobre-expressat, i provocaria un 

augment de la reducció de CO2 en situacions de creixement autotròfiques (d’H2:CO2).  

Pel que fa els gens hrb (SOV_4c03050) i rbr1 (SOV_2c09420), ambdós han presentat una 

expressió elevada en condicions orgàniques i concretament, la rbr ha presentat diferències 

significatives al canviar de condicions (Fig. 11). Sota condicions anaeròbiques i en situacions 

d’estrès oxidatiu, s’han trobat gens que codifiquen per proteïnes similars a les rubreritrines 

que consumeixen H2O2 (2e- + H2O2 + 2H+ → 2H2O) o les rubredoxines que consumeixen l’O2
- 

(e- + O2
- + 2H+ → H2O2) en organismes propers a S. ovata  (Karnholz et al., 2002). El fet 

d’haver trobat major expressió d’aquests gens en condicions orgàniques podria ser degut a 

la generació de petites quantitats d’O2  al oxidar la matèria orgànica per tal d’obtenir poder 

reductor, o bé, a la formació d’H2O2 fruit dels protons i l’O2 alliberat.  En canvi, en condicions 

inorgàniques, al no tenir la matèria orgànica, és menys probable que es generi O2 com a 

subproducte, i per tant, és coherent que s’hagin trobat menys expressats. Aquests resultats 

porten a pensar que aquestes gens s’expressarien com a mecanisme de protecció vers l’O2, 

i no pas per incrementar el transport d’electrons en condicions autotròfiques.  

6.2.3 Ferredoxines i citocroms c  
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El gen ccdA és un dels que es necessiten per la síntesi del citocrom c (UniProt Consortium, 

2017), i ha estat un dels que ha obtingut major expressió en condicions inorgàniques, inclòs 

ha estat superior que en condicions orgàniques. Aquests citocroms de tipus c es solen 

associar amb hidrogenases, a qui els hi passen els electrons que capten del càtode, i junts 

metabolitzen l’H2 i faciliten l’entrada d’electrons (Rosenbaum et al., 2011). El mateix succeeix 

amb el gen SOV_6c009409, homòleg al citocrom Cyma, el qual es troba associat amb altres 

elements de membrana i es troba implicat en la transferència d’electrons en sistemes 

bioelectroquímics (Sydow et al., 2014). Per tant, d’acord amb els resultats observats (Fig. 11), 

els dos gens anteriors es consideren transportadors candidats en situacions anàlogues a 

l’electrosíntesi.  

Pel que fa a les ferredoxines SOV_2c11590 i SOV_1c08130, en presència d’H2 com a única 

font de poder reductor, també s’ha observat que presenten major expressió que en condicions 

orgàniques. El gen SOV_1c08130, codifica per una subunitat del complex Rnf, el qual s’ha 

vist que és essencial en  la translocació de protons sota condicions de creixement 

autotròfiques en acetogènics  (P.-L. Tremblay et al., 2012). Aquest fet confirma el que s’ha 

observat en aquest estudi, on sota condicions no heterotròfiques (absència de matèria 

orgànica), l’expressió del gen SOV_1c08130 ha estat alta. Pel que fa la sobre-expressió del 

gen SOV_2c11590, tot i trobar-se expressat únicament en condicions inorgàniques i  

participar en el transport d’electrons, no és un gen que codifiqui per un enzim implicat en el 

metabolisme acetogènic, sinó més aviat en la reducció del nitrat  (Brondijk et al., 2002). Per 

aquest motiu, a diferència de la ferredoxina anterior, es descarta com a bon candidat. 

7. Conclusion 

Unfortunately, due to several problems in the stabilization of the biofilm in the two BES units, 

we could not provide with a reliable list of electron-capturing candidate genes for Sporomusa 

ovata DSM2662. Comparisons of growth and gene expression in heterotrophic and 

autotrophic conditions have been used instead. Nevertheless, we provide with interesting 

results to be applied in a future attempt in a BES environment that will confirm the participation 

of these genes in electron-capturing. These results are summarized in the following 

conclusions: 

 An initial set of S. ovata specific PCR primers for the detection of twenty-seven electron 

transfer proteins was established. All of them (except one) resulted in a high specificity 

and could be used in qPCR. 

 The study of changes in the expression of candidate genes coding for electron carriers 

under the different culture conditions was limited due to detection levels in the qPCR 

assays 
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 Four genes (hydA, SOV_3c02090, two ferredoxins, SOV_2c11590 and 

SOV_1c08130, and a Cytochrome, SOV_1c08760) were postulated as key reducing 

power transports under autotrophic conditions. Therefore, these genes were 

considered as candidates to effective electron-capturing in S. ovata in a 

bioelectrochemical system.  
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