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I.1. La vida bacteriana. Los microorganismos en el ambiente.

Los seres vivos constituyen un sistema que no se halla nunca en equilibrio con el entorno. En un organismo
vivo, la composicién de moléculas e iones contenidos dentro del mismo difiere a la de su entorno. Esta
composicidn se mantiene relativamente constante en el transcurso del tiempo, a pesar de que su entorno
cambie constantemente. Ejemplo de esto es un pez en el océano o una bacteria en el suelo. La concentracion
constante de moléculas e iones dentro del organismo es resultado de un estado estacionario dindmico, el
cual se encuentra lejos del equilibrio. En consecuencia, mantener este estado estacionario requiere un aporte
constante de energia. De esta manera, cuando la célula ya no es capaz de obtener energia, muere y se inicia

su degradacion hacia el equilibrio con su entorno.

Las bacterias y arqueas habitan practicamente la totalidad de nichos ecoldgicos de la biosfera. Se estima
que existen alrededor de 5 x10°° células procariotas en la biosfera terrestre, localizadas principalmente en la
sub-superficie terrestre, en la sub-superficie ocednica, en el suelo y en aguas ocednicas (Whitman et al.,
1998). Este numero encierra una inmensa cantidad y variedad de microorganismos, evidenciando la
abrumadora diversidad bacteriana. Se ha reportado que una tonelada de suelo puede contener hasta 4 x10°
taxas distintas (Curtis et al., 2002). Asi, en esta diversidad, existen organismos capaces de usar casi todos los
tipos de compuestos organicos como fuente de carbono y energia. En el transcurso de la evolucién, los
organismos han adquirido una serie de mecanismos reguladores que permiten mantener la homeostasis a
nivel moleculary celular. La supervivencia de un organismo depende, al menos en parte, de su habilidad para
percibir y responder a cambios en su entorno. Hecho que se ve reflejado en la proporcion relativa de genes

que codifican para determinantes involucrados en mecanismos regulatorios.

Como consecuencia de las perturbaciones en un ecosistema natural, las bacterias crecen, probablemente
como una estrategia, a una tasa de crecimiento baja o incluso entran en un estado de latencia para evadir la
muerte vy lisis celular (Kjelleberg, 1993, Morita, 1997). De la interaccidén entre las bacterias y un conjunto
cambiante de estimulos que restringen el crecimiento se han desarrollado, tras largo tiempo de coexistir,
redes de adaptacion muy complejas. Las células se encuentran frecuentemente en inanicidon y sumado a esto
también deben, probablemente, lidiar con estreses osméticos, acidos, térmicos, oxidativos o incluso una

combinacion de ellos (Hecker & Volker, 2001).

L2. Estrés bacteriano.

Alo largo de la evolucion, las bacterias han colonizado exitosamente cada nicho en el planeta. Esto incluye
desde los lugares mas inhdspitos hasta lugares donde no existen fluctuaciones y comprende bacterias Gram-
positivas, como Bacillus subtilis, que habitan los suelos; bacterias Gram-negativas, como Escherichia coli, que
puede ser encontrada habitando el intestino de mamiferos; como asi también Deinococcus radiodurans, que

persiste en reactores nucleares pudiendo tolerar dosis de radiacién que a otras formas de vida las lleva a la
3
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muerte (Cox & Battista, 2005). En este vasto rango de ambientes diferentes, como se menciond, las bacterias
son expuestas constantemente a fluctuaciones medioambientales. Estas fluctuaciones resultan estresantes
para las mismas e incluyen cambios en la temperatura, pH, osmolaridad, radiacidon y concentraciéon de
nutrientes y toxinas, entre otros (Aertsen & Michiels, 2004). Para asegurar su supervivencia, a pesar de estas
adversidades, las bacterias pueden moverse hacia sectores mas favorables por natacién (swimming)
utilizando los flagelos (Mitchell & Kogure, 2006), o pueden adaptarse a los cambios en su entorno inmediato
como respuesta a la naturaleza del estrés impuesto. Esta respuesta al estrés impuesto involucra cambios en
los patrones de expresidn génica, de manera que se expresen genes cuyos productos se requieren para
combatir la naturaleza dafiina del estrés (Hecker & Volker, 2001). En consecuencia, los organismos cuentan
con una notable coleccidon de mecanismos reguladores que permiten responder y mantener la homeostasis

a nivel molecular y celular.

1.2.a. Aproximacion al concepto de estrés.

Cuando sucede una perturbacidon ambiental que supera la capacidad para reparar el dafio o cuando no
existe un mecanismo ante dicha perturbacion, la célula se encuentra bajo un estrés severo. Existe la
percepciéon en la comunidad cientifica de que a un determinado estrés se lo denomina como tal por causar
desviaciones de las condiciones “normales”, que alteran los patrones metabdlicos “normales”. Sin embargo,

In

teniendo en cuenta la dificultad y ambigliedad que involucra definir el término “normal” en un contexto
evolutivo, se hace necesario encontrar otro tipo de definicidén. En esta direccion, podria definirse como estrés
a “cualquier cambio en el genoma, proteoma o entorno que impone o reduce el crecimiento o la potencial
supervivencia. Dichos cambios conducen a la célula a intentar restaurar un patron metabdlico que se ajuste
a la supervivencia o a un crecimiento rapido” (Booth, 2002). Booth et al. (2002) definieron asi tres zonas o
capas donde representan los distintos estados en los que se podria encontrar una célula. En la Figura 1.1 se
muestra un grafico tridimensional donde cada eje es una condicion diferente del entorno, donde se
encuentran representadas estas tres zonas. La zona mas interna, representa el rango donde las células se
reproducen a una tasa de crecimiento limitado. La zona intermedia, es la zona de supervivencia, donde no
hay crecimiento y la tasa de muerte es baja. Por ultimo, la zona externa presenta una tasa de crecimiento
negativa, donde las tasas de muerte son altas. La dimensidn de cada zona queda definida por las propiedades
caracteristicas de cada especie bacteriana; es consecuencia de la sensibilidad a las diferentes condiciones de
estrés, como también de su habilidad de adaptacidn frente a las fluctuaciones ambientales. Cabe destacar
que dentro de cada una de las tres zonas existen innumerables estados intermedios posibles. Las condiciones
por las cuales la célula sale de una zona para entrar en la zona contigua son dependientes del grado de estrés

impuesto por el ambiente y de la capacidad de respuesta celular. Una bacteria con un potencial adaptativo
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moderado (o una alta sensibilidad al estrés) presentara zonas de supervivencia y crecimiento muy reducidas,

lo contrario pasard con una bacteria que posea un poder adaptativo alto.

Figura.l.1. La zona de “confort”. Para un estrés dado, cada

Estrés C bacteria tiene un rango dentro del cual la tasa de incremento
de unidades formadoras de colonias (ufc) es positiva (zona de
crecimiento), cero (zona de superviencia) o negativa (zona de
muerte). Adaptado de Booth, 2002.

supervivencia

//Nluerte . w‘és B

Estrés A

1.2.b. Respuesta al estrés.

Las bacterias utilizan diferentes estrategias para adaptarse a las variaciones ambientales. Estas
variaciones inducen en ellas una respuesta que involucra cambios en los patrones de expresién génica
caracteristicos. Asi, a través de esta respuesta, se pueden proteger procesos vitales, restablecer la
homeostasis celular e incrementar la resistencia contra futuros estreses. Muchos de los genes involucrados
en la respuesta al estrés son conservados a través de las distintas especies bacterianas. Hecho que resulta
remarcable si se considera la gran variabilidad de los diferentes nichos medioambientales donde las bacterias
pueden vivir (da-Silva et al., 2017). Dependiendo de la condicidn de estrés y del tipo de reaccidn al mismo,
suelen considerarse dos tipos de respuesta: general y especifica (Hickey & Hirshfield, 1990, Foster, 1999,
Yuan et al., 2008). Las respuestas generales al estrés son inducidas por varias condiciones ambientales y, en
consecuencia, pueden otorgar funciones de proteccion cruzada sobre varios tipos de estrés. Este tipo de
respuesta podria estar dada por una Unica respuesta que se desencadena a través de unos pocos reguladores.
Por otro lado, las respuestas del tipo especificas estan orientadas a mejorar la resistencia o supervivencia del
organismo y/o a reparar el dafio generado por la condicidn de estrés. Los mecanismos puestos en juego en
esta respuesta tienen poco efecto protector frente a otros tipos diferentes de estrés. El estrés oxidativo o
por las variaciones de pH, por ejemplo, involucra este tipo de respuestas. En este sentido, se han realizado
numerosos estudios sobre este tipo de respuestas (especificas y generales) en distintos tipos de bacterias.
Los resultados de dicho estudios, han puesto de manifiesto la existencia de un conjunto de mecanismos
bioquimicos enormemente variado y complejo, dirigido a tolerar mejor la condicién de estrés y a mejorar la

supervivencia (Storz & Hengge-Aronis, 2000).

Una de las habilidades primordiales para la supervivencia de las bacterias en condiciones distintas a las
6ptimas es la capacidad de percibir fluctuaciones del entorno inmediato. En este sentido, un cambio
extracelular puede percibirse a través de proteinas sensores periplasmicas, capaces de detectar, por ejemplo,
fluctuaciones en el pH o en la concentracidn de sales, entre otros (Tschauner et al., 2014). Otra manera de
percibir un cambio en el ambiente, puede involucrar moleculds de ARN que actlan en cis, siendo éste el caso

5
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de los sensores de temperatura (Narberhaus, 2010). No menos relevante para la supervivencia celular,
resulta la habilidad de modular la expresién génica de manera de ajustar la fisiologia bacteriana a las nuevas
condiciones. Una via de la modulacién de la expresidn génica rapida y eficiente es una clase particular de

regulacién que involucra un tipo de reguladores transcripcionales denominados factores sigma.

1.2.b.1. Factores sigma.

Los factores sigma son necesarios para iniciar la transcripcion y permiten la expresion diferencial de los
genes dirigiendo la ARN polimerasa a promotores especificos (Feklistov et al., 2014). Por ejemplo, el factor
6’% (o RpoD) en E. coli es el factor sigma que regula genes housekeeping, ya que dirige la transcripcién de
genes importantes para el crecimiento y metabolismo bacteriano. Mientras que el factor 6* (o RpoH) regula
la respuesta al choque térmico (Nonaka et al., 2006). La respuesta al choque térmico ha sido ampliamente
estudiada en muchas bacterias (Schumann, 2016) y se conoce que un incremento de temperatura induce
genes codificantes para las proteinas de choque térmico (heat shock proteins, HSPs). Existen principalmente
dos clases de HSPs involucradas en proteger a la célula de la desnaturalizacidon proteica causada por el
incremento en la temperatura, las chaperonas y las proteasas (da-Silva et al., 2017). Los sistemas de
chaperonas, como GroESL y DnaKJ, tienen un importante rol, ya que rescatan las proteinas mal plegadas y
permiten su re-plegado hacia la conformacion nativa. Por otro lado, las proteasas, como FtsH y CIpXP, estan
involucradas en la degradacion de agregados proteicos (proteinas mal plegadas que no son capaces de
adquirir su conformacién funcional). Estas HSPs, ademads, estan frecuentemente involucradas en la respuesta
a otros tipos de estrés. A su vez, las chaperonas y proteasas también son importantes bajo condiciones
normales para el correcto plegamiento de los polipéptidos recién sintetizados (da-Silva et al., 2017). Otro
factor sigma relevante, es el que se encuentra involucrado en el ingreso a la fase estacionaria. Para el caso
de E. coli, estos factores se denominan o™ y o° respectivamente (Lange & Hengge-Aronis, 1991, Mauri &
Klumpp, 2014). Otro ejemplo, son los factores c", o, o, 6%, 6* en B. subtilis, los cuales estan involucrados en
la regulacién de la esporulacién (Mauri & Klumpp, 2014). El factor sigma o° (RpoS) en E. coli o ¢® (SigB) en B.
subtillis han sido ampliamente identificados como factores que responden al estrés general tanto en
bacterias Gram-negativas y Gram-positivas (Boor, 2006). En consecuencia, los factores sigma resultan de
particular interés ya que las evidencias sugieren que, en los patégenos bacterianos, estas proteinas
reguladoras sirven como enlaces entre las capacidades bacterianas de responder a los cambios impuestos
por el entorno del huésped (Kim et al., 2004, Kim et al., 2005). Sin embargo, para comprender
completamente las contribuciones biolégicas de los factores sigma, es de vital importancia identificar los

genes regulados por estas proteinas, que en gran parte aun son desconocidos.

I.2.b.2. Factores de transcripcion.

Dentro de la regulacidon génica, los factores de transcripcion ocupan un lugar relevante. Las bacterias
contienen una serie de factores de transcripcion que son apropiados para su estilo de vida, sus mecanismos

de crecimiento y como respuesta al estrés dentro de un nicho ecoldgico (Kidd, 2011). Los factores de
6
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transcripcién bacterianos pueden ser clasificados en familias discretas basadas en la similitud de secuencia o
estructura, de funcién y de sus mecanismos de activacion o represion. Recientemente, numerosos factores
de transcripcién han sido caracterizados por responder a distintos tipos de estreses, incluso a estreses
diferentes de los que habian sido descriptos originalmente (Kidd, 2011). Dentro de las familias de los factores
de transcripcidn, la familia MerR incluye a proteinas que contienen un motivo HTH N-terminal (Brown et al.,
2003). El dominio de deteccidn o dominio efector de estas proteinas se encuentra en el extremo C-terminal.
Este dominio variable, es la regién que detecta la seiial ambiental a la que responde. Esta familia resulta
interesante ya que dentro de ella alberga una gama de reguladores tipo MerR para la deteccién de iones
metalicos (proteinas que responden a niquel, cobre, zinc, plomo, cobalto o cadmio), reguladores de bombas
de expulsion (para diferentes compuestos potencialmente tdxicos) y reguladores especificos que detectan el
estrés oxidativo, osmaético, cambios de pH y temperatura, o sefiales ambientales para los cambios fenotipicos
como la nodulacidn, asi como también, la deteccidn de la falta de nutrientes y el control del metabolismo del
nitrogeno (Kidd, 2011). Dentro de la familia MerR se encuentra SoxR, un regulador de respuesta que regula

SoxS, el cual es un importante regulador a nivel global en defensa del estrés oxidativo (Kidd, 2011).

I.2.b.3. La fase estacionaria y el estrés.

El ingreso en la fase estacionaria involucra cambios drasticos en la fisiologia y morfologia celular, como
pueden ser cambios estructurales en la envoltura celular, en la composicion de la membrana y diferencias
en el superenrollamiento y compactacién del ADN (Siegele & Kolter, 1992). Debido a que las células en fase
estacionaria presentan una mayor resistencia, por ejemplo, al calor y a altas concentraciones de H,0, y NaCl,
se debe inducir en esta fase la sintesis de proteinas que poseen un rol de proteccidon contra cierto tipo de
estrés (Jenkins et al., 1988, Jenkins et al., 1990, Hengge-Aronis, 1993). La habilidad de sobrevivir bajo
condiciones adversas indica que las células en fase estacionaria poseen sistemas que no son expresados en
las células en fase exponencial. Esta respuesta no es especifica del estrés y se contrasta con las respuestas
especificas del estrés por temperatura (Gross et al., 1990) u oxidativo (Amabile-Cuevas & Demple, 1991, Farr
& Kogoma, 1991). Las sefiales intracelulares, comunes a todas las condiciones, que dan lugar a la respuesta
de la fase estacionaria aun no han sido completamente dilucidadas. Sin embargo, varios genes han sido
descriptos por estar involucrados. Uno de ellos es rpoS, un factor sigma, regulador central de la expresion
génica durante la transicién hacia la fase estacionaria. En este sentido, existe un fendmeno de adaptacion.
Las células que han sido cultivadas en un medio con un nivel de estrés moderado y se encuentran en fase
estacionaria, adquieren una mayor tolerancia frente a futuros incrementos mas severos de dicho estrés. Este
fendmeno de adaptacidn se aplica a una diversidad de estreses y la tolerancia adquirida es relativamente,
aunque no exclusivamente, especifica del estrés inductor (Ashburner, 1982, Demple & Halbrook, 1983,

Christman et al., 1985).

1.2.b.4. Sensores extracelulares.

Por otra parte, una respuesta interesante ha surgido a partir de diversos estudios, los cuales han
7
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descubierto factores de sefializacion extracelular capaces de disparar una respuesta al estrés y aumentar la
supervivencia de células no estresadas. Rowbury (2001, 2003) propuso que las poblaciones de bacterias
pueden producir sensores extracelulares de naturaleza proteica (extracellular sensing components, ESCs).
Frente a la presencia de un estrés determinado, estos componentes son capaces de convertirse en
componentes extracelulares de induccion (extracellular induction components, EICs). Dicha conversion no
necesita de la presencia del organismo, es decir, que la presencia de estos EICs en el medio puede inducir
una respuesta al estrés en células no inducidas. En este sentido, al ser moléculas pequefias, los EICs pueden
difundir lejos de su sitio de formacién, pudiendo advertir a células que se encuentran localizadas en un sitio
que aun no ha sido alcanzado por el estrés. Este hecho incrementa las posibilidades de supervivencia para
las bacterias que aun no han sido expuestas al estrés. Asimismo, estos factores permiten la posibilidad de
transferir tolerancia desde cultivos que alcanzaron la muerte celular a organismos vivos (Aertsen & Michiels,
2004). Li et al. (2002) encontraron que Streptococcus mutans produce EICs durante la exposicion a pH bajos

y los mismos, actian como una sefial secundaria que amplifica la induccion de la adaptacién a la acidez.

L.3. Resistencia al estrés acido.

Los ambientes acidos estan globalmente distribuidos y el origen de los mismos puede ser natural o
antropogénicos. Los ambientes con valores de pH por debajo de 5 estan distribuidos ampliamente a lo largo
de la litosfera, abarcando desde suelos a cuerpos de agua. Los ambientes que poseen valores de pH por
debajo de 3 son menos frecuentes. El rango de ambientes se amplia en el caso de las bacterias que pueden
colonizar huéspedes, por ejemplo mamiferos. Estas se exponen a ambientes, como el estémago, donde los
valores de pH pueden alcanzar valores muy bajos (ca. 1,5), siendo éste uno de los ambientes mas inhdspito
de la anatomia en mamiferos. La acidez géstrica es una barrera a través de la cual deben pasar todos los
organismos que se establecen en el intestino. En consecuencia, todos los organismos gastrointestinales,
tanto los patégenos como los comensales beneficiosos, deben tener la capacidad de sobrevivir a un cambio
extremo en el pH. En consecuencia, han llamado la atencidn de la comunidad cientifica. Los estudios mas
completos respecto a la tolerancia a la acidez han sido realizados en bacterias entéricas. Hay varios ejemplos
de estos microorganismos, los cuales contienen ademas diferentes estrategias para sobrellevar esta
adversidad. Vibrio cholerae es uno de ellos y utiliza principalmente una "tactica de asalto" (assault tactic) que
involucra un aumento de su poblacidn, con la esperanza de que algunos sobrevivan y lleguen al intestino.
Otro ejemplo es Helicobacter pylori, que es uno de los principales agentes causales de las Ulceras géstricas y
es reconocido por ser un experto en sobrevivir a la acidez gdstrica. Uno de los ejemplos mas destacables, es
E. coli, un microorganismo intestinal que prefiere crecer a pH neutro, pero sorprendentemente puede
sobrevivir a valores de pH de 2 durante horas, siendo casi tan eficaz como H. pylori para resistir al estrés
acido extremo (Gorden & Small, 1993, Small et al., 1994). En este sentido, aunque los dos organismos son

similares en términos de nivel de resistencia, los mecanismos que utilizan son notablemente diferentes
8
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(Audia et al., 2001, Richard & Foster, 2003). Los estudios sobre estos microorganismos han proporcionado
evidencia convincente de que la tolerancia a la acidez no es una respuesta Unica gobernada por un regulador
global. De hecho, el mejor modelo de tolerancia a la acidez surge de varios sistemas que perciben los cambios
de pH de formas diferentes, utilizando estructuras reguladoras diferentes y en algunos casos superpuestas

(Baik et al., 1996, Foster, 1999, Foster & Moreno, 1999, Rowbury, 1999, Bang et al., 2000).

1.3.a. Mecanismos de tolerancia a la acidez.

Cuando las células son expuestas al estrés acido, principalmente tres aspectos de la funcién celular
pueden verse afectados. Uno de ellos es la capacidad de adquirir nutrientes y la consecuente obtencién de
energia, otro es la homeostasis del pH citoplasmatico, y por ultimo, la estabilidad de las proteinas y el ADN.
La homeostasis del pH pareceria ser de central importancia para las células en crecimiento ya que ha sido
evidenciado que perturbaciones moderadas en el pH intracelular son capaces de alterar la tasa de
crecimiento (Roe et al., 1998). Por otro lado, los datos disponibles sugieren que el pH citoplasmatico alcanza
valores cercanos a 4 cuando el estrés acido es muy extremo (Foster & Hall, 1991, Jordan et al., 1999). Por lo
tanto, resulta necesario para la supervivencia de cualquier organismo, que frente a un cambio rapido de pH,
se desencadenen mecanismos de proteccidn que permitan a las estructuras de la superficie mantener su
funcionalidad y ademas proteger y/o reparar el ADN vy las proteinas citoplasmaticas. En este sentido, la
evidencia actual sugiere que existen principalmente dos mecanismos que contribuyen a la proteccidn de las

estructuras superficiales: las chaperonas y la alcalinizacion del periplasma.

I.3.a.1. Proteccidn y reparacién del periplsma bajo estrés acido.

Cuando las células se exponen a un ambiente 4acido, la actividad de las proteinas asociadas a la superficie
celular se ve afectadas de manera inmediata. Dicha superficie celular involucra a la superficie externa de la
membrana citoplasmatica, el periplasma, la membrana externa y la pared celular. Por consiguiente, actuar
sobre el entorno celular puede ser crucial. Se ha identificado un sistema en el periplasma de E. coli y de
Shigella flexneri que contribuye de manera relevante a la supervivencia en pH acido (Waterman & Small,
1996, Link et al., 1997, Gajiwala & Burley, 2000). Ejemplo de esto es la proteina HdeA, una de las proteinas
mas abundantes en el periplasma de E. coli durante la fase estacionaria en cultivos liquidos. Se ha evidenciado
gue mutantes en HdeA muestran una capacidad de supervivencia 10.000 veces menor a la cepa salvaje luego
de una exposicion a un valor de pH 3 (Waterman & Small, 1996). Esta proteina se expresa a partir del operdn
hdeAB, el cual es regulado por el factor sigma RpoS y por una proteina H-NS. Las evidencias sugieren que la
presencia de HdeA, a pesar de no tener propiedades de chaperona, evita la agregacién de proteinas que
suele producirse en condiciones de acidez. Cuando el pH es neutro, se conoce que HdeA y HdeB son
secretadas y forman un heterodimero en el periplasma. Sin embargo, en presencia de pH 4cido, este

heterodimero se disocia y HdeA se encuentra disponible para unirse a otras proteinas plegadas de manera
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incorrecta como consecuencia del estrés. De esta manera, este sistema es capaz de prevenir la agregacion

proteica en el periplasma frente a condiciones de estrés acido (Gajiwala & Burley, 2000).

1.3.a.2. La membrana citoplasmatica y la membrana externa como barreras para la acidez.

La permeabilidad de la membrana a los protones posee una importancia critica frente a la presencia de
estrés acido. Las bicapas lipidicas son, en si mismas, relativamente impermeables a los protones, siendo esto
necesario no sélo para la homeostasis del pH intracelular, sino también para la obtencién de energia. En
células de E. coli previamente expuestas a un estrés acido leve (adaptadas), se evidencia que las mismas
poseen una reduccion significativa en la permeabilidad de los protones (Jordan et al., 1999, Booth, 2002). A
su vez, dichas células presentan un aumento de la tolerancia a la acidez, lo cual se correlaciona con lo antes
mencionado (Jordan et al., 1999). Por otro lado, algunos ajustes de la composicién de la membrana pueden
afectar la permeabilidad de la misma. En este sentido, la supervivencia a la exposicion a pH 3 de células de
E. coli 0157 adaptadas, presenta una correlacién con el aumento de acidos grasos con anillos ciclopropano
en la membrana (Brown et al., 1997). Cabe destacar que durante la fase estacionaria existe un aumento en
este tipo de acidos grasos en la membrana y se cree que este aumento podria ser responsable parcialmente

del aumento de la tolerancia a la acidez en E. coli (Chang & Cronan, 1999).

Otro aspecto importante a considerar son los complejos de proteinas de la membrana, los cuales
representan una gran amenaza para la permeabilidad de H* al interior celular. En células de E. coli ha sido
demostrado que la combinacién de un estrés acido a pH 3,6 en conjunto a un estrés hipoosmético leve,
provoca una muerte rapida en las células (Levina et al., 1999). Ninguno de estos dos estreses por separado
(ni pH 3,6 solo, ni el choque hipoosmatico solo) son suficientes para causar esta muerte celular rapida. En
este sentido, se debe tener en cuenta que un choque hipoosmdtico provoca la apertura de canales
mecanosensibles en la membrana citoplasmatica. Estos canales no discriminan, en gran medida, entre iones
y moléculas, permitiendo a los H* atravesar la membrana citoplasmatica y, en consecuencia, producir una
disminucion rapida del pH citoplasmatico. Esto puede explicar la rapida muerte de las células ya que el brusco
colapso del pH intracelular es seguido inmediatamente por la desnaturalizacion de las proteinas y
subsiguiente muerte celular (Booth et al., 2002). Estos experimentos evidencian fehacientemente que el
control estricto sobre la apertura de los canales y/o la operacion de los sistemas de transporte es critico para

mantener la impermeabilidad de la membrana a los protones.

I.3.a.3. Alcalinizacidn del periplasma y/o del citoplasma.

El ejemplo mas sorprendente de alcalinizacion del periplasma como mecanismo de supervivencia a pH
bajos es el de H. pylori (Meyer-Rosberg et al., 1996, Rektorschek et al., 2000). H. pylori sobrevive en la pared
del estémago, que periddicamente (durante los periodos de ayuno) puede alcanzar un pH de 2,5 (Schade et
al., 1994). Este organismo también coloniza el estdbmago y puede crecer en este ambiente. Estudios

moleculares han identificado que la ureasa y el transportador Urel poseen un papel clave en esta colonizacién
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(Ferrero et al., 1992, Tsuda et al., 1994, Skouloubris et al., 1998, Rektorschek et al., 2000). La ureasa cataliza
la conversion de la urea en CO; y amoniaco, los cuales luego se difunden en el periplasma causando un
aumento en el pH peripldsmico cercano a un pH de 6 (Athmann et al., 2000). En este sentido, se cree que el
aumento del pH en el periplasma es uno de los principales mecanismos de proteccidn contra el estrés acido.
Sin embargo, se debe destacar que también existen otras proteinas inducibles por las condiciones de acidez

involucradas significativamente en la proteccion contra el mismo (Bijlsma et al., 1998, Sachs et al., 2000).
Sistema de descarboxilasas.

Existe un fuerte paralelismo entre el ejemplo de H. pyloriy el rol de las aminodcido descarboxilasas, el
cual es central en la proteccion contra el estrés acido en una variedad de bacterias (Curran et al., 1995, Lin
et al., 1995, Park et al., 1996, Merrell & Camilli, 1999, Cotter et al., 2001). El sistema de descarboxilasas
generalmente consiste de dos componentes. Uno de los componentes es una o mas enzimas descarboxilasas,
gue convierten su sustrato (aminodcido) en su amina relacionada, con produccién de CO; (o bicarbonato). El
otro componente es un transportador con sistema antiporte que intercambia el aminoacido por la amina
(producto de la descarboxilacion). Las descarboxilasas mds abundantes involucradas en la tolerancia a la
acidez son las que descarboxilan arginina, lisina o glutamato. En el caso de la glutamato descarboxilasa, la
misma cataliza la conversion de glutamato a y-aminobutirato (GABA), consumiendo un protén (Figura |.2). La
descarboxilacion del glutamato se produce en el citoplasma, probablemente cerca de la membrana,
adyacente al transportador GadC que extrae el producto (GABA) de la célula intercambiandolo por el
glutamato (Figura I.2). Mutantes de S. flexneriy E. coli que carecen de este sistema de descarboxilasa estan
extremadamente comprometidos en su supervivencia cuando se incuban a pH 2.5 (Waterman & Small, 1996,
Castanie-Cornet et al., 1999). El sistema de descarboxilasas se encuentra presente, no sélo en E. coli sino
también en una variedad de microorganismos (Feehily & Karatzas, 2013), en los cuales también ha sido
demostrado que juega un rol en la resistencia a la acidez (Cotter et al., 2001, Capitani et al., 2003, Su et al.,

2011).
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Figura.l.2. Representacion esquemdtica de la funcion del sistema GAD en condiciones dcidas severas. La glutamato
descarboxilasa GadD convierte el glutamato (Glt) en GABA, el cual luego es exportado por el transportador antiporte
GadT, ingresando nuevamente una molécula de glutamato extracelular (adaptado de Feehily & Karatzas, 2013).

El mecanismo por el cual las descarboxilasas otorgan proteccidn contra el estrés no estd completamente
claro. En este sentido, varios trabajos han sugerido que el mecanismo por el cual el sistema de
descarboxilasas otorga resistencia a la acidez es a través del consumo de un protén en el citoplasma durante
la descarboxilacion, lo que provocaria un subsiguiente aumento del pH citoplasmatico (Park et al., 1996).
Otros han sugerido que la proteccién estd relacionada a la alcalinizacion del periplasma durante la
descarboxilacion (Slonczewski & Foster, 1996). Un factor que favoreceria al mecanismo periplasmico es que
la capacidad amortiguadora en muchos medios externos a menudo es bastante baja, lo que facilitaria un
rapido aumento del pH periplasmico. Sin embargo, la entrada rdpida de protones a través de la membrana
externa supondria una gran amenaza para un mecanismo que requiere cambios de pH localizados. Una
cuidadosa investigacion sobre el pKa del glutamato, del GABA y del rango de valores de pH intracelular y
extracelular, lleva a dos posibilidades diferentes que se muestran en la Figura 1.3 (Feehily & Karatzas, 2013);
en el escenario (A), se detalla un estrés de pH leve donde el pH extracelular es mayor a 4,5. En dicho
escenario, el glutamato extracelular (Glte) estd principalmente desprotonado y, de esta manera, se importa
alacélula, donde posteriormente es descarboxilado removiendo un protén intracelular (H**). Luego, el GABA
traslada este protdn al exterior celular, provocandose asi, un beneficio para la célula. Sin embargo, en la
segunda posibilidad, representada en el escenario (B), el pH extracelular es mas bajo (por ejemplo, 3,5). En
este segundo escenario, el grupo carboxilo de la cadena del glutamato esta principalmente protonado. Esto

significa que el transportador importa glutamato en un estado protonado. Una vez en el interior celular, este
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protén (H*) se libera al medio. De esta manera, el beneficio del protén consumido por el proceso de
descarboxilacién se contrarresta. No obstante, considerando que es evidente que el sistema GAD otorga un
aumento en la resistencia a la acidez en condiciones de pH extracelular bajo (3,5), el mecanismo en estas
condiciones probablemente aln es desconocido. En este sentido, se ha sugerido que un posible mecanismo
es una via de generacion o regeneracion de glutamato enddégeno que trabaje en conjunto con el sistema GAD
(Castanie-Cornet et al., 1999, Tucker et al., 2002). En este caso, el glutamato generado intracelularmente no
introduciria protones en el medio intracelular y, por lo tanto, su descarboxilacién podria eliminar protones,
produciendo una diferencia a favor de la célula. Una posible via candidata que podria generar glutamato
intracelular (Glt;) podria involucrar una glutaminasa que convierte glutamina en glutamato (Castanie-Cornet
et al., 1999, Tucker et al., 2002, Waterman & Small, 2003). El Unico carboxilo de la glutamina tiene un pKa de
2, y se desprotonaria a pH > 2. Por lo tanto, su importaciéon no introduciria ningiin protén en el medio
intracelular, y la descarboxilacion del glutamato resultaria en una pérdida neta de protones y un beneficio
para la célula. Otra via alternativa podria provenir de GABA, que por accién de la GABA-AT (GABA shunt

pathways), conduce a la regeneracion del glutamato intracelular (Feehily & Karatzas, 2013).

(a) pH=45 (b) pH <35

Glutamato GABA Glutamato GABA

pKa =21

HOOG-CHﬁ:H;?H-ﬂ
NH.

2

-OOGCH;CH;C‘H'CQO-
pKa = 4-0 e,
pKa =

‘DDC-CH,—CH?-CIHvH'
NH,

Hooc-cH,cH,-cH-coo”

Glutamato
"DOC-CH,-CH,-CH-COO"

Glutamato

~DOC-CH,-CH,-GH-COO™ "00C-CH,CH,-CH-H"

NH, NH, H

pH>5 pH>4-2

Figura.l. 3. Representacion de dos escenarios diferentes sobre el destino de los protones derivados del glutamato y la fuente de
los protones eliminados por la descarboxilacién del glutamato. El escenario (a) describe el destino del glutamato, el GABA y los
protones en condiciones acidas leves. En este caso, ambos grupos carboxilo de glutamato estan desprotonados ya que su pKa es
mas bajo que el pH extracelular. En el caso del escenario (b), el pH extracelular es muy bajo (<3,5) en el rango letal para la mayoria
de las bacterias. En este caso, el grupo carboxilo de la cadena lateral estd principalmente protonado porque su pKa es mas alto que
el pH extracelular. En este estado protonado, el glutamato se importa en la célula. Posteriormente, este protén (H*) se libera en el
medio intracelular y se consume durante la descarboxilacion del glutamato a GABA y, por lo tanto, se exporta fuera de la célula. En
este caso, no se elimina ningln protén del medio intracelular y, por lo tanto, no existe ningin beneficio para la célula. Figura
adaptada de Feehily & Karatzas, 2013.
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I.3.a.4. Proteccién del citoplasma a pH acido.

Una acidificacion en el citoplasma trae aparejado ineludiblemente una disminucién en la estabilidad de
las proteinas, lo que puede afectar indirectamente la integridad del ADN por la falla en los procesos de
reparacion. Con respecto a la estabilidad de las proteinas, cuando células de E. coli son expuestas a pH 3 en
una solucidn con buffer fosfato-citrato, se observa un deterioro en la actividad de la B-galactosidasa en
paralelo con la pérdida de viabilidad de dichas células. De otro modo, si las que se exponen a pH 3 son células
adaptadas (crecimiento previo a pH 5,8) no se evidencia pérdida en su viabilidad y las células presentan una
actividad B-galactosidasa constante. Esto sucede a pesar del hecho de que ambos conjuntos de células
exhiben valores similares del pH citopldsmico, aprox. pH 4,5-5,0 (Jordan et al., 1999, Booth et al., 2002). Esto
induce a pensar que dicho fendmeno, en las células adaptadas a la acidez, podria estar dado por un aumento
en la actividad de las chaperonas. En este sentido, se ha descripto que se existe un incremento en las
chaperonas DnaK como GroEL/ES en respuesta al crecimiento a pH acido (Olson, 1993, Jan et al., 2001). No
obstante, no estd claro si las chaperonas simplemente estarian estabilizando las proteinas desplegadas,
facilitando el replegamiento una vez eliminado el estrés, o si realmente son chaperoninas que catalizan el

replegamiento de las proteinas de manera activa y con dependencia de energia.

Por otro lado, con respecto al dafio en el ADN, el estrés acido puede generar reacciones quimicas
aberrantes que ademas no pueden ser reparadas por fallas en el sistema de reparacién (afectados también
por el estrés). En este sentido, ha sido descripto que mutantes en los sistemas de reparacion del ADN
alcanzan la muerte mds rdpido en condiciones de acidez que la cepa salvaje (Sinha, 1986). Asimismo,
mutantes de H. pylori en recA también presentaron una menor capacidad de supervivencia en condiciones
de acidez con respecto a su cepa parental (Thompson & Blaser, 1995). Ademas, cuando se utiliza ADN para
transformar células se observa que el ADN purificado de células de H. pylori adaptadas expuestas a estrés
acido severo, es mas efectivo en la transformacidn que las células no adaptas. Esto implica que el sistema de
reparacion en dichas células se encuentra menos afectado (Raja et al., 1991). Por ultimo, en un mutante
resistente a la acidez de Listeria monocytogenes se encontré una proteina que se sobre-expresa en

condiciones de acidez, la cual presenta homologia con las ADN ligasas bacterianas (Booth et al., 2002).

I.3.a.5. Respuesta adaptativa de tolerancia a la acidez.

Como se ha descripto, se ha demostrado que las células presentan una respuesta adaptativa a varios tipos
de estrés, incluyendo el estrés acido. En esta direccidn, y como se explicé previamente, es conocido desde
hace tiempo que células cultivadas a pHs moderadamente acidos que se encuentran en fase estacionaria,
inducen una respuesta que las protege frente a futuras condiciones severas de acidez. Respuesta que, en
este caso, se denomina respuesta adaptativa de tolerancia a la acidez (ATR); dicha respuesta requiere de la
sintesis proteica (Goodson, 1989, Foster & Hall, 1990, Foster & Hall, 1991, Foster, 1993, Rowbury, 1999). La
ATR ha sido bien caracterizada en bacterias entéricas e incluye varios sistemas que se expresan en fase de

crecimiento logaritmica y estacionaria. La clave de esta respuesta es la sintesis de proteinas capaces de
14
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inducirse por estrés 4cido, las cuales le confieren a la célula un estado fisiolégico de mayor tolerancia a pHs
acidos extremos. La ATR contiene dos componentes principales. Uno involucra el conjunto de proteinas que
se inducen de manera especifica cuando las mismas se cultivan en un medio levemente &acido. El otro
componente involucra la tolerancia otorgada por la "fase estacionaria" de las células, la cual se encuentra
controlada principalmente por el factor sigma RpoS (Hengge-Aronis, 1993). Asi, la ATR desencadena al menos
tres sistemas de resistencia genética y fisioldgicamente distintos bajo estrés acido (Smith et al., 1992, Shi &
Bennett, 1994, Lin et al., 1995, Lin et al., 1996, Stim-Herndon et al., 1996, Castanie-Cornet & Foster, 2001,
Tramonti et al., 2002). La Unica caracteristica comun a los tres sistemas es que la proteccidn de cada una se
da en células en fase estacionaria. Estos sistemas fueron denominados como sistemas de resistencia a la

acidez 1, 2y 3 (AR1, AR2 y AR3).
Sistema de resistencia a la acidez 1.

El sistema de resistencia a la acidez 1 (AR1), a veces denominado sistema oxidativo o reprimido por la
glucosa, es distinto de los otros dos sistemas de respuesta adaptativa donde no hay requisitos de sustratos
de aminodcidos exdgenos durante la condicion de estrés (ver siguiente seccidn). La activacion de este sistema
ocurre cuando las células se cultivan en medios complejos (LB) levemente acidos (pH 5,5) en ausencia de
glucosa. De esta manera, al trasladarlas luego, a una condicion de estrés mas severa (pH 2,5 en un medio
minimo con glucosa), las células presentan una mayor capacidad de supervivencia en estas condiciones
(Castanie-Cornet & Foster, 2001). Este sistema es el menos esclarecido de los tres. Los reguladores clave
incluyen al factor sigma alternativo RpoS, al AMP ciclico (AMPc) y a la proteina receptora de AMPc (CRP). El
factor sigma alternativo RpoS, como ya se ha descripto, es importante para la expresidén génica durante las
transiciones de la fase logaritmica a la fase estacionaria y es sumamente importante para la supervivencia
durante diversos estreses ambientales, incluido el desafio acido (Hengge-Aronis, 1993, Cheville et al., 1996).
Los genes diana especificos de AR1 controlados por estos reguladores son desconocidos. Un posible gen
diana podria incluir a hdeA (ver seccidn 1.3.a.1), ya que su regulacién depende de RpoS (Gajiwala & Burley,
2000). Por otro lado, existe evidencia que vincula la ATPasa translocadora de protones FO/F1 con AR1, pero
no estd claro aun si este complejo produce ATP para alimentar AR1 o es un componente del sistema para
extraer protones directamente del citoplasma, como parece ser el caso en Streptococcus spp. (Quivey et al.,
2000, Martin-Galiano et al., 2001). De ser asi, esta ATPasa podria actuar como una bomba de protones
durante el estrés acido, extrayendo protones fuera de la célula concomitantemente con la hidrélisis de ATP
y de esta manera, mantener el pH interno y generar una fuerza protén motriz (Richard & Foster, 2003, Foster,

2004).

Ademas del posible bombeo de protones por la ATPasa FO/F1, un factor importante para disminuir la
permeabilidad de los protones durante el estrés acido, puede ser la modificacidn en el contenido de acidos
grasos derivados del ciclopropano (CFA) de la membrana. Como se comenté previamente, la sintesis de CFA
se produce durante la transicion de la fase logaritmica a la fase estacionaria y depende de RpoS (Wang &
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Cronan, 1994, Castanie-Cornet et al., 1999). Aunque la sintesis de CFA no es el Unico factor involucrado en la
supervivencia a pH 3, es probable que desempefie un papel en la proteccién proporcionada por AR1, asi

como por AR2 y AR3.
Sistema de resistencia a la acidez 2.

El sistema de resistencia a la acidez 2 (AR2), es el mas ampliamente estudiado de los sistemas de
resistencia a la acidez en fase estacionaria. AR2 es un sistema dependiente de glutamato inducido durante la
fase estacionaria. La activacion del sistema ocurre cuando las células se cultivan en medios complejos (LB),
que en este caso si contienen glucosa (LBG). El crecimiento en glucosa reprime a AR1, lo que permite el
estudio directo de AR2. Cuando estas células adaptadas se trasladan a un medio de minimo con glucosa y
presencia de glutamato a pH 2, las mismas presentan una mayor supervivencia. Los componentes
estructurales de este sistema incluyen las isozimas GadA y GadB, dos glutamato descarboxilasas, y un
transportador antiporte glutamato: GABA, codificado por gadC (Hersh et al., 1996). Los detalles de este

sistema se describieron previamente en este capitulo (Seccién 1.3.a.3).
Sistema de resistencia a la acidez 3.

El ultimo sistema, AR3, es dependiente de arginina y tiene componentes estructurales similares a los de
AR2. AR3 involucra la arginina descarboxilasa (codificada por adiA) y un transportador antiporte
arginina:agmatina, recientemente identificado codificado por el gen yjdE (Gong et al., 2003). E. coli posee
dos genes de arginina descarboxilasa, speA y adiA. Sin embargo, sélo AdiA, que es inducible por el estrés
acido, funciona en AR3. El pH éptimo de estas dos enzimas es pH 8,4 y 5,2 respectivamente. Cada uno de
estos pHs es consistente con su funcidn en las células no estresadas y bajo estrés acido (Boeker, 1972). Es
decir que en condiciones de estrés acido (pH 2,5), donde el pH intracelular se encuentra entre 4 y 5,
Unicamente funciona AdiA (Richard & Foster, 2004). Dadas las similitudes de los componentes estructurales
en la resistencia a la acidez dependiente de glutamato y arginina, los mecanismos por los que protegen

también se consideran similares.

L.4. Simbiosis rizobio-leguminosa y la relevancia del estrés dcido.

1.4.a. La fijacion bioldgica de nitrogeno.

El nitrégeno, a pesar de ser uno de los componentes mds abundantes en la atmédsfera, no es
biolégicamente asimilable por todos los organismos. En este sentido sélo unos pocos organismos son capaces
de utilizar el nitrégeno molecular (N2) y convertirlo en amonio, el cual es apto para ser utilizado como
nutriente por el resto de los organismos. Como consecuencia, se denomina a este proceso fijacion bioldgica
de nitrégeno (FBN). Todos los organismos capaces de realizar la FBN, descriptos hasta el momento, son

procariotas y se los denomina diazétrofos. La capacidad de fijar nitrogeno esta determinada por la presencia
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de la enzima nitrogenasa, la cual es responsable del proceso de fijacion. Dicha enzima se encuentra
ampliamente distribuida entre los dominios Bacteria y Arquea, no conociéndose hasta el momento ningin
organismo eucariota que posea dicha actividad. Algunos microorganismos son capaces de realizar la FBN en
vida libre, mientras que otros, para realizarla, deben encontrarse en asociacion simbidtica con organismos
superiores como las plantas (Raymond et al., 2004). Esta asociacion le otorga beneficios a ambos
participantes, ya que la planta obtiene una fuente de nitréogeno asimilable mientras que el microorganismo
adquiere de la planta fotosintatos para metabolizar. La asociacion planta-microorganismo puede ser una
asociacion de baja especificidad como es el caso de Azotobacter paspaliy la graminea Paspalum (Dobereiner,
1970) o contrariamente, esta asociacion se puede dar de manera altamente especifica como es el caso de las
plantas leguminosas y los rizobios. Estas ultimas producen un nuevo 6rgano en la planta, el cual otorga el

ambiente necesario para que se produzca la FBN.

1.4.b. Las lequminosas.

Las leguminosas son la tercera familia mas grande de plantas superiores, conteniendo unas 20.000
especies. Asimismo, constituye la segunda familia en importancia agrondmica a nivel global después de las
gramineas (Gepts et al., 2005), aunque sélo una pequeiia fraccidn del total de las especies de este grupo es
explotado agrondmicamente. La capacidad de establecer relaciones simbidticas con los rizobios estd limitada
sélo a la familia Leguminosae (Fabaceae), con una Unica excepcidn conocida presente en el género

Parasponia de la familia Cannabaceae (Trinick, 1980).

En el laboratorio donde se ha realizado este trabajo de Tesis se ha estudiado desde hace muchos afios la
interaccidn rizobio-leguminosa. Donde se utiliza como planta modelo, la leguminosa Medicago sativa
(alfalfa). La alfalfa posee un alto contenido proteico en comparacién con otras leguminosas y una alta
produccién de materia seca y digestibilidad, por lo que posee un gran valor agronémico. En este sentido, el
cultivo de alfalfa ocupa mas de 32 millones de hectareas en el mundo (Michaud et al., 1988) y representa la
principal fuente de forraje para alimento vacuno. En Argentina, ca. 4 millones de hectareas son utilizadas
para su produccion (Perticari et al., 1989, Hijano & Basigalup, 1995, https://inta.gob.ar/noticias/segundo-
congreso-mundial-de-alfalfa). Ademas, se debe destacar que es una planta muy versatil, pudiéndose adaptar
a un amplio rango de condiciones climaticas (Duke, 1983). Sin embargo, no soporta bien periodos de

inundaciones y falla al crecer en suelos acidos.

1.4.c. Los rizobios.

Se denomina rizobios a las bacterias capaces de realizar la FBN a través de la simbiosis con leguminosas.
Los rizobios son taxondémica vy fisioldgicamente diversos; estos involucran a a- y B-proteobacterias y
mayoritariamente comprende los géneros Rhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium vy
Azorhizobium. Como se describié previamente, la simbiosis rizobio-leguminosa tiene una marcada

especificidad. En este sentido, los rizobios son capaces de realizar asociaciones con una o unas pocas especies
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de leguminosas. En un principio, su clasificacién se basé en el concepto de grupos de inoculacidn cruzada, de
acuerdo al cual los rizobios fueron agrupados segun su capacidad para infectar y fijar nitrégeno
especificamente en un determinado grupo de leguminosas (Fred et al., 1932). Mas tarde, la utilizacién de
nuevas técnicas para la clasificacién de los rizobios, abarcando caracteristicas morfoldgicas, nutricionales,
metabdlicas y seroldgicas mostrd una imagen compleja sobre la diversidad de los rizobios. En la actualidad,
las especies bacterianas comenzaron a ser delineadas comprensiblemente por una aproximacién polifasica

en niveles fenotipicos, genotipicos y filogenéticos.

Los rizobios, ademds de convivir en simbiosis con las plantas leguminosas, pueden sobrevivir como
saprofitos por largos periodos en ausencia de las mismas (Brunel et al., 1988). Esto se debe a que los mismos
son habitantes del suelo que han adquirido, por transferencia horizontal de genes, la capacidad de asociarse
en simbiosis con raices de plantas leguminosas y formar nddulos radiculares fijadores de nitrégeno (MacLean
et al., 2007). De hecho, los genes relevantes para la infeccidn y la fijaciéon de nitrégeno suelen encontrarse
generalmente agrupados en plasmidos (plasmidos simbidticos, pSym) o en islas gendmicas (Symbiotic
Islands, Sls (MacLean et al., 2007). Esta vida multifacética adoptada por los rizobios ha influenciado en el
tamafio, la complejidad y también el contenido de sus genomas (Bentley & Parkhill, 2004, Boussau et al.,
2004). Los genomas rizobianos estdn altamente dotados con sistemas de transporte, de regulacion y sistemas
relacionados al estrés. Todos estos sistemas son esencialmente necesarios para la interaccién con el
ambiente externo y se adquirieron por las a-proteobacterias relacionadas a las plantas con posterioridad a

la divergencia de Rhizobiales (Boussau et al., 2004).

Para poder persistir en los suelos en vida libre, los rizobios probablemente deban lidiar con una amplia
variedad de estreses bidticos y abidticos, entre los que se encuentran la inanicién, grandes variaciones en la
temperatura, estrés osmotico y variaciones en el pH. Asi, los eventos de vida libre son determinantes en la
competitividad y vida simbidtica del rizobio. Este hecho es bien conocido desde hace décadas y quizas el
ejemplo mds claro lo represente el llamado “problema de la competicién”, que es la incapacidad que
presentan algunos rizobios utilizados como inoculantes por su alta capacidad de fijar nitrégeno de competir
con las cepas de rizobios nativas. Estos rizobios nativos, parecen encontrarse “adaptados” a esta vida libre y
logran ser mas competitivos por los nichos de la planta que las cepas seleccionadas, aun cuando los niveles

de indculos exceden los niveles de rizobios nativas (Triplett & Sadowsky, 1992).

1.4.d. Etapas de la Simbiosis Rizobio-lequminosa.

La simbiosis es la culminacion de un proceso altamente complejo (Figura 1.4). Este proceso involucra como
primer paso intercambios de sefiales moleculares entre la planta y la bacteria (Helal & Sauerbeck, 1989,
Perret et al., 2000). Luego se produce la formacién de hilos de infeccién en los pelos radicales por donde los
rizobios penetran a la raiz y culmina con la formacion de los bacteroides y la organogénesis del nédulo que
confiere el microambiente protector para la actividad nitrogenasa de los bacteroides. Los bacteroides son las

células diferenciadas de los rizobios capaces de fijar N, dentro de las células de la planta (Jones et al., 2007,
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Oldroyd & Downie, 2008). Recientemente, se han identificado péptidos secretados por las plantas que
inducen la correcta diferenciacion a bacteroide (Van de Velde et al., 2010, Wang et al., 2010, Haag et al.,
2011). Defectos tanto en la planta como en los rizobios pueden resultar en una falla en la formacién del

simbiosoma, impidiendo la FBN.

1.4.e. Efectos de la acidez en la simbiosis rizobio-leguminosa.

Durante la pre-infeccién, cuando los rizobios todavia no han ingresado aun a la raiz de la planta huésped,
factores ambientales tales como la temperatura, salinidad y pH (entre otros) pueden ser condicionantes
absolutos del establecimiento y desarrollo de la simbiosis. El suelo en particular, y el medio ambiente en
términos mds generales, deben ser considerados por lo tanto como participes inseparables de este proceso
simbidtico. Lamentablemente, los suelos acidos suelen ser perjudiciales para los cultivos, ya que restringe
significativamente la simbiosis rizobio-leguminosa y por ende la FBN. Por un lado, esto se debe a una baja
tolerancia intrinseca de la planta a tal condiciéon, y por otro a una disminucién de la supervivencia de su
simbionte. Si bien el pH éptimo de crecimiento de la mayoria de las leguminosas es cercano a la neutralidad,
algunas de ellas presentan buen desarrollo en condiciones de acidez moderada, por ejemplo Lotus tenuis
tolera relativamente bien la acidez (Correa, 1997). Sin embargo, cualquiera sea el caso, se ha observado que
la acidez del suelo tiene un efecto mas severo sobre el crecimiento de la planta cuando el aporte de nitrégeno
depende de la fijacion simbidtica de nitrogeno (Bordeleau, 1994) . Si se aporta nitrégeno mineral en cantidad
que no limite el crecimiento, las plantas pueden desarrollarse en suelos con pHs bajos (Pijnenborg et al.,

1990).

1.4.f. Suelos dcidos.

Mds de 1.500 millones de hectareas de los suelos del mundo son acidos (pH <5.5), con hasta un 40% de
las tierras cultivables afectadas por la acidez del suelo (Munns D, 1986, Von Uexkiill H & Mutert E, 1995).
Cabe destacar que mientras muchos de esos suelos son naturalmente acidos (en América del Sur, por
ejemplo, hay unos 700 millones de ha con suelos de tipo Ultisol y Oxisol que son inherentemente acidos),
otros se han ido acidificando como consecuencia del uso inapropiado de algunos sistemas de agricultura
intensiva (von Uexkill & Mutert, 1995). En este sentido, el bajo pH del suelo es causado a menudo por ciclos
deficientes de nutrientes, por la lixiviacién del suelo y/o por el efecto acidificante de los fertilizantes
nitrogenados (Martikainen P, 1993, Von Uexkill H & Mutert E, 1995). Esta acidificacién de los suelos es
responsables de pérdidas de rendimiento del 50% o mds en cultivos de trigo y cebada, asi como cultivos de
leguminosas, como lentejas, porotos y arvejas (Mahler, 1987, Graham, 1992, Bordeleau, 1994, Vassileva & B,
1997). Esta apreciacion realza la importancia evidente del manejo racional del recurso suelo, prestando

particular atencidon ademas a la evolucion del pH de los mismos.
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Figura.l.4.Etapas de la simbiosis rizobio-legumi . A. Etapas tempranas de la interaccion rizobio-leguminosa. Los flavonoides liberados por la

planta son detectados por los rizobios y éstos sintetizan factores de nodulacidn (nod factors, NF). Luego, los NF son detectados por receptores de la
planta y estimulan la formacién del enrulado radicular y la division de las células corticales que daran origen al primordio nodular. B. Desarrollo y
progresion del hilo de infeccion. Luego que los rizobios son atrapados por el enrulado radicular, comienza la infeccién de rizobios mediante el
desarrollo de hilos de infeccidn en respuesta a los factores Nod y EPS bacterianos. Los hilos de infeccidn son direccionados hacia las células del cértex
donde los rizobios son liberados en respuesta a citoquinas. C. Endocitosis de bacterias y diferenciacion a bacteroide. Las bacterias, una vez que son
liberadas forman un simbiosoma, donde se diferencian en bacteroides. Adaptado de Jones et al. 2007.

1.4.q. Estudio de la tolerancia a la acidez en los rizobios.

La supervivencia y persistencia de los rizobios se encuentran limitadas en condiciones de pH 4cido. Asi
como también, se ve reducida la eficiencia en la nodulacién (Graham, 1982, Brockwell, 1991, Ibekwe, 1997).
Los rizobios se enfrentan cominmente a valores de pHs bajos, como por ejemplo en el rizoplano de sus
plantas leguminosas hospedadoras. El rizoplano presenta una disminuciéon de pH por la presencia de
protones y acidos organicos excretados por las plantas (Marschner, 2006). Ademas, ha sido postulado que
una vez establecida la simbiosis, el simbiosoma forma un compartimiento 4cido y litico (Mellor, 1989). Pierre

et al. (2013) estudiaron la variacion del pH a lo largo de la simbiosis in vivo del espacio que rodea al bacteroide
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(peribacteroidal, PBS) y mostraron una acidificacién progresiva del PBS desde la liberaciéon de bacteroides

hasta el inicio de la fijacion de N..

Distintos grupos de investigaciéon han intentado identificar cepas tolerantes a la acidez (Graham, 1982,
Del Papa et al., 1999, Priefer et al., 2001) y revelar los mecanismos genéticos que permiten a una cepa superar
a las otras cepas bajo pHs acidos. Sin embargo, hasta la actualidad las bases de la tolerancia a la acidez en los
rizobios no han sido totalmente dilucidadas. La tolerancia a la acidez ha sido considerada una caracteristica
fenotipica clave en los rizobios, por lo que se ha buscado activamente rizobios que puedan desarrollar la FBN
cuando otras no lo pueden hacer por las condiciones ambientales desfavorables (Howieson et al., 1988). La
mayoria de los estudios que se han realizado para dilucidar genes involucrados en la respuesta a la acidez, se
realizaron sobre E. medicae WSM 419 (anteriormente clasificada como S. meliloti WSM 419). Uno de los
enfoques mas utilizados a fin de identificar componentes de rizobios asociados a la respuesta al estrés acido,
ha sido la busqueda de mutantes que resulten sensibles a la acidez a través del uso de bibliotecas de
mutantes Tn5 (Goss et al., 1990, Reeve et al., 1999). De este modo, se identificd un grupo de genes
funcionalmente diverso que responde al pH, relacionados con la tolerancia a la acidez en E. medicae (Tiwari
et al., 2004). Ejemplo de estos son actP, que codifica para una ATPasa transportadoras de metales pesados
CPx (Reeve et al., 2002), actA, que codifica para una acyl apoliporoteina transferasa (Tiwari et al., 1996) y
actR, el cual codifica para una proteina descripta por ser requerida en la tolerancia a la acidez (Tiwari et al.,
1996). En este sentido, se evidencid que ActR es un regulador de respuesta y es activado por su
correspondiente sensor histidin kinasa ActS, cuya pérdida también conlleva una baja sensibilidad al pH
(Tiwari et al., 1996). Dentro de los posibles blancos de ActR, se encuentran el gen cbbS, involucrado en la
fijacion de CO; y el gen narB, involucrado en la asimilacidn de nitrato, asi como también genes reguladores
de la fijacidn de nitrégeno fixK y nifA (Fenner et al., 2004). Junto con los genes requeridos para la tolerancia
a la acidez, también se identificaron varios genes sobre-expresados en estas condiciones en E. medicae
(Dilworth et al., 2001, Tiwari et al., 2004). Entre estos genes se encuentra /piA, un gen involucrado en la
tolerancia a la acidez adaptativa (ATR). Asimismo, en Rhizobium tropici, la bacteria simbionte de Phaseolus
vulgaris, también se encontraron sobre-expresados estos genes en condiciones de estrés acido y se
evidencid, ademas, que eran necesarios para un incremento en competitividad en la nodulacién (Vinuesa et
al., 2003). El conjunto de estos resultados puso en evidencia la complejidad de la respuesta al estrés acido
siendo al parecer una respuesta multigénica, y se aleja de la idea de que unos pocos genes puntuales serian

los responsables de dicha y respuesta.

Hellweg et al. (2009) realizaron un estudio utilizando un enfoque transcriptomico de E. meliloti frente a
un cambio de pH acido en el transcurso del tiempo. Cabe destacar que E. meliloti es una de las especies con
una mayor sensibilidad al estrés acido (Burton, 1972, Graham, 1992, Graham et al., 1994). El estudio
demostrd la complejidad de la respuesta celular de E. meliloti en la adaptaciéon a nuevas condiciones

medioambientales. Los mecanismos de la célula para afrontar las condiciones de acidez son una mezcla de
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varias reacciones distintas, las cuales siguen un orden temporal particular. De manera adicional, este andlisis
reveld que dentro de los primeros 20 minutos de la exposicién al pH acido, las células parecen realizar los
principales cambios necesarios a nivel transcripcional para adaptarse a las nuevas circunstancias
ambientales. En este sentido, la respuesta inmediata de E. meliloti a bajo pH parece principalmente estar
vinculada a la modificacién de superficie celular. La compleja respuesta en E. meliloti, incluye genes que se
encuentran asociados con varias funciones celulares como biosintesis de exopolisacarido (EPS), ya que se
encontraron sobre-expresados varios genes relacionados a este metabolismo. En paralelo se evidencié una
menor expresion en genes de la movilidad y genes involucrados en quimiotaxis. Por otro parte, dicho autores
resaltaron que los mecanismos identificados en E. coli y otros bacterias, como la descarboxilacién de

aminoacidos no fueron identificados en E. meliloti (Hellweg et al., 2009).

Recientemente, Draghi et al. (2016) presentaron un andlisis integrado de la respuesta protedmica,
transcriptomica y metabdlica de E. meliloti bajo condiciones de estrés acido en un quimiostato. Este trabajo
mostré principalmente alteraciones en proteinas y genes asociados con la superficie bacteriana, el
metabolismo central de carbono, la respiracién y la cantidad de EPS secretado. De manera concordante con
estos resultados y los de Hellweg et al. (2009) se encontraron resultados similares en Agrobacterium
tumefaciens, el cual presenté también, a través de un analisis transcriptdmico, una induccidn de los genes

exo y una disminucion en la expresidn de los genes de movilidad (Yuan et al., 2008).

Otro estudio realizado a partir de un mutante en rpoH (factor sigma relacionado al estrés térmico) en E.
meliloti, reveldé que dicho gen juega un rol importante en la respuesta a la respuesta al estrés a pH acido. A
través del analisis transcriptémico utilizando microarrays se clasificaron tres grupos de genes de respuesta a
acidez: los regulados de manera dependiente de RpoH, los independientes de RpoH y los regulados de
manera compleja. Entre los genes que mostraron una regulacion dependiente de RpoH, hubo varios genes

codificantes para proteina de estrés térmico y chaperonas (de Lucena et al., 2010).

Contrario a los resultados descriptos anteriormente, Mesorhizobium loti no presenta la misma correlacion
entre la produccién de EPS | y la tolerancia a la acidez como en los casos anteriores (Correa, 1997, Laranjo et
al., 2014). En este sentido, Laranjo et al. (2014) mediante un analisis transcriptémico, evidenciaron que M.
loti no presentd cambios en la expresion de genes relacionados con la biosintesis de EPS I, en la movilidad y
quimiotaxis en condiciones de acidez. En este mismo trabajo, se encontraron varios genes, codificantes de
transportadores del tipo ABC de la membrana externa y otras proteinas de la envoltura celular, sobre-
expresados en acidez. Donde los autores sugieren que dichos transportadores probablemente contribuyan a
mantener el pH interno de la célula. También evidenciaron varios genes que codifican para reguladores
transcripcionales de la familia MarR y TetR. Estos reguladores estdn descriptos por controlar la expresién de

genes que codifican para bombas de eflujo (Grkovic et al., 2002).

Por otro lado, en relacién a la membrana citoplasmatica como barrera, se ha demostrado que cepas de R.

leguminosarum bv trifolii sensibles a pH bajos tienen una membrana mas permeable a los protones, y en
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algunos casos también una menor actividad de expulsién de protones, que las cepas tolerantes (Chen et al.,
1993). Por otra parte, se ha observado que rizobios cultivados en condiciones acidas tienen niveles
citoplasmicos superiores de glutamato y K*, acompafiados de alteraciones en los niveles de poliaminas, de
manera similar a lo que ocurre en situaciones de estrés osmoético (Graham, 1992, Fujihara & Yoneyama,

1993).

Por ultimo, cabe destacar que, como hemos mencionado para el caso de enterobacterias, ciertos rizobios
también han demostrado poseer una ATR. Rizobios expuestos a condiciones de acidez moderada mostraron
ser mas resistentes luego a un estrés acido severo frente a las células que sélo fueron previamente expuestas
a pH neutro (O'Hara & Glenn, 1994, Dilworth et al., 1999). Dentro de los rizobios que han demostrado ser
capaces de expresar una ATR, se incluyen E. meliloti, R. leguminosarum, R. tropiciy diferentes bradyrizobios.
Se ha observado, ademds, que al menos en R. leguminosarum bv. trifolii, no todas las cepas analizadas son

capaces de expresar una ATR detectable (Watkin, 2003, Draghi et al., 2010).

En sintesis, ha quedado ampliamente demostrado que la tolerancia a la acidez es la resultante de la
contribucidon de un nuimero importante de productos génicos donde ninguno per se modifica de modo
drastico el fenotipo de tolerancia a la acidez. Se ha puesto de manifiesto que la tolerancia de los rizobios a la
acidez es variada y depende de la especie e incluso de la cepa analizada. En este sentido, la respuesta
fisiolégica de los rizobios a la acidez también puede ser muy variada. Es decir, un pH lo suficientemente bajo
puede conducir a los rizobios a la muerte, detener su metabolismo, o generar cambios mucho mas
moderados dependiendo del nivel de acidez. Un ejemplo particular de esto es R. leguminosarum, en el cual
se ha descrito que a pH 5,0 se produce una pérdida en la movilidad pero no se encuentra afectado el

crecimiento (Glenn & Dilworth, 1994).

L.5. Rhizobium favelukesii.

Hace algunos afios, muchos estudios se centraron en el aislamiento y caracterizacion de rizobios
noduladores de alfalfa en condiciones de acidez. Donde dichos estudios se realizaron a través del andlisis de
las poblaciones de rizobios presentes en nddulos de alfalfa cultivada en suelos acidos. Estos estudios
revelaron principalmente la presencia de dos poblaciones con marcadas diferencias con respecto a sus
propiedades simbidticas y de tolerancia a la acidez (Barber, 1980, Eardly et al., 1985, Del Papa et al., 1999).
Una de estas poblaciones se encuentra representada por E. meliloti quien es conocido por ser el simbionte
eficiente de alfalfa. Mientras que la otra poblacién se encontré representada por las cepas Rhizobium sp.
0Or191 y Rhizobium sp. LPU83 (Eardly et al., 1985, Del Papa et al., 1999). Ambas cepas en ese momento se
conocian como rizobios tipo Oregon, por el origen donde la primera cepa fue identificada. En este sentido,
se encontré que este tipo de rizobios estd distribuido en varios lugares del planeta, entre los que se

encuentran EE.UU., Canadd, Uruguay, Argentina, Francia, entre otros (Eardly et al., 1985, Del Papa et al.,
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1999, Bromfield et al., 2001, Laguerre et al., 2006). Recientemente, ha sido demostrado en nuestro
laboratorio, que estos rizobios pertenecen a una nueva especie denominada Rhizobium favelukesii (Torres
Tejerizo et al., 2016). Dichos rizobios se encuentran representados por la cepa LPU83 aislada de suelos del

centro de Argentina (Del Papa et al., 1999).

Del papa et al. (1999) demostraron que el aislamiento de R. favelukesii LPU83, aislado de un suelo con pH
aproximado a 6 de Castelar (Buenos Aires, Argentina), tenia un crecimiento similar en una rango de pH entre
5,0y 7,0. Mientras que la cepa E. meliloti 2011, no fue capaz de crecer a un pH de 5,5, decayendo su viabilidad
en valores por debajo de este pH. También se ha descripto que estos rizobios poseen un amplio rango de
hospedadores, ya que son capaces de nodular, M. sativa, Phaseolus vulgaris (poroto) (Eardly et al., 1985) y
Leucaena Leucaena leucocephala (Del Papa et al., 1999), entre otras (Wegener et al., 2001). Sin embargo, las
hojas de las plantas inoculadas con este rizobio, se tornan amarillas, mientras que los nédulos producidos
son principalmente blancos (Wegener et al., 2001). Ademas, ensayos donde se determina la tasa de fijacion
de nitrégeno han mostrado que R. favelukesii LPU83 es ineficiente en la FBN (Wegener et al., 2001). Sin
embargo, R. favelukesii resulta muy competitivo para la nodulacién de alfalfa en suelos acidos. Se ha
evidenciado que estos rizobios presentan una alta competitividad para la nodulaciéon en condiciones de
acidez (pH 5,6) en comparacién con la cepa eficiente, E. meliloti. Hecho que no sucede en condiciones de
neutralidad donde se invierte y el simbionte eficiente presenta una mayor competitividad (Wegener et al.,
2001, Del Papa et al., 2003). Todas estas caracteristicas sefialan a este grupo de rizobios como un potencial
factor de riesgo en los suelos agricolas en los que coexisten y compiten con E. meliloti. No obstante, R.
favelukesii constituye una valiosa fuente de informaciéon en sus mecanismos de tolerancia a la acidez y

elevada competitividad.

R. favelukesii LPU83, posee un genoma compuesto por un cromosoma de 4,19 Mpb y 4 pldsmidos. El
pldsmido pLPU83a, es el mas pequefio, y tiene un tamafio de 151 Kpb, luego le sigue el plasmido pLPU83b,
pldasmido simbidtico, que posee un tamafio cercano a 531 Kpb (no cerrado por completo). El siguiente es el
pldsmido pLPU83c, con un tamafio de 760 Kpb y por ultimo, el pldsmido pLPU83d que posee un tamafo de
1,9 Mpb (Wibberg et al., 2014). Los genes contenidos en este ultimo plasmido revelan que este puede
considerarse como un crémido (Harrison et al., 2010), el cual comparte caracteristicas cromosomales y
plasmidicas. A su vez, los pldsmidos pLPU83a y pLPU83c representan plasmidos accesorios (Wibberg et al.,
2014). Por otra parte, al analizar el genoma de R. favelukesii, se observa una cercana relacidn entre los genes
simbidticos de E. melilotiy la cepa R. favelukesii LPU83 (Laguerre et al., 2001, Del Papa et al., 2007) y una alta
sintenia genética del arreglo de los genes de nodulacion (Torres Tejerizo et al., 2011). Sin embargo, si se
analizan secuencias de ADN cromosomal como ADNr 16S y otros marcadores cromosomales como dnaKk,
glnA, gltA, gyrB, recA, rpoB y thrC, se encuentran cerca de R. etliy R. leguminosarum (Laguerre et al., 2001,

Torres Tejerizo et al., 2011). De este modo, R. favelukesii posiblemente represente un mosaico genético.

24



Tesis Doctoral Capitulo | Juliet F. Nilsson

L.6. Técnicas omicas.

Las técnicas émicas involucran a un gran numero técnicas que estudian determinados parametros en
escala masiva, de manera de caracterizar y/o cuantificar un gran nimero de moléculas bioldgicas que se
traducen en la estructura, funcién y dinamica de un organismo. Ejemplo de estas técnicas incluyen a la
gendmica, transcriptémica, protedmica y metabolémica, por nombrar algunas. Esta seccidn se enfoca en
describir las dos técnicas que se utilizaron en este trabajo de Tesis para dilucidar los mecanismos de

tolerancia a la acidez en R. favelukesii.

1.6.a. Transcriptomica.

La identificacidon y cuantificacidon de la expresién génica han sido actividades centrales en la biologia
molecular desde el descubrimiento del rol del ARN como intermediario clave entre el genomay el proteoma.
En la actualidad, la totalidad de transcriptos presentes en una célula pueden ser identificados y cuantificados
simultdneamente y de manera masiva. El transcriptoma es el conjunto de transcriptos completo de una célula
para una determinada condicién o estado fisiologico. De este modo, entender el mismo resulta esencial para
interpretar los elementos funcionales del genoma y revelar determinantes moleculares relevantes para la

célula en una determinada condicion.

Grandes esfuerzos han sido puestos en el desarrollo de tecnologias para deducir e identificar los
transcriptomas. Hasta hace un tiempo, el enfoque mas ampliamente utilizado se basaba en la hibridacion por
medio de microarrays, ya sea a través de sondas marcadas de ADNc u oligonucleétidos. Sin embargo, estos
métodos presentan varias limitaciones. Una de ella es que se debe tener informacién confiable de la
secuencia gendmica. Por otro lado, estas técnicas tienen elevado error debido a la hibridacidon cruzada
(Okoniewski & Miller, 2006, Royce et al., 2007) y ademas, poseen un rango dindmico limitado de deteccién
debido al fondo y la saturacién de las sefales. Sumado a esto, la comparacién de los niveles de expresién a
través de diferentes experimentos es dificultosa y, por lo tanto, puede requerir métodos de normalizacidn

complicados.

Con el desarrollo de las nuevas tecnologias de secuenciacion de alto rendimiento de ADN, se abrieron
nuevas posibilidades para el desarrollo de técnicas transcriptdmicas. En este sentido, un nuevo método ha
sido desarrollado para mapear y cuantificar transcriptomas, denominado RNA-Seq (RNA sequencing). Esta
tecnologia presenta claras ventajas sobre las ya existentes. Por un lado, el RNA-Seq, a diferencia de los
microarrays, no se limita a detectar sélo transcriptos que corresponden a secuencias genémicas existentes.
Asimismo, esta técnica puede revelar la localizacién precisa de los limites de transcripcién, con resolucion de
una base. Por otro parte, presenta poca sefial de ruido debido a que las secuencias son mapeadas sin
ambigliedades a una regién del genoma, y ademas no posee limites superiores en el nivel de cuantificacion,
a diferencia de los microarrays que carecen de sensibilidad para genes que se expresan en niveles bajos o

muy altos. Una caracteristica destacable ademads, es que los resultados obtenidos del RNA-Seq son altamente
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reproducibles, tanto para replicas técnicas como biolégicas (Cloonan et al., 2008, Nagalakshmi et al., 2008).
Por ultimo, el RNA-Seq tiene la capacidad de determinar la cantidad absoluta de cada molécula en una
poblacién celular, y comparar los resultados entre distintos experimentos. Dentro de los objetivos claves de
la transcriptémica se encuentra el de catalogar todas las especies de transcriptos, incluyendo ARNm, ARN no
codificantes y ARN pequefios; asi como también determinar la estructura transcripcional de los genes (sitios
de inicio de la transcripcion, extremos 3’ y 5, etc.) y ademas cuantificar cambios en los niveles de expresion

de cada transcripto durante el desarrollo o bajo ciertas condiciones celulares.

Un experimento usual de RNA-Seq comienza a partir de la poblacién de ARN, la cual puede ser total o parcial
(por ejemplo, sélo ARN mensajeros), la fragmentacién del ARN y la posterior realizacion de una biblioteca
con fragmentos de ADNCc a los que se le afiaden adaptadores en cada uno de sus extremos (Figura 1.6). Cada
molécula es luego secuenciada a través de una secuenciacion de alto rendimiento, de manera de obtener
lecturas cortas desde uno (single- end sequencing) o desde ambos extremos (pair-end sequencing), cualquier
tecnologia de secuenciacién de alto rendimiento puede ser utilizada (Holt & Jones, 2008). El largo tipico de
las lecturas que se obtienen estan entre 30 y 400 pb. Un punto relevante del protocolo que se debe
considerar es el ARN de partida, ya que depende de qué tipo de pregunta se quiera responder es el tipo de
ARN que se debe utilizar. Si se quieren estudiar los cambios en los niveles de expresidn en determinadas
condiciones, se debe obtener la fraccion de ARNm totales presentes en la célula. Hecho que se dificulta por
la proporcién en la que estos estan representados frente a la cantidad de ARNr que existe en la célula. Esta
dificultad se ha sobrellevado, en el caso de células eucariotas por sustraccion de los ARNm basados en la
complementariedad con las secuencias poli(A) de los mismos (Mortazavi et al., 2008), sin embargo en las
células procariotas esto no es posible. En este caso, se realiza una sustraccién del ARNr, a través de sondas

que hibridan con ARN de esta naturaleza (RiboZero Illumina Inc, Figura 1.6).

ARN total

l

Ribo-Zero Deplecion de ARNr

NATATAYA A A

YA VAV AV AV VAT,
WA

WAANNNAN

l Sintesis de ADNc

Marcacion de
extremo 3' terminal

l

PCR y purificacién de biblioteca

Figura.l.5. Flujo de trabajo en un experimento de RNA-Seq donde la muestra
de partida proviene de células procariotas. Adaptado de Illumina Inc.

26



Tesis Doctoral Capitulo | Juliet F. Nilsson

Existe una serie de factores importantes que se deben tener en cuenta para obtener resultados adecuados
a través de RNA-Seq. Uno de ellos es la profundidad de la secuenciacion o el tamafio de las bibliotecas, que
indican el nimero de lecturas secuenciadas para una muestra dada. Cuanto mayor sea la profundidad de la
secuenciacién, se podran detectar mas transcriptos (Mortazavi et al., 2008). Sin embargo, la profundidad
6ptima de secuenciacidn depende de los objetivos del experimento y de la complejidad del transcriptoma a
estudiar. Los experimentos sugieren que la profundidad en la secuenciacion mejora la cuantificacién e
identificacion pero también, un aumento excesivo puede resultar en la aparicion de artefactos (Tarazona et
al., 2011). Otro factor que se debe tener en cuenta es el nimero de réplicas requeridas, el cual depende, en
parte, de la variabilidad en las medidas. En este sentido, a pesar de la alta reproducibilidad del RNA-Seq, otras

etapas como la obtencion de la muestra, pueden introducir variabilidad en los resultados.
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Figura.l. 6. Flujo de trabajo de un experimento proteémico tipico. Primero, las proteinas se extraen de una muestra
y luego se someten a un fraccionamiento antes de ser digeridas enzimaticamente en una mezcla de péptidos e
identificadas por espectrometria de masas. Esta reduccion en la complejidad puede ser mediante el uso de métodos
de separacion basados en gel, como la electroforesis en gel bidimensional (2-DE) o geLC, o utilizando cromatografias
HPLC, antes de la identificacion por espectrometria de masas.

1.6.b. Proteomica.

El término proteoma fue creado en 1998 por Marc Wilkins para indicar todas las proteinas que son
simultdneamente producidas por una célula o tejido en un momento y condicidn especificos (Anderson &
Anderson, 1998, Wilkins, 2009). Las proteinas presentan una inmensa diversidad con respecto a su tamafio,
propiedades y modificaciones postraduccionales. Por ende, la complejidad de los proteomas es superior a la
de los genomas o transcriptomas. Ademas, dada la habilidad que poseen las células de adaptarse

rapidamente a cambios en el ambiente, su composicidn proteica resulta altamente dinamica. A través del
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uso de técnicas protedmicas se pretenden revelar caracteristicas particulares en el sistema celular, que
incluyen, la identificacidon de proteinas (subcelulares), cambios en la abundancia de las proteinas, asi como
también su maduracién, modificaciones postraduccionales y degradacion de las mismas en respuesta a una

determinada condicion.

Los métodos clasicos de cuantificacion protedmica, que involucran colorantes, fluoréforos o
radioactividad, presentan una buena sensibilidad, linealidad y rango dindmico. Sin embargo, tienen varias
desventajas. Entre las que se encuentra el poder de resolucidn de las técnicas utilizadas en la separacion de
las muestras de proteinas. En este sentido, la misma se realiza a través de geles bidimiensionales de
poliacrilamida (2D-PAGE), por lo que la separacidon queda limitada a la abundancia y solubilidad de la
proteina, ademds de que el pl de la misma entre dentro del rango utilizado para el isoelectroenfoque.
Ademas, esta técnica no permite la identificacion de cada una de las proteinas separadas. Por lo que, una vez
obtenida la separacion de las proteinas se debe proceder a identificar de manera individual cada spot (posible

proteina) utilizando la técnica de espectrometria de masas, MALDI-TOF MS.

Junto con el desarrollo en la secuenciacién gendmica, recientemente se han producido grandes avances
en las técnicas protedmicas de alto rendimiento libre de geles, haciendo uso también de la espectrometria
de masas. La mejora en los sistemas de secuenciacion, trajo aparejado un aumento significativo en el nimero
de genomas secuenciados disponibles publicamente. Esta informacidn resulta crucial para la interpretacion
de los espectros MS y la subsiguiente identificacién proteica. De manera reversible los resultados
protedmicos ayudan a mejorar las anotaciones realizadas in silico (Armengaud, 2013). Sin embargo, el
progreso mas significativo en la protedmica ha sido conducido por el desarrollo de nuevas tecnologias
aplicadas en la separacion de los péptidos y/o proteinas, en el andlisis de espectrometria de masas y en el
marcaje con isotopos para la cuantificacién, y por ultimo en la bioinformatica que permite realizar el analisis
de datos. De este modo, la espectrometria de masas ha emergido como una herramienta central para el
analisis de proteinas a gran escala. Estos andlisis permiten identificar y cuantificar la mayoria de las proteinas
presentes en una muestra complejay representan una valiosa herramienta para avanzar en el entendimiento

de la biologia y fisiologia celular.

Cuando un analisis de caracterizacidn de proteinas se realiza a partir del andlisis de los péptidos liberados
por protedlisis de una proteina, se denomina “bottom-up”. Si ademas este analisis se realiza a partir de una
mezcla conteniendo varias proteinas se denomina shotgun proteomics (Link et al., 1999, Wolters et al., 2001).
El nombre proviene de su semejanza con la técnica de secuenciacidn, shotgun genomics (Yates, 1998). La
técnica shotgun proteomics brinda una medida indirecta de la cantidad de proteina presente en la muestra
a partir de los péptidos obtenidos por digestidn proteolitica de las proteinas intactas. Un experimento tipico
de este tipo de analisis protedmico consiste de varias etapas (Figura 1.7). El primer paso corresponde a la
preparacion de la muestra, donde se debe realizar una purificacién de las proteinas a partir del lisado celular.
Luego, existen diversas opciones dependiendo del tipo y complejidad de la muestra. Una posibilidad es
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realizar una separacion de la mezcla compleja de proteinas intactas usando técnicas de cromatografia o
electroforesis y, posteriormente, cada fraccién obtenida puede ser directamente analizada a través de
espectrometria de masas (enfoque top-down). Sin embargo, esta posibilidad, no es la mas utilizada. La otra
posibilidad, esta definida por el enfoque bottom-up, donde las proteinas son primero digeridas y luego la
mezcla de péptidos obtenida se somete a una separacidon cromatografica de manera de disminuir la
complejidad de la muestra, para luego si realizar la espectrometria de masas (enfoque shotgun). Cabe
destacar que una posibilidad alternativa a esta ultima, abarca a las técnicas protedmicas realizadas a través
de geles bidimensionales, los cuales también se basan en el enfoque bottom-up para su identificacion pero a

través de una Unica proteina a la vez (Figura 1.7).
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Figura.l.7. Flujos de trabajo mds frecuentes de espectrometria de masas cuantitativos. Los recuadros en azul y
amarillo representan dos condiciones experimentales. Las lineas horizontales indican cudndo se combinan las
muestras. Las lineas discontinuas indican los puntos en los que pueden ocurrir variaciones experimentales y, por lo
tanto, errores de cuantificacion. Adaptado de Bantscheff et al., 2007.
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Considerando el enfoque shotgun, la cuantificacién de las proteinas puede ser realizada de diversas
maneras y dependiendo cual se elija, el protocolo se verd modificado en distintas formas. Uno de las opciones
utiliza marcadores isotépicos ya que el espectrémetro de masas es capaz de reconocer la diferencia de masas
entre los péptidos marcados de los no marcados. En este caso la cuantificacion se obtiene por comparacion
de la intensidad de sefial respectiva. Los marcadores isotdpicos pueden introducirse como patrones internos
en los aminoacidos. Existen 3 formas posibles de introducirlos: metabdlicamente, quimicamente o
enzimaticamente (Figura 1.7) o, como alternativa, utilizarlos como un estandar externo utilizando péptidos

sintéticos enriquecidos (Ong & Mann, 2005).

Recientemente, ha surgido una estrategia alternativa que cada vez cobra mas fuerza, denominada label
free quantification. Esta técnica permite realizar la cuantificacidn sin agregado de ningln tipo de marcaje
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(Figura 1.7). En este sentido, han sido descriptos varios métodos de cuantificacion. Un método se basa en la
comparacion directa de la intensidad de sefial del espectro obtenido para cualquier péptido dado o por el
area bajo la curva de los picos obtenidos en la cromatografia (AUC, area under the curve), y otro método
utiliza el nimero de espectros adquiridos para un péptido/proteina como indicador de su respectiva
abundancia en una mezcla dada (Figura 1.8) (Neilson et al, 2011). Mas alld de estos dos tipos de
cuantificacidn, hoy en dia existen otras aproximaciones donde se toman en cuenta distintos parametros
ademas de estas dos. En este sentido, estos métodos novedosos y recientes hacen uso de complejos

algoritmos matematicos pero gracias a la bioinformatica resultan de facil aplicacion (Cox et al., 2014).

Protedmica cuantitativa sin marca

Control Muestra
Digestién

LC-MS/MS

Intensidad |

‘ de picos

Espectro

QL |

Figura.l.8. Esquema representativo del método de cuantificacion label-free.
Cuantificacion de proteinas a partir de la intensidad de sefial del espectro obtenido
para cualquier péptido o a partir del conteo de espectros obtenidos para un
péptido/proteina.
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L.7. Objetivos

l.7.a. Consideraciones generales.

La alfalfa es una leguminosa forrajera de gran relevancia para la alimentacién animal. Su asociacion
simbidtica con el rizobio eficiente, Ensifer meliloti, se ve afectada en suelos acidos. Hace algunos afios se
aislaron de suelos del centro de Argentina, un grupo de rizobios recientemente denominados Rhizobium
favelukesii, tolerantes a la acidez, muy competitivos para la nodulacién de alfalfa, pero ineficientes en la
fijacion bioldgica de nitrégeno (FBN). Estas caracteristicas lo posicionan como un rizobio mas parasitico que
simbidtico, y lo convierte en un potencial factor de riesgo al competir con el rizobio eficiente, E. meliloti. Con
el objetivo de maximizar la produccidn agricola, es importante optimizar los inoculantes biolégicos. En este
contexto, la adaptacién de los rizobios a los suelos acidos y los mecanismos por los cudles esta adaptacion es

posible, resultan relevantes tanto desde el punto de vista biotecnoldgico como agrondmico.

1.7.b. Objetivo general.

Caracterizar los mecanismos moleculares de la tolerancia a la acidez de Rhizobium favelukesii LPU83.

i.7.c. Objetivos especificos.

1. Caracterizacion fenotipica de la tolerancia a la acidez de R. favelukesii LPU83, establecimiento de la

condicién de stress dcido para esta cepa.

2. Determinacion de los cambios moleculares ante el stress dcido mediante transcriptomica y proteémica:

identificacion de marcadores moleculares.

3. Evaluacion del rol de los marcadores de la tolerancia a la acidez de R. favelukesii en vida libre.
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Il.1.a. Cepas bacterianas utilizadas en este trabajo.
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Las cepas bacterianas utilizadas en este trabajo y sus caracteristicas mas relevantes se muestran en la

Tabla I1.1.

Tabla Il.1. Cepas Bacterianas utilizadas en el Presente Trabajo.

Cepas Propiedades Referencias

Ensifer meliloti

2011 Sm', Nod* Fix* en alfalfa J. Dénarié, France
Rhizobium favelukesii

LPU83 Sm’, Nod* Fix*/ en alfalfa Del Papa et al., 1999
LPU83-H LPU83 nodH::pGnod83. Str Gm" Del Papa et al., 2007

LPU83-pLPU83a_0021

Mutante derivado de LPU83 con el vector pK18mob
insertado en pLPU83a_0021. Sr" Km'

Este trabajo

LPU83-/ivk Mutante derivado de LPU83 con el vector pK18mob Este trabajo
insertado en /ivK. Sr" Km"

LPU83-braD Mutante derivado de LPU83 con el vector pK18mob Este trabajo
insertado en braD. Sr" Km'

LPU83-2016 Mutante derivado de LPU83 con el vector pK18mob Este trabajo
insertado en LPU83_2016. Sr" Km"

LPU83-pSym~ LPU83 curada de su plasmido simbidtico Este trabajo

Escherichia coli

DH5a recA, AlacU169, F80dlac ZDM15 Bathesda Res. Lab.
S17-1 RP4-2-Tc::Mu-Km::Tn7 integrado en el cromosoma Simon et al., 1983
HB101 pro, leu, thi, lacY, endA, recA, hsdR, Boyer & Roulland- Dussoix,

1969

11.1.b. Plasmidos utilizados en este trabajo

Los plasmidos utilizados en este trabajo y sus caracteristicas mas importantes se muestran en la Tabla I1.2.

Tabla 11.2. Plasmidos utilizados en este trabajo.

Plasmidos Propiedades Referencias
pK18mob Vector de clonado de alto niumero de copias, mob, Km". Schafer et al., 1994
pUC19mob Vector de clonado de alto nimero de copias, Ap® Tesis Doctoral C. Martini

pCR®2.1-Topo®

Vector de clonado de alto nimero de copias, KmF

ThermoFisher Scientific

1I.1.c. Medios de cultivo y de conservacion de los microorganismos.
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1l.1.c.1. Medios de cultivo.

Los cultivos de las bacterias de los géneros Ensifer y Rhizobium se llevaron a cabo habitualmente en medio
completo TY o YEM. Para evaluar la tolerancia a la acidez de R. favelukesii se utilizaron los medios GS y EVANS.

Para el cultivo de las cepas de Escherichia coli se utilizd habitualmente el medio Luria-Bertani (LB).

Tabla Il. 3. Medios de Cultivo
Medios de cultivo complejos

TY - Beringer, 1974 CaCl,.H,0 0,7g
Triptona 5g
Extracto de levadura 3g

YEM - Vincent, 1970 K2HPO4 05¢g
NaCl 01g
MgS04.7H,0 02g
Manitol 10g
Extracto de levadura 04g

LB - Sambrook et al., 1989 Glucosa 1lg
NacCl 5g
Triptona 10g
Extracto de levadura 5g

Medios de cultivo minimos

GS - Del Papa et al., 1999 Sacarosa 10g
Glutamato de sodio 05¢g
MgS04.7H,0 1mM
CaCly.H,0 1mM
KH,PO4 150 mM
K,HPO4.3H,0 150 mM
Na,SO4 700 mM
H3BO3 48 mM
MnSO.. 7H,0 10 mM
ZnS04. 7H,0 1mM
CuS04. 5H,0 0,5 mM
CoCl,.6H,0 0,5 mM
Na:MoO.. 2H20 1,75 mM
FeCls. 6H,0 1 mM
Tiamina 2,95 mM
Acido pantoténico 4,2 mM
Biotina 0,082 mM
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EVANS (Evans, 1970) Glucosa 10g
NaH,PO, anhidro 0,6g
CINH,4 0,78
KCl 0,3725¢g
Na,SO4 0,142 g
Ac. Citrico 021g
MgCl,.6H,0 0,127 g
Sol. Micronutrientes 5ml
Sol. Vitaminas 1ml
Sol. Calcio 1ml
Soluciones de micronutrientes FeCls.6H,0 54g
(200X)
MnCl,.4H,0 2g
Zn0 0,412¢g
CuS04.5H,0 0,219¢g
CoCl,.6H,0 0,452 g
H3BO; 0,64¢g
NaMo04.2H,0 0,004 g
HCl 4 ml
Solucion de vitaminas (1000X) FeS04.7H,0 274 mg
Riboflavina 20 mg
Ac. p-aminobenzoico 20 mg
Piridoxina-HCI 20 mg
Biotina 20 mg
Tiamina-HCl 20 mg
Solucidn de calcio (1000X) CaCl,.2H,0 20 mM

Alternativamente, se adiciond a los cultivos minimos una combinacion de dos buffers bioldgicos: HEPES
(dcido 2-[4-(2-hidroxietil) piperazin-1-y etanosulfénico, 20mM) y MES (2-(N-morfolino) 4cido etansulfénico,

20mM) para equilibrar el mismo a pHs entre 7,0 y 3,0, respectivamente.

Para la preparacidén de medios sélidos se utilizd en todos los casos 15 g/l de agar. Al utilizar medio YEM

sélido se le adiciond rojo congo 0,25 %p/v.

Los medios de cultivo se esterilizaron en autoclave a 120 eC durante 20 minutos.
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La temperatura de incubacién para el crecimiento de las cepas de E. coli fue 37 9C; las bacterias de los

géneros Ensifer y Rhizobium se incubaron a 28 2C.

1l.1.c.2. Medios de conservacion.

La conservacion a largo plazo de las cepas bacterianas se realizd6 por congelamiento de alicuotas de
cultivos crecidos hasta fase logaritmica tardia que fueron luego suplementadas con glicerol estéril hasta
alcanzar una concentracién final 25 %v/v o0 50 %v/v. Las suspensiones de bacterias fueron congeladas a -

80 °C 0 a-20 °C, respectivamente, y preservadas a esa temperatura.

1l.1.c.3. Antibidticos.

Los antibidticos, cuando se requirieron, fueron adicionados a los medios de cultivo a partir de soluciones
concentradas de los mismos preparados en agua desionizada salvo en los casos de tetraciclina, que se utilizd
etanol y para rifampicina y espectinomicina, en los que se utilizé metanol. Las soluciones preparadas en agua
se esterilizaron por filtracion empleando membranas de nitrocelulosa de 0,2 um de tamafio de poro. Las
concentraciones finales en los medios de cultivo fueron (ug.ml?): para E. coli kanamicina sulfato (Km) 25; y
para rizobios, neomicina sulfato 120 (Nm), ampicilina 200 (Ap), estreptomicina 400 (Sm), rifampicina 200

(Rifa) espectomicina 200 (Sp), tetraciclina 10 (Tc), gentamicina (Gm) 50 para rizobios y 10 para E. coli.

I1.2 Procedimientos microbioldgicos.

1I.2.a. Curvas de crecimiento.

Las curvas de crecimiento realizadas en la caracterizacion de tolerancia a la acidez, tanto en la cepa salvaje
como en los mutantes, se realizaron en erlenmeyers o pocillos de placas multiwell. Para esta uUltima técnica,
se partio de diluciones 1:50 de cultivos previamente crecidos en medio GS pH 7,0. Para la medicidn se utilizd
un lector de microplacas multifuncional (BMG Labtech). Las lecturas de DOgqo Se realizaron cada una hora a

28 °C.

11.2.b. Recuento de bacterias en medios liquidos.

El recuento del nimero de unidades formadoras de colonias (ufc) en un medio liquido se determiné por
el método de recuento de gotas en placa (Herigstad et al., 2001). Para ello, se realizaron sucesivas diluciones
del cultivo cuyo numero de ufc se quiso determinar, en solucidn fisiolégica estéril. Para cada dilucién, se
sembraron 10 gotas de 10 pl cada una en medio TY sélido (conteniendo o no antibidtico, seguin el caso).
Luego se incubd durante 48 o 72 hs a 28 °C (dependiendo del microorganismo), pasado este tiempo se
contaron las colonias en cada gota. En aquellas diluciones en las que se visualizaron entre 1y 20 colonias, se

realizé un promedio de las 10 gotas y se refirié al nimero de ufc/ml del cultivo original.

1I.2.c. Curvas de muerte.
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Para las curvas de muerte, a partir de cultivos con una DOgpo=0,5 GS pH 7,0, se tomd 1 mly se centrifugd
una alicuota del cultivo a 2400 g por 10 min a temperatura ambiente. Se resuspendieron las bacterias en el
mismo volumen de medio GS a pH 7,0, pH 4,0, pH 3,5 o pH 3,0, segun corresponda y se las incubd a 28 °C. A
partir del momento de la resuspension en medio acido (tiempo cero), se extrajeron muestras seriadas, a las
que, previa dilucién y en el momento cero, se les determind el nimero de ufc/ml para seguir la cinética de
muerte. Las muestras se extrajeron cada 2 horas en el caso de la cepa salvaje durante 6 horas. Cuando la
determinacidn se realizé para evaluar el comportamiento de las cepas mutantes se extrajeron muestras cada
30 min durante 2 horas y para el caso de la cepa R. favelukesii-pSym™ este lapso se extendid hasta 4 horas. Se
graficd la progresidon del logaritmo decimal del niumero de bacterias viables en el curso del tiempo
(comportamiento aproximadamente lineal). El valor del tiempo de reduccién decimal de células viables (D),
tiempo en el que el nimero de células viables se reduce en un factor 10, fue calculado como el médulo de la
inversa de la pendiente de cada una de las rectas que resultan de graficar log ufc/ml vs. tiempo pos-shock
acido. La diferencia en la velocidad de muerte se evalué comparando el valor absoluto de las pendientes de
las rectas (1/D). En ciertos casos estos resultados se presentaron como porcentaje de sobrevida (valor de

ufc/ml luego del tiempo de exposicion sobre el valor de ufc/ml iniciales)

11.2.d. Conjugaciones biparentales.

Las conjugaciones fueron realizadas empleando la técnica de Simon et al. (1983) con modificaciones
menores segun se indica a continuacion. En un microtubo de polipropileno de 1,5 ml se mezclaron 0,7 ml de
un cultivo de la cepa donadora (DOgy0nm = 0,4 - 0,5) con 0,7 ml de un cultivo de igual densidad dptica de la
cepa receptora. La mezcla fue luego centrifugada a 2.500 rpm durante 8 minutos y el sedimento fue
resuspendido suavemente en aproximadamente 50 pl de medio liquido TY. La suspensién entonces fue
colocada en una caja de Petri con medio TY sdlido sin antibidticos e incubada a 282C durante 12 a 16 horas.
La mezcla de bacterias fue finalmente resuspendida en medio liquido TY y plaqueada en medio sdlido
TY suplementado con el (los) antibidtico(s) adecuado(s) para la seleccidon de transconjugantes. En todas las

conjugaciones se realizaron controles en los que sélo se agregaron la bacteria donadora o la receptora.

11.2.e. Preparacion de células electrocompetentes. Electrotransformacion de E.coli.

Se siguid la técnica de Tung & Chow (1995), con leves modificaciones. Se inocularon 500 ml de medio LB
son cloruro de sodio con 1 ml de un cultivo de la cepa de E. coli de interés que habia sido crecida desde el dia
anterior. El cultivo fue incubado a 37 2C y agitado vigorosamente hasta que la DO a 600nm llegé a 0,8
unidades. Las células fueron centrifugadas a 4000 g por 15 min a 4 2Cy se lavaron 2 veces con glicerol 10% a
4 9C. Luego, las células se resuspendieron suavemente en glicerol 10 % a 4 2C y se fraccionaron en alicuotas

de 100 pl.

Las transformaciones fueron llevadas a cabo usando un equipo Gene Pulser (Bio-Rad) y en cubetas de 0,2

cm bajo las condiciones recomendadas por el fabricante (25 uF, 200y, 2,5 kV). Luego de la transformacién se
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adiciond inmediatamente a las células 1 ml de medio LB, y la mezcla se incubd 1 hora a 37 2C para permitir
que lainformacion contenida en el ADN introducido se expresara. Luego de la incubacién las bacterias fueron

plagueadas en medio LB sélido selectivo e incubadas una noche a 37 C.

11.2.q. Determinacion de actividad 8-Galactosidasa.

La actividad B-galactosidasa se midié por el método del o-nitrofenil-B-D-galactopiranosido (ONPG)
descripto por Miller et al. (1972). Para ello, 125 ul de cultivo de DO mayor a 0,6 unidades se les adicionaron
375 ul de buffer Z (Na;HPO4.7H,0 0,06M; NaH,P04.H,O 0,04 M; KCI 0,01 M; MgS04.7H,0 0,001 M; B-
mercaptoetanol 0,05M, pH=7). Las mezclas se termostatizaron a 372C por 10 minutos y a continuacidn se
agregaron 100 pl de ONPG 4 mg/ml. Se cronometré el tiempo y se detuvo la reaccién por agregado de 250

pl de Na;CO3; 1M. Se midid la absorbancia a 420 nm de las mezclas de reaccién.

IL.3. Técnicas de biologia molecular.

11.3.a. Preparaciéon de ADN plasmidico en pequeia escala ("minipreps").

Los plasmidos de E. coli fueron preparados por la técnica de lisis alcalina descripta por Sambrook, et al.
(1989). Alternativamente, luego de obtener el sobrenadante de lisis, se purificé con silica (Sigma). Para esto
se le agregd 10 pl de suspensidn de silica al extracto de la lisis alcalina y se mezcld bien. Se centrifugd 10 segundos
a maxima velocidad y se descarté el sobrenadante. Luego de realizar 3 lavados con 500 pl de soluciéon de lavado
(se resuspendié completamente, se centrifugd 10 segundos a maxima velocidad y se descarto el sobrenadante),
se dejo secar la silica a 372 C. Para finalizar, se agrego 30 ul de agua y se incubd 5 minutos a 60°C. Se centrifugd

3 minutos a maxima velocidad y se tomé el sobrenadante que contenia el ADN.

Suspension de silica: Se colocan 2 gr de silica Sigma en 15 ml de agua destilada, se lava 3 veces

centrifugando a 2000 g por 2 minutos y se resuspende la silica en dos volimenes de agua miliQ.

Solucién de Lavado: 50 mM NaCl; 10 mM Tris pH 7,5; 2.5 mM EDTA; 50 % etanol.

11.3.b. Extraccion de ADN total.

A partir de cultivos en fase exponencial tardia, se centrifugd 1 ml de los mismos durante 3 min en un
microtubo de polipropileno. Las células se lavaron luego con 100 ul de N-lauril sarcosina 0,1 % (P/V) en TEy
se centrifugd durante 2 minutos. Se descarté el sobrenadante y se lavé con 1 ml de NaCl 1M. A continuacidn,
el sedimento se resuspendié en 250 pl de sacarosa 20 % (P/V) en TE, se afiadieron 250 pl de lisozima 5 mg/ml
en TE, se incubd 1 hora a 37 9C, y luego se agregaron 50 pl de pronasa (2,5 mg/ml en TE) y 100 pl de SDS al 5
% (P/V) en TE. La suspensién que fue mezclada por inversidon se incubd a 372C durante 1-2 horas.
Posteriormente, a la solucién de ADN se le afiadié 200 ul de fenol equilibrado con Tris pH 8, 70 ul de acetato

de sodio 3 M pH 5,4 y 100 pl de cloroformo. Se mezclé suavemente. La mezcla se centrifugd durante 15
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minutos a 13000 rpm pasando a continuacién la fase superior acuosa a un nuevo tubo donde se agregaron
200 pl de cloroformo, se agité suavemente y se centrifugé durante 15 minutos a 13000 rpm. Recogida la fase
acuosa, el ADN se precipité anadiendo un volumen de isopropanol frio y centrifugando durante 15 minutos
a 13000 rpm. El precipitado obtenido se lavé con 0,5 ml de etanol al 70% y se incubé a temperatura ambiente

durante 20-30 minutos. El ADN se resuspendio en 25-50 ul de aguay se incubo a 60° durante una hora.

En ocasiones se utilizé el Kit comercial “Wizard Genomic DNA Purification Kit” de PROMEGA, siguiendo las

instrucciones del producto.

11.3.c. Electroforesis de ADN.

11.3.c.1. Geles de lisis in situ.

Los perfiles de plasmidos fueron obtenidos por el método de lisis in situ de Eckhardt (1978). Las bacterias
fueron cultivadas en medio TY liquido. Alicuotas de 1 ml de cultivos crecidos hasta una DOgoonm de 0,2 fueron
centrifugadas y las células lavadas con 1 ml de solucion 0,3% (P/V) de sarcosilato de sodio. Las células de cada
muestra fueron centrifugadas nuevamente, resuspendidas en 15 pl de solucién de ficoll 20% (P/V), y
mantenidas en agua hielo hasta el momento de sembrar el gel de lisis/separacion (0,45-0,80 % de agarosa -
segun los plasmidos a resolver- en buffer TBE (Tris 0,09 M; acido bdrico 0,09 M; EDTA 0,002 M). Previo a la
siembra de las muestras en cada fosa del gel se introdujeron 25 pl de una solucién de SDS 10% (P/V) con
xylene cyanol, y la electroforesis se corrié a polaridad invertida hasta que el frente retrocedié un centimetro.
Se detuvo la corrida y se procedio a la siembra. Para ello se agregaron 15ul de solucion de lisis (sacarosa 8%
ficoll 2% Tris 50 mM EDTA 25 mM, RNAsa 0,4 mg/ml lisozima 1 mg/ml) a cada una de las muestras, se
mezclaron en forma suave e inmediatamente se sembraron 15ul de la mezcla por calle. Las condiciones de
corrida variaron dependiendo los pldasmidos a resolver. Luego se lavd con agua 30 minutos y se tifid con

bromuro de etidio (0,5 pug/ml).

11.3.c.2. Separacion e identificacion de fragmentos de restriccion o de amplificacién por PCR mediante

electroforesis en geles de agarosa.

La separacion de fragmentos de ADN mediante electroforesis horizontal en geles de agarosa (0,8-2
% p/v) fue realizada empleando TBE (Tris 89 mM, Na,EDTA 2,5 mM, H;BO; 89 mM, pH 8,2) como buffer de
corrida. El voltaje de trabajo varié entre 5y 12 volts/cm. Como solucién de siembra se utilizé sacarosa

40% vy azul de bromofenol 0,25% en una relacion 5 pl solucién de ADN en agua o TE /ul solucion de carga.

I1.3.c.3. Revelado de geles y fotografia.

El agregado de 0,5 pg/ml de bromuro de etidio a los geles de agarosa permitid la visualizacion
de los fragmentos de ADN por transiluminacion con luz ultravioleta de A = 260 nm. El registro de los

resultados se realizd mediante fotografia de los geles con una cdmara digital bajo iluminacion ultravioleta.
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I1.3.c.4. Estimacion de los pesos moleculares de fragmentos de restriccion por electroforesis en gel de

agarosa.

El tamafio de los fragmentos de restriccion fue determinado por interpolacién gréfica, realizada
mediante el uso del programa LabWorks (UVP Inc., USA). Como patrones de peso molecular fueron utilizados
ADN del fago lambda digerido con la endonucleasa de restriccion Hindlll (fragmentos de 23130, 9416, 6557,
4361, 2322, 2027 y 564 pb) y marcadores de peso molecular comerciales.

11.3.c.5. Extraccion de fragmentos de ADN de geles de agarosa.

Luego de cortar la banda del gel de agarosa con el fragmento que se deseaba purificar, se lo colocé en un
tubo de polipropileno y se le agregaron 5 volumenes de Nal 6 M. Se colocé a 55 °C durante 5 minutos
agitandolo ocasionalmente. Luego se dejé enfriar a temperatura ambiente y se agregd 1/10 de volumen de
acetato de sodio 3 M pH 5,4. A continuacién se purificd con silica (Sigma). Para esto se le agregd 10 pl de

suspension de silica y se procedié como se describe en I1.3.a para la purificacion de plasmidos.

11.3.c.6. Precipitacion del ADN con etanol.

Cuando fue necesario purificar el ADN de impurezas o luego de tratamientos enzimaticos se realizé la
precipitacién del ADN con etanol. Para esto, se agregaron 10 ul de acetato de sodio 3M pH 5,4 a la mezcla,
se llevd a 100 ul con agua bidestilada y se agregd 300 pl de etanol 96° frio. Se incubd a -20 °C durante 2 horas
y se centrifugd 30 minutos a 13.000 rpm a 4 °C. Se descarté el sobrenadante con pipeta y se dejé secar para

eliminar el etanol remanente. Luego se resuspendid en 20 ul de agua bidestilada estéril.

11.3.d. Tratamientos enzimdticos del ADN.

Las reacciones enzimaticas del ADN se realizaron en las condiciones 6ptimas para la enzima, siguiendo
las indicaciones de temperatura y tampon propuestas por las casas comerciales (/nvitrogen, Fermentas y
Promega Corp.), y las recomendaciones descriptas en Sambrook et al. (1989). Las mezclas de reaccion
fueron incubadas a la temperatura éptima de las enzimas utilizadas. Cuando fue necesario luego de los

tratamientos enzimaticos se procedié a la inactivacidn de las enzimas por desnaturalizacién térmica.

11.3.e. Reaccion en cadena de polimerasa (PCR).

Los ensayos de PCR fueron realizados empleando un ciclador térmico iCycler o MyCycle (Ambos BioRad).
Se utilizaron las ADN polimerasas PFX Platinium (temperatura dptima de elongacién 68 2C), ADN Taq
polimerasa (temperatura optima de elongaciéon 72 2C) de Invitrogen o LongAmp Tag DNA polimerasa
(temperatura 6ptima de elongacién 65 2C) de New England Biolabs para fragmentos mayores a 2,5 Kpb,
siguiendo las instrucciones de los respectivos fabricantes. Los cebadores fueron utilizados 10 uM para PCR
especificas, con volumen final de 25 pl en cada mezcla de reaccidn. Los cebadores empleados para la
realizacion y evaluacion de mutantes estdn listados en la Tabla 11.2. Los cebadores fueron sintetizados por
Operon, molecules for life o GenBiotech.
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Finalizada la reaccion de PCR, 10 ul del producto fueron sembrados en un gel de agarosa 1,5%

(P/V) conteniendo 0,5-1,0 pg/ml de bromuro de etidio.

Los ADN moldes para las amplificaciones por PCR fueron obtenidos utilizando alguna de las siguientes

metodologias:
a) para amplificaciones especificas sobre ADN gendmico: Las células provenientes de cultivos liquidos

o sélidos (10%-10° ufc) fueron resupendidas en 100 pl agua bidestilada estéril. La suspensién fue hervida

por cinco minutos y centrifugada a 14.000 g por 4 minutos y 5 ul de los sobrenadantes fueron usados
como ADN molde. El remanente fue conservado a -20 °C.

Tabla 11.4. Lista de cebadores utilizados en este Trabajo.
Nombre Secuencia Referencias

Obtencion de mutantes

M13 Rv (-40) 5'— CAGGAAACAGCTATGAC -3’ Cebador universal
M13 Fw (-40) 5'— GTTTTCCCAGTCACGAC -3’ Cebador universal
LPU83_2016 left 5'-TACACCCAGATCATGC-3’ Este Trabajo
LPU83_2016 right 5-GAGACGATCGAGAACTC-3’ Este Trabajo
LPU83_2016 out 5'-TCGAAACCACCGTGTTGTTC-3’ Este Trabajo
LPU83_3200 left 5'—-CAAGATCGCCGTCATCCAC-3’ Este Trabajo
LPU83_3200 right 5'-GGCTTCCTTCATCTTGGCG-3’ Este Trabajo
LPU83_3200 out 5’-TTCCTGAAACCGCACCAAAG-3’ Este Trabajo
LPU83_3205 left 5'—-CTGGTCAGCACTGTCTAC-3’ Este Trabajo
LPU83_3205 right 5'~AGAACAACGTCAGCAG-3’ Este Trabajo
LPU83a_0021 left 5'-AACAAGGTCAGGGATC-3’ Este Trabajo
LPU83a_0021 right 5'—-CGTCATCATCTCCATG-3’ Este Trabajo
LPU83a_0021 out 5'—-GCAACCTCTTCAACAGCCAA-3’ Este Trabajo

Cura del plasmido simbiético

Rep83-f 5’-CGCCCGAGTATCTCGTCAAT-3’ Este Trabajo

Rep83-2r 5'-GTCGAACCGGCTCTCTATGG-3’ Este Trabajo

s12t-fw 5'-TCAACGGCGAGTCAATCA-3’ Tesis Doctoral G. Torres Tejerizo
s12t-rv 5'—-GCGTCCTTCCCAATGTC-3’ Tesis Doctoral G. Torres Tejerizo
s32t-fw 5'-ACGGTTGAGAACGGGACA-3’ Tesis Doctoral G. Torres Tejerizo
s32t-rv 5'-GGTGATGGGCGTGATGA-3’ Tesis Doctoral G. Torres Tejerizo
s43t-fw 5'-GCGAGAGACGCCATCG-3’ Tesis Doctoral G. Torres Tejerizo
s43t-rv 5'-AGGAGCGGAGCAAGACG-3’ Tesis Doctoral G. Torres Tejerizo
nodCF 5'—-AYGTHGTYGAYGACGGTTC-3’ (Laguerre et al., 2001)

nodCl 5-CGYGACAGCCANTCKCTATTG-3’ (Laguerre et al., 2001)
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Tabla Il.5, continuacion.

Nombre Secuencia Referencias
RT-PCR

hmuS LPU83_3146 fw 5'-ACCCTCGTCGATAAAC-3’ Este Trabajo
hmuS LPU83_3146 rv 5'-GCATCCCAAAGAACTC-3’ Este Trabajo
LPU83_3191 fw 5-GTACACCATCACCTTCC-3’ Este Trabajo
LPU83_3191 rv 5'-GATGAGGTAGCGTTTG-3’ Este Trabajo
LPU83_3186 fw 5'-GATCACCTTCGAGCACAGC-3’ Este Trabajo
LPU83_3186rv 5'-CAAAGACCCTCCCAATGCG-3’ Este Trabajo
LPU83_3200 fw 5'—-CAAGATCGCCGTCATCCAC-3’ Este Trabajo
LPU83_3200 rv 5'—GGCTTCCTTCATCTTGGCG-3’ Este Trabajo
LPU83_1662 fw 5'-AGCAGAATCGGAACTC-3’ Este Trabajo
LPU83_1662 rv 5'-GAACAGGATGGTCGTC-3’ Este Trabajo
LPU83_recA fw 5'—-CGGTATCTGCGCCTTTGTC-3’ Este Trabajo
LPU83_recArv 5'-TAATCTCGAGGGCCTGCTC-3’ Este Trabajo

*Y=CoT;H=A,CoT;K=GoT;N=A,C,GoT

Alternativamente se realizaron preparaciones de ADN total de acuerdo a la metodologia que se describid

enll.3.b.

b) para la amplificacion de secuencias especificas de ADN contenidas en plasmidos: Se preparé ADN

plasmidico seglin se detalla en 11.3.a y se realizd una dilucidn final 1/200.

11.3.f. Construcciéon de mutantes por recombinacion homdloga simple.

Se disefiaron los cebadores para amplificar una region interna al gen a mutar (ver Tabla 11.4). Luego se
amplificé dicho fragmento con la polimerasa Pfx, que deja extremos romos y fueron clonados en el plasmido
pK18mob, previamente digerido con Smal (extremos romos). Uno de los clones obtenidos fue secuenciado
para corroborar el correcto clonado. Cada plasmido fue transferido desde E. coli S17-1 a R. favelukesii LPU83
por conjugacion y los transconjugantes fueron seleccionados con Str y Nm. La correcta integracién de los
plasmidos fue confirmada por PCR utilizando los cebadores M13 y los cebadores con la denominacidn out

correspondiente.

11.3.9. Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR)

Obtencion de ARN: El crecimiento de R. favelukesii LPU83 se realizd en cultivos batch en medio GS a pH

4,6 y pH 7, posteriormente se agrego el reactivo RNA Protect (Qiagen) y se cosecharon las células, el pellet
obtenido se congeld en nitrégeno liquido. La extraccion de ARN se realizé utilizando el kit comercial (RNeasy®

Protect Bacteria Mini Kit, Qiagen). Luego, el ADN se removid con ADNasa, libre de ARN (ThermoFisher).
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Sintesis de ADN complementario: Para la sintesis de ADN complementario se utilizé la retrotranscriptasa

comercial M-MLV (ThermoFisher Scientific). Se partié de 1 ug de ARN total y se utilizaron cebadores

(ThermoFisher Scientific) y se siguio el protocolo del uso del fabricante.

RT-PCR: La abundancia de transcriptos de los genes seleccionados se cuantificd utilizando cebadores
especificos de dichos genes (ver Tabla 11.4). Como control enddgeno se utilizé el gen recA. Los ensayos de RT-
PCR se realizaron utilizando el kit comercial iTag™ Universal SYBR® Green Supermix (BIO-RAD), con tres
replicas bioldgicas. El termociclador utilizado fue el g-TOWER 2.2 Real-Time Thermocycler (Analytik Jena).

Por ultimo se utilizé el método 22T para comparar los niveles de expresién de cada transcripto (Pfaffl, 2001).

11.3.h. Secuenciacion de ADN.

Para la secuenciacidon de la cepa curada de su plasmido simbidtico (R. favelukesii LPU83-pSym’) se
construyd y secuencid una biblioteca shotgun lllumina estandar con insertos de 300 pb utilizando la
plataforma the lllumina HiSeq 2000-1 TB del Departamento de Ciencias Ambientales de la Universidad de
Aarhus, Dinamarca. Las lecturas resultantes fueron filtradas segln su calidad (Bolger et al., 2014) y el

borrador del genoma fue ensamblado usando gsAssembler (version 2.8).

11.3.i. Obtencion de la cepa R. favelukesii LPU83-pSym'.

Para la obtencién de la cepa curada de su plasmido simbidtico, R. favelukesii LPU83-pSym’, se utilizé una
técnica por incompatibilidad plasmidica. Dos plasmidos son incapaces de coexistir en la misma célula si sus
funciones de replicacion y particion interfieren, por ende, son incompatibles. Para ello, se introdujo en R.
favelukesii una copia de la regidn de replicacidn y particion repABC de su pSym en el plasmido pCR 2.1-Topo.
La Figura 1l.1 muestra un esquema de la estrategia de construccién del plasmido incompatible con el pSym
de R. favelukesii, el cual se denomind TOPO-repABC-mob. Una vez obtenido dicho pldsmido se introdujo por
conjugacién en R. favelukesii, los detalles de este proceso se muestran en la Figura Il.2. La cepa receptora de
la conjugacién fue R. favelukesii LPU83-H, una cepa de R. favelukesii que contiene el gen de resistencia a
gentamicina (Gm) interrumpiendo el gen nodH (ubicado en el pldsmido simbidtico). La pérdida del plasmido

simbidtico se monitored por perdida de la resistencia a Gm.
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Figura Il. 1. Esquema de la construccion del plasmido que contiene la region de replicacion del pSym de R. favelukesii LPU83.
Se amplificd por PCR la region repABC completa y se clond en el vector comercial pCR 2.1-TOPO. Como este vector no es
movilizable resulté necesario clonar la regidn oriT (mob) para poder ser transferido por conjugacion a R. favelukesii. Para ello,
se introdujo la region oriT en el vector TOPO-repABC a través de la digestion del plasmido pUC19-mob con Kpnl y ligando el
fragmento liberado con el vector TOPO-repABC digerido con la misma enzima. El vector obtenido se denominé TOPO-repABC-
mob.
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Obtencion de E. coli con TOPO-repABC-mob

Figura Il. 2. Esquema de la obtencién de la cepa de R. favelukesii LPU83 curada de su pSym. 1) La ligacion del plasmido TOPO-repABC con
la regién oriT se introdujo por electroporacion en la cepa E. coli S17-1. 2) Para seleccionar el vector conteniendo la region oriT (TOPO-repABC-
mob) se realizé directamente una conjugacion de las células electroporadas con la cepa E. coli HB101 (Riff, SmF). Se utilizé este método de
deteccion ya que no se contaba con la posibilidad de seleccionar blanco azul y al adquirir dicha region el vector resulta en un vector
movilizable. 3) Las bacterias transconjugantes de dicha conjugacion se seleccionaron en presencia de rifampicina, kanamicina y chequeados
por digestion con Kpnly EcoRl. 4) Con los clones de HB101 conteniendo el plasmido pTOPO-repABC-mob se realizé una miniprep obteniendo
el vector TOPO-repABC-mob purificado. 5) Una vez obtenido el vector deseado pTOPO-repABC-mob se realizé una transformacién a S17-1,
cepa que permite conjugar dicho vector a R. favelukesii. 6) Introduccion de pTOPO-repABC-mob por conjugacion de E. coli S17-1 con una
cepa de R. favelukesii resistente a gentamicina por insercion en el gen nodH ubicado en el pSym. 7-8) Las bacterias transconjugantes de R.
favelukesii que hayan perdido el pldsmido simbidtico por presencia del pTOPO-repABC-mob, se detectaron por la resistencia a kanamicina y
estreptomicina sumado la pérdida de resistencia a gentamicina.

IL.4. Andlisis transcriptémico, RNA-Seq.

El crecimiento de R. favelukesii LPU83 se realizd en cultivos batch en medio GS a pH 4,6 y pH 7,0,
posteriormente se agregd el reactivo RNA Protect (Qiagen) y se cosecharon las células, el pellet obtenido se
congeld en nitrégeno liquido. La extraccién de ARN se realizé utilizando el kit comercial (RNeasy® Protect
Bacteria Mini Kit, Qiagen). Luego, el ADN se removié con ADNasa, libre de ARN (ThermoFisher). Luego
sustrajo el ARN ribosomal por medio de un kit comercial (Ribo-Zero rRNA removal kit, lllumina Inc.). Las
bibliotecas de ADNc se prepararon con el kit comercial TruSeq® mRNA Sample Preparation (stranded)
(llumina Inc., San Diego, U.S.A.). Las muestras fueron secuenciadas por medio de la plataforma Illumina
Miseq disponible en el Centro de Biotecnologia (CeBiTec, Bielefeld Universitat, Germany). Con la informacién
del secuenciamiento obtenida, se evalué la calidad de las secuencias generadas con FastQC
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) y se alinearon con Bowtie2 (Langmead &
Salzberg, 2012) al genoma de referencia de R. favelukesii LPU83. Luego, se utilizaron como herramientas

bioinformaticas para la visualizacion, el software ReadXplorer (Hilker et al., 2014), que a su vez proveyod los
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test estadisticos para la busqueda de genes de expresion diferencial como Deseq2 (Love et al., 2014). Para
estas tareas contamos con el apoyo del BRF (Bioinformatic Research Facility) del CeBiTec. En la Figura Il.3 se

muestra un esquema representativo de los pasos descriptos.
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Figura Il. 3. Esquema de los pasos realizados en el andlisis transcriptémico, RNA-Seq, en R. favelukesii LPU83.

IL5. Técnicas utilizadas para los andlisis proteémicos.

11.5.a. Extraccion de proteinas totales.

Para comenzar, se centrifugaron 250 ml de cultivos que poseian un DOgyo= 0,5 a 10.000 g por 30 min a
4°C, y se realizaron dos ciclos de resuspension y centrifugacion en 30 ml de soluciéon buffer LS (Low Salt: KCl,
3 mM; NaH,P0O4, 9 mM; KH,PO4, 1,5 mM; NaCl, 68 mM). Los pellets secos asi obtenidos se resupendieron en
6,5 ml de buffer TRIS pH=7,6 y se les agregd 6,5 pl del inhibidor de proteasas PMSF (0,25M). Se procedid a la
ruptura de las células colocando las muestras en viales conteniendo 500 mg de esferas de vidrio (1 mm) vy
aplicando 4 pulsos por 20 seg a velocidad 5500 en un homogenizador de alta potencia (Precellys, Bertin).
Posteriormente, se separaron las esferas y los restos celulares centrifugando los tubos a 10.000 xg por 20
min a 4 °Cy se recuperaron los sobrenadantes. Se procedio a la degradacién de 4cidos nucleicos adicionando
1 ul de DNAsay 4 ul de RNAsa (10 mg/ml) por cada 5 ml de muestra e incubandolas 1 hs a 37 °C. Las muestras

se conservaron a 4 °C.

11.5.b. Fraccionamiento subcelular para separar proteinas citosélicas y de membrana.

Para separar las proteinas solubles de aquellas asociadas a membranas, se realizé una ultracentrifugacién
a 100.000 xg por 2 hs a 4 °C (ultracentrifuga Beckman Coulter, rotor 70Ti). Las proteinas citosélicas

(sobrenadante) se precipitaron a 10.000 g 30 min a 4°C previa incubacion por 24 hs con 4 volimenes de
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acetona fria. Estas proteinas y las proteinas de membrana (precipitados de la ultracentrifugacién) se
resuspendieron en un buffer de rehidratacion (urea, 7M; tiourea, 2M; isopropanol, 10%; Tritén X100, 2%).

Los preparados se conservaron a -80 °C.

11.5.c. Andlisis de proteinas mediante geles de poliacrilamida discontinuos en condiciones

desnaturalizantes (SDS-PAGE).

Para evaluar la calidad de las proteinas, se realizaron ensayos electroforesis de geles de poliacrilamida
13% en condiciones desnaturalizantes (13% SDS-PAGE). Los geles de apilamiento se prepararon con 5% de
poliacrilamida en Tris-HCl a pH= 6,8, mientras que los de separacidn se hicieron con 12,5% de poliacrilamida
en Tris-HCl a pH= 8,8. En las calles del gel se sembraron 20 ul de muestra previamente preparadas en buffer
Laemmli 4X (278 mM Tris-HC| pH=6,8; glicerol 40 % v/v; SDS 4,4 %; azul bromofenol 0,02 %). Las corridas se
llevaron a cabo durante 30 a 60 min en equipos Miniprotean Il (BioRad) a 100 - 120 volts. Las proteinas en el
gel fueron visualizadas por tincion con Azul Coomassie (metanol 50 %v/v, acido acético 5 %v/v, Coomassie
Brilliant Blue R2500, 1 % p/v). Los geles se incubaron con la solucién colorante a temperatura ambiente
durante 12 hs aproximadamente. Luego se destifieron mediante una serie de lavados sucesivos con solucion
decolorante (metanol 50 % v/v, acido acético 5 % v/v). El registro digital se realizé sobre un transiluminador

con luz blanca.

11.5.d. Cuantificacion, reduccion, alquilacion y precipitacion de las proteinas.

Para la identificacion de proteinas por LC/MS-MS es necesario reducir las proteinas y alquilarlas. En una
primera etapa se cuantificaron las proteinas por la técnica de Bradford (Bradford, 1976). Para esta técnica,
se empled un reactivo comercial (Bio-Rad Protein Assay), siguiendo el protocolo del fabricante para la técnica
medida en microplaca y utilizando como estandar seroalbdmina bovina (BSA), de concentracion 10 mg/ml,
para confeccionar la curva de calibracion. Las medidas de absorbancia a 595 nm se realizaron en un lector de
microplaca. Posteriormente, las muestras se diluyeron en buffer TRIS para continuar el protocolo utilizando
aproximadamente 50 pg de proteinas totales. La reduccion se realizé incubando las muestras con DTT
(ditiotreitrol) 45 min a 56 °C en una concentracion final del mismo de 10 mM. La alquilacién se realizé con
iodoacetamida en una concentracién final de 20 mM, e incubando la muestra 45 min a temperatura
ambiente. Por Ultimo, las proteinas se precipitaron con el agregado de 0,2 volimenes de TCA (acido
tricloroacético), posterior incubacion a -20°C por dos horas, y centrifugacién a maxima velocidad por 10 min.
El pellet se lavo tres veces con acetona fria para remover el TCA realizando pasos de resuspension vy
centrifugacién cada vez. La acetona remanente se retird por evaporacién a temperatura ambiente. Las

proteinas asi obtenidas se pueden guardar a -80 °C.

11.5.e. Identificacién de proteinas por LC/MS-MS.

Las proteinas se resuspendieron en bicarbonato de amonio 50 mM pH=8 y se realizé una digestidn de las

mismas con tripsina (Promega V5111). Luego de purificarlos y desalarlos con columnas ZipTip C18 (Milipore),
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los péptidos se analizaron en un espectrémetro QExactive (Thermo Scientific) acoplado a un nanoHPLC EASY-
nLC 1000 (Thermo Scientific). En cada corrida se inyectaron 2 pl de muestra (aproximadamente 1 pg de
péptidos) y se utilizd una columna en fase reversa para la elusién de los mismos (C18, 2 um, 100A, 50 um x
150 mm) Easy-Spray Column PepMap RSLC (P/N ES 801). Se utilizé un flujo de 3x10™* ml x min! y |la polaridad
del solvente varié de 7 % (5 min) a 35% del solvente B (120min). El solvente A consistié en acido férmico 0,1%

en aguay el B en acido férmico 0,1% en acetonitrilo.

El espectrémetro Q-Exactive contiene una fuente de ionizacién por electrospray una celda de colision
HCD, y un analizador orbitrap. Se utilizaron 3,5 kilovolts para ionizar los péptidos y se realizé un escaneo en
el rango 400-1800 masa/carga a una resolucion de 70.000 a 400 masa/carga. En cada ciclo, se identificaron
en el analizador 10 iones mas intensos, previa fragmentacion en la celda de colisién. Este andlisis fue realizado

en el “Centro de Estudios Quimico y Bioldgicos por Espectrometria MALDI-TOF, CEQUIBIEM, UBA”.

11.5.f. Andlisis de los datos.

Con la informacidn obtenida del espectrdmetro Q-Exactive se procedié a la identificacion y cuantificacién
de las proteinas utilizando el programa MaxQuant (Tyanova et al., 2016), los hits con la base de datos UniProt

(http://www.uniprot.org/). A su vez, el analisis y la visualizacion de los datos se realizé con el software

(Tyanova et al., 2016).

En la Figura 1.4 se presenta un esquema resumiendo los pasos realizados para la obtencién de los

proteomas.
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Figura Il. 4. Esquema de los pasos realizados en el andlisis proteémico, shotgun proteomics, en R. favelukesii LPU83.
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IL.6. Ensayos con plantas.

11.6.a. Plantas, esterilizacion de semillas en superficie y germinacion.

En los distintos experimentos se utilizd Medicago sativa (alfalfa), ecotipo supermonarca como planta
hospedadora. Las semillas fueron esterilizadas en superficie por inmersién en etanol durante 30 segundos y
luego en lavandina comercial al 25 % durante 10 min. Transcurrido este tiempo, se lavaron abundantemente
(10 veces) con H,0 estéril y se dejaron himedas en reposo durante 2 hs. A continuacion, se extendieron en
condiciones asépticas sobre placas de Petri con agar-agua, y se dejaron finalmente en oscuridad a 28 °C hasta
su germinacién (24-48 hs). Se pudo comprobar el grado de esterilidad extendiendo algunas semillas en placas

de TY e incubandolas a 28 °C.

11.6.b. Condiciones de cultivo.

Todos los ensayos se realizaron en una cadmara de cultivo de plantas mantenida en las siguientes

condiciones: fotoperiodo de 16/8 horas (luz/oscuridad), 22/16°C de temperatura (dia/noche).

11.6.b.1 Cultivo axénico de plantas de alfalfa.

Cuando las plantulas alcanzaron una longitud de 1-2 cm, se introdujeron en condiciones asépticas en
placas de Petri con agar-Fdhraeus (ver siguiente seccién) como soporte. Para evitar que la luz incida
directamente sobre las raices, las placas se cubrieron en su mitad inferior con papel opaco y se llevaron a la

camara de cultivo de plantas.

11.6.b.2. Solucidn nutritiva.

Como solucidon mineral libre de nitrégeno para los cultivos de alfalfa se utilizdé la solucion Fahraeus

modificada por Lodeiro, et al. (2000).

Tabla 11.6. Composicién de la solucién Fahraeus

Composicion Fahraeus

CaCl,.2H,0 0,11 g

MgS04.7H,0 0,12 g

NaCl 0,06 g

KoHPO4 0,2g

KH2PO4 0,17 g

Citrato Férrico 0,005 g
Micronutrientes 1 ml (solucién 1000X)
H,0 (desionizada) 1000 ml
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Composicion de los Micronutrientes:

KCl 3,73 mg
H3BO3 1,55 mg
MnSO4.H,0 0,85 mg
CuS04.5H,0 0,13 mg
ZnS04.7H,0 0,58 mg
NagMo070,4. 4H,0 0,018 mg
H,0 (desionizada) 1000 ml

El medio fue esterilizado en autoclave 15 minutos a 120 °C. El CaCl,.2.H,0 y el MgS04.7H,0 fueron

adicionados luego desde soluciones 1000 veces concentradas.

I1.6.c. Inoculacién de los cultivos.

La inoculacion de las plantas de alfalfa con los cultivos bacterianos se hizo tras 5 dias de permanencia en
la cdmara de cultivo. Cada placa de Petri se inoculd con 100 pl de suspensién bacteriana en medio Fadhraeus
por planta (las cuales contenian entre 10° a 107 ufc/ml). Se hicieron recuentos en placa de los indculos

preparando diluciones seriadas de los mismos.

11.6.d. Ensayos de nodulacién de plantas de alfalfa

Para evaluar la capacidad de la cepa R. favelukesii LPU83-pSym™ de nodular alfalfa, se cultivaron las cepas
en TY, se centrifugaron y resuspendieron en solucidn Fahraeus sin nitrégeno. Se diluyeron los indculos en
solucién Fdhraeus hasta alcanzar una concentracidn de aproximadamente 1x107 ufc/ml. Se inocularon las

plantas con 5 ml de este preparado.

IL.7. Programas estadisticos y andlisis bioinformatico.

Para el andlisis estadistico de los datos obtenidos de las curvas de crecimiento y de muerte, se utilizé el
programa GraphPad. Para la visualizacion y estadistica de los resultados del andlisis protedmico se utilizé el
programa Perseus (Capitulo IV). En el caso del analisis transcriptomico de utilizé el software ReadXplorer
(Hilker et al., 2014) para el analisis estadistico y su visualizacién. La asignacién de las categorias funcionales

de cada gen se realizo a través de la plataforma online WebMGA (http://weizhong-lab.ucsd.edu/webMGA/).

Por ultimo los andlisis de enriquecimiento y de interaccidn proteina-proteina se realizaron con la plataforma
online STRING (Franceschini et al., 2013). En dicha base de datos no se encuentra incluida R. favelukesii
LPU83, pero STRING, a través de la secuencia de cada proteina las re-asigna a un microorganismo presente
en la dicha base de Datos. En nuestro caso el microorganismo utilizado fue Rhizobium leguminosarum bv.

viciae 3841.
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II1.1. Introduccion.

La respuesta de los rizobios al estrés acido ha sido ampliamente estudiada utilizando diversos enfoques
(Goss et al., 1990, Hellweg et al., 2009, Orr, 2009, Draghi et al., 2016). Los mas frecuentes involucran la
busqueda de especies tolerantes a la acidez, asi como también, la busqueda de genes involucrados en dicha
tolerancia a través de mutagénesis, protedmica o microarrays, entre otros. A partir de la busqueda de
especies tolerantes a la acidez se puso en evidencia que los rizobios son capaces de modificar facilmente el
pH de los medios sintéticos donde son cultivados. Debido a que los mismos pueden metabolizar durante su
crecimiento ciertos compuestos del medio como azucares, polialcoholes, acidos orgdnicos o aminodcidos
(Howieson, 1985). Date et al. (1979) evaluaron la capacidad de crecimiento de 50 cepas de rizobios
(provenientes de suelos con un rango de pH entre 4,5 a 9,0) aisladas de nédulos obtenidos de Stylosanthes
capitata, Stylosanthes guianensis y Stylosanthes hamata. Dichos microrganismos presentaron marcadas
diferencias en su capacidad de crecimiento en dos medios con diferentes pHs de levadura-manitol (yeast-
mannitol, YEM). Los medios que inicialmente eran 4cidos, alcanzaron un pH entre 7,0 y 8,0 debido al
crecimiento de dichos microorganismos. Los autores evidenciaron que el crecimiento de Rhizobium elevé el
pH de 4,5 a aproximadamente 7,5 en medios conteniendo manitol como fuente de carbono. Sin embargo,
en medios 4cidos en los cuales la arabinosa, o alternativamente la galactosa, eran la fuente de carbono, el
pH disminuyé ligeramente (a 3,8), siendo el crecimiento esencialmente el mismo que en los medios que
contenian manitol. En este sentido, la seleccién de los componentes del medio de cultivo debe brindar un
medio acido estable que permita estudiar especificamente la tolerancia a la acidez en los rizobios. Mas tarde,
Howieson et al. (1985) realizaron un estudio utilizando una amplia variedad de medios de cultivo, con
distintas fuentes de carbono y nitrégeno, para evaluar cémo el crecimiento de E. meliloti modifica el pH del
medio. Ninguno de los medios evaluados sin la adicién de un buffer resulté adecuado para la seleccién de E.

meliloti tolerantes a la acidez debido a las fluctuaciones en el pH del medio de cultivo.

En la presente Tesis se propone dilucidar y caracterizar los mecanismos que utiliza R. favelukesii para
afrontar incrementos en la concentracion de protones en el medio extracelular. En este sentido, la condicion
a utilizar como condicién de estrés acido en el estudio de la tolerancia a la acidez resulta crucial para
abordarlo. Se debe recordar, entonces, qué se entiende por estrés en una célula. Booth et al. (2002)
expresaron que el estrés es cualquier cambio producido en el genoma, proteoma o en el ambiente que le
impone a la célula una condicion de menor crecimiento o menor potencial de supervivencia. A su vez, las
condiciones por las cuales la célula entra a una zona de estrés son dependientes del grado de estrés impuesto
por el ambiente, y de la capacidad de respuesta celular. Por lo tanto, en este capitulo se propone determinar
la condicidn de estrés acido que permita, posteriormente, evidenciar cambios sustanciales en la expresion
del genoma de R. favelukesii sin que denote un estrés drastico como la muerte celular. De manera que definir
tanto el pH como el medio de cultivo al cual estudiar la respuesta al estrés, es el primer paso para avanzar

en la dilucidacién de la respuesta de R. favelukesii al estrés acido.
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IIL.2. Determinacion de las condiciones de cultivo a utilizar en la

caracterizacion de la tolerancia a la acidez de R. favelukesii.

1ll.2.a. Eleccion del medio de cultivo y valores de pH a estudiar.

R. favelukesii es un rizobio tolerante a la acidez, aislado de suelos locales dcidos. Como se menciond
anteriormente, el medio de cultivo utilizado para cultivar los rizobios podria modificar el comportamiento de
los mismos y, por ende, su respuesta al estrés acido. El crecimiento de rizobios a distintos pHs ha sido
usualmente estudiado en dos medios de cultivo definidos: Evans (Evans, 1970) y GS (Del Papa et al., 1999).
Durante el crecimiento de los rizobios, el pH en estos medios de cultivo, en ausencia de soluciones
amortiguadoras de pH, se ve alterado. En consecuencia, para poder realizar un estudio adecuado de la
tolerancia a la acidez, ambos medios deben tener buffers para mantener constante el pH durante el
crecimiento de los rizobios. La seleccion del tampdn adecuado estd supeditada a los valores de pH a evaluar.
Dicho tampdn, ademds de poseer capacidad buffer en dicho rango, no debe ser metabolizable por los
rizobios. En este sentido, Del Papa et al. (1999) describieron que R. favelukesii muestra un crecimiento similar
en un rango de pH entre 5,0 y 7,0 en medio GS. De esta forma, en este trabajo de tesis se decidié evaluar el
comportamiento de R. favelukesii frente a un mayor rango de pHs, incluyendo pHs inferiores a 5,0. Afios
atrds, diferentes trabajos propusieron identificar y caracterizar cepas tolerantes a la acidez utilizando el
buffer orgadnico MES (Howieson, 1985, Graham et al., 1994, Draghi et al., 2010). Sin embargo, dicho buffer es
solo efectivo entre pHs de 5,2 a 6,0. Por otro lado, Graham et al. (1994) observaron que la combinacién de
dos buffers bioldgicos, HEPES-MES, reducia las fluctuaciones de pH del medio cuando se desea evaluar
valores de pH por debajo de 5,2. Teniendo en cuenta esto, se selecciond esta combinacién de buffers (ver
Capitulo 2, seccion 1l.1.c.1) que permitiria utilizar la misma composicion de medio para todo el rango de pHs

a evaluar.

111.2.b. Estudio del crecimiento de R. favelukesii en diferentes medios de cultivo en un rango

amplio de pHs.

Una vez decidida la composicién de buffers y medios de cultivo a evaluar, se prosiguid con los ensayos de
crecimiento de R. favelukesii en los mismos. En principio se realizaron curvas de crecimiento a pH 4,6; 5,0;
5,5; 6,0 y 7,0 en medio GS y en medio EVANS, siempre en cultivos tipo batch. En este tipo de cultivo, las
bacterias crecen en un entorno donde la velocidad de crecimiento esta condicionada al consumo vy
disponibilidad de nutrientes. Esta condicidn refleja, a grandes rasgos, el modo en que los microorganismos
hacen uso de los recursos naturales, cuando los nutrientes son escasos. El seguimiento del cultivo se realizé
a través de la medida de Densidad Optica (DO) a 600,m en funcién del tiempo, asi como también, el pH de
cada cultivo. Cuando R. favelukesii crecié en medio EVANS, el pH del medio, pese a contener la combinacion
de buffers, presentd incrementos, alcanzando rapidamente valores cercanos a la neutralidad. Hecho que no

permitié definir una situacién de estrés para R. favelukesii. A diferencia del comportamiento observado en
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medio EVANS, en el medio GS los valores de pH se mantuvieron estables y el crecimiento de dicho rizobio
fue similar en los distintos pHs evaluados (entre 5,0 y 7,0); corroborando asi, lo ya descripto por Del Papa et
al. (1999). Resulta interesante, ademas, que al estudiar un pH de 4,6, R. favelukesii presentd una alteracion
en la velocidad de crecimiento en comparacion con los pHs superiores (Figura Ill.1 y resultados no
mostrados). Con respecto a la variacién de pH durante el trascurso del tiempo, el pH presentd fluctuaciones
minimas en el medio GS. En consecuencia, la capacidad buffer de la combinacién elegida, HEPES-MES, en el
medio GS resulté adecuada. Con estos resultados, se decidié avanzar en la respuesta al estrés acido de R.

favelukesii utilizando como medio de cultivo GS.

111.2.c. Seleccion del pH a utilizar como condicion de estrés dcido en R. favelukesii. Andlisis del

pH limite en el cual se evidencia crecimiento.

Una vez determinado el medio a utilizar, se procedié a evaluar el valor de pH minimo que permita el
crecimiento de R. favelukesii. Para abordarlo, se amplid el rango de pH a evaluar hasta un valor de 4,0. En la
seccion anterior, el crecimiento de R. favelukesii se siguid a través de la medida de DO. Esta medida es valida
y muy util para evidenciar el crecimiento de bacterias, pero no siempre refleja el comportamiento real que
ocurre en el cultivo. En este sentido, ha sido descripto previamente que los rizobios pueden aumentar la
cantidad de exopolisacdrido liberado al medio en condiciones de acidez (Dilworth & Glenn, 1999). Dicho
incremento puede generar un aumento en las lecturas de DO, pudiéndose interpretar erréneamente como
un incremento en la poblacidon bacteriana. Para sortear dichas interferencias, se realizaron curvas de
crecimiento de R. favelukesii donde, ademds de la medida de DO, se realizé el recuento de unidades
formadoras de colonias (ufc) en el tiempo, obteniendo asi el nimero de bacterias viables en el cultivo. En la
Figura lll.1 se muestran las curvas de crecimiento obtenidas en medio GS a distintos pH. Se observa en esta
Figura nuevamente que a pH entre 5,0 y 7,0 este rizobio presenta un crecimiento similar al que se observa a
pH 7; de hecho, se extiende este comportamiento hasta un pH de 4,8 inclusive (Figura lll.1 paneles A, B, Cy
D). Se evidencia, ademas, que R. favelukesii a pH 4,0 no presenta crecimiento (panel E). Por otra parte, la
Figura lll.1 demuestra que, incrementos en la medida de DO son proporcionales al aumento en el nimero de
ufc a todos los pH evaluados. Este ultimo resultado determind que el seguimiento del crecimiento de R.

favelukesii mediante DO resulta adecuado para ser utilizado a lo largo de este trabajo.

Para acercarnos con mayor detalle al pH limite de crecimiento de R. favelukesii, se evalud el crecimiento
del rizobio en un rango de pHs entre 4,00 y 4,80. En el panel F de la Figura lll.1, se puede observar que a pHs
inferiores de 4,40 R. favelukesii es incapaz de crecer y que por encima de 4,65 crece como si no hubiera estrés
acido. A un valor de pH igual a 4,60, pH intermedio entre 4,40 y 4,65, R. favelukesii presenta un crecimiento
diferente respecto a los pHs superiores (Figura Ill.1 panel F, curva marcada en rojo). Cabe destacar también,
que con este pH inicial, al realizar el seguimiento del pH durante el crecimiento, se observé un incremento

del pH, que coincide temporalmente con el inicio de la fase exponencial.
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Figura ll1.1. Curvas de crecimiento de R. favelukesii en medio GS a distintos pHs en un rango entre 4,0y 7,0. Se observa el progreso del nUmero

de UFC (Figuras vacias), DO a 600 nm (Figuras llenas) en funcion del tiempo (cuadrantes inferiores) y la variacién de pH en funcién del tiempo
(cuadrantes superiores) a pH 7,0 (panel A); 6,0 (panel B); 5,0 (panel C); 4,8 (panel D); 4,0 (panel E). En el panel F se muestra el progreso de la DO

600nm en funcion del tiempo a pH 4,15 (cuadrados); 4,40 (triangulos); 4,57 (circulos rojo); 4,65 (rombos); 4,75 (cruces). La variacion de pH con
el tiempo para el cultivo a pH 4,60 se representa en el cuadrante superior en color rojo.
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111.2.d. Determinacion de los parametros cinéticos de la condicion de estrés (pH: 4,60).

Puesto en evidencia el pH al cual el crecimiento de R. favelukesii se ve alterado, se propuso caracterizar
esta condicion, determinando el tiempo de duplicacion a pH 4,6 y a pH 7,0. Como se menciond
anteriormente, se utiliza como condicion de estrés una condicion que refleje el limite de acidez bajo el cual
los rizobios auin son capaces de sostener su actividad y crecimiento. Esta condicion podria ser el valor de pH
de 4,6. Para confirmarlo se propuso realizar una caracterizacion de la cinética de crecimiento a este pH.
Considerando los tiempos de crecimiento de los cultivos de R. favelukesii en estas condiciones y la necesidad
de obtener un mayor nimero de muestras en el tiempo, se propuso caracterizar dicha cinética realizando las
curvas de crecimiento en un lector de microplacas multifuncional que posibilita medidas de manera continua
durante un amplio periodo de tiempo. Esto permitié determinar la tasa de crecimiento con mayor exactitud.
En la Figura I1.2 se observan las curvas realizadas a ambos pHs donde se evidencia una menor velocidad de
crecimiento a pH 4,6, confirmando los resultados anteriormente descriptos. Al calcular los tiempos de
duplicacién para cada una de las condiciones, R. favelukesii mostré tener un tiempo de duplicacién

significativamente mayor a pH 4,6 que a pH 7,0 (Figura lll.2, Tabla).
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Figura Ill.2. Determinacion del tiempo de duplicacion de R. favelukesii a diferentes pHs. Se presenta la variaciéon de DO a 600
nm en funcién del tiempo a pH: 7,0 (rombos rellenos) y a pH 4,6 (rombos vacios). En la Tabla inferior se muestran los valores de
los tiempos de duplicacion para cada pH siendo los mismos significativamente diferenciales (p-value < 0,0001).
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lll.2.e. Avance en la caracterizacion de la tolerancia a acidez. Estudios en bioreactores a pH

constante.

Como hemos mencionado anteriormente, R. favelukesii produce una alcalinizacion del medio extracelular
cuando se lo cultiva a pHs bajos. Esto llevd a pensar si R. favelukesii debe necesariamente modificar el pH del
medio, de manera de aumentar el pH para luego crecer, o bien si directamente es capaz de crecer en pHs
cercanos a 4,6 y la alcalinizacion se debe a subproductos secretados al medio de cultivo. Dilucidar cudl de
estas dos opciones es la correcta abre una puerta hacia el conocimiento del mecanismo utilizado para su

tolerancia a la acidez.

En consecuencia, se prosiguié a avanzar en el estudio sobre este comportamiento a través de cultivos de
R. favelukesii en batch pero con pH controlado en un bioreactor. De este modo, se realizaron dos curvas de
crecimiento en medio GS a pH 4,6 y manteniendo el valor constante. El crecimiento de R. favelukesii en el
bioreactor, sin mantener el pH constante fue previamente constatado. En los resultados que se muestran en
la Figura lll.3 se evidencia que R. favelukesii es capaz de crecer a pH 4,6 incluso si no modifica la concentracién
de protones en el medio de cultivo. En consecuencia, la alcalinizacion del medio debe producirse por

compuestos que sean secretados durante el crecimiento, consecuencia del metabolismo en acidez.
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Figura 11.3. Curvas de crecimiento de R. favelukesii manteniendo la concentracion de protones constante en bioreactor. Se
muestra el progreso de la DO 600.m (linea continua) y el pH (circulos vacios) en funcién del tiempo. La linea punteada inica el pH
programado en el equipo.

111.2.f, Andlisis de la cinética de muerte de R. favelukesii a pH inferiores de 4,6.

Si bien existen rizobios caracterizados como tolerantes a la acidez, ante determinados valores de pH se
puede producir la muerte del rizobio. Un pardmetro interesante a caracterizar es la cinética de muerte frente
al estrés acido. Asi, con el objetivo de avanzar en el estudio del comportamiento de R. favelukesii en
condiciones acidas, se decidié evaluar su cinética de muerte a pHs inferiores a 4,6 (menor pH de crecimiento).
Por consiguiente, se analizd el progreso de las ufc en el tiempo a distintos pHs: 3,0; 3,5 y 4,0. Como control

se realizé la sobrevida a pH 7,0.

La diferencia en la velocidad de muerte se puede evaluar comparando el valor absoluto de las pendientes
de las rectas del log (ufc/ml) en funcién del tiempo post-estrés acido. En la Figura I11.4.A se puede observar

gue cuando el choque acido se realiza a pH 3,5 0 4,0, R. favelukesii presenta una disminucion considerable
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en el nimero de ufc a través del tiempo, siendo mayor esta disminucién cuanto menor es el pH. Las
pendientes encontradas fueron mds negativas cuanto menor es el pH. En el caso de pH 3,0 el nimero de ufc
decae abruptamente (a tiempo cero ya se evidencia un decaimiento en el nimero de viables, comparar
posicién de doble flecha roja con flecha verde), alcanzando un nimero menor a 10° ufc/ml en menos de 2

hs, resultados que se reflejan claramente en la Figura 111.4.B.
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Figura lll.4. Cinética de muerte para R. favelukesii a pHs inferiores a 4,0. A. Se muestra la variacion del
log (ufc/ml) en el tiempo después del estrés acido. Las células se expusieron a pH 3,0 (circulo vacio); 3,5
(tridngulo); o 4,0 (cuadrado). Se muestra como control el comportamiento cuando se exponen las células
a pH neutro (circulos rellenos). La doble flecha roja indica el numero de viables iniciales antes de la
exposicion al pH 4cido. La fleca verde indica el nimero de viables a “tiempo cero” a pH 3,0. B. Se muestra
una alicuota del cultivo de células en el momento previo (tiempo 0) y posterior a la exposicién durante 4
hs (tiempo 4) al estrés acido para cada pH. En cada fila, se muestra una gota de cada dilucién 1/10 seriada
plagueadas en medio TY.
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En este capitulo se avanzoé en la caracterizacién del comportamiento de R. favelukesii cuando se lo somete
a condiciones 4cidas. Este hecho permitio establecer la condicién de estrés, elemento base a la hora de
abordar el estudio funcional de su tolerancia a la acidez. Se evalué asi, la capacidad de crecimiento en dos
medios definidos a distintos pHs, quedando determinado el medio GS como medio a utilizar en los
subsiguientes estudios. Asimismo, se puso de manifiesto que R. favelukesii es capaz de crecer de manera
similar en un rango de pH entre 4,8 y 7,0. A valores de pH por debajo de 4,4, R. favelukesii no presenta
crecimiento. Si se analiza el comportamiento a pHs inferiores de 4,0, el nimero de células viables comienza
a disminuir con el tiempo de exposicidén al estrés. A partir de estos resultados, se pudo identificar una
condicion de estrés acido donde la cinética de crecimiento es significativamente menor con respecto a la del
pH neutro. De esta manera se obtuvo una condicién donde las células de R. favelukesii se encuentran
estresadas frente al medio extracelular, pero contintdian aun duplicdndose. De este modo, quedd definida la
condicidn de estrés acido a utilizar a lo largo de este trabajo, siendo la misma un valor de pH igual a 4,6.
Conjuntamente, a raiz de estos experimentos, se encontrd que R. favelukesii es capaz de modificar el pH del
medio extracelular, aumentando el pH del medio durante su crecimiento a pHs entre 4,5 y 5,0. Este
incremento, sin embargo, no es condicién necesaria para que R. favelukesii crezca en dichos pHs. Esto induce
a pensar que R. favelukesii podria involucrar, entre los posibles mecanismos de tolerancia a la acidez, la

liberacion al medio de compuestos que consuman protones del medio extracelular.

En el proximo capitulo, a fin de avanzar en la caracterizacion de la respuesta a la acidez de R. favelukesii,
realizaremos un analisis de la respuesta global del proteoma, de manera de dilucidar los mecanismos

involucrados en la tolerancia a la acidez en dicho rizobio.
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IV.1. Introduccion.

Los métodos de secuenciacion masiva han avanzado hacia técnicas de segunda generacion, lo que
también trajo aparejado avances en software de anotacién automatica. Estos avances han tenido un gran
impacto en el numero de genomas microbianos disponibles. Gracias a esto, se abre la posibilidad de ampliar
los estudios fenotipicos a nivel molecular de manera global. En este sentido, la mayoria de los estreses
generan una repuesta pleiotrdpica en las células expuestas a los mismos. Este tipo de respuestas de accion
multigénica apoyan el uso de aproximaciones experimentales hacia técnicas que permitan observar cambios
globales en la expresion de las diferentes macromoléculas responsables del fenotipo celular. Con respecto a
la tolerancia al estrés acido, en las Ultimas décadas, un enfoque muy utilizado para identificar componentes
asociados a dicha respuesta involucré el uso de bibliotecas de mutantes Tn5, de manera de encontrar
mutantes que resulten sensibles a la acidez (Goss et al., 1990). Como resultado, se hallaron varios mutantes
sensibles a la acidez, poniendo de manifiesto que son varios los genes implicados, entre ellos los genes actA,
actR/S, actP, exoH, phrR y IpiA (Chen et al., 1993, Glenn & Dilworth, 1994, Tiwari et al., 1996, Reeve et al.,
1998, Reeve et al., 1999, Reeve et al., 2002, Fenner, 2004, Reeve, 2006). La respuesta al estrés acido en
bacterias esta mediada generalmente por la sintesis de proteinas de novo, las cuales serdn las encargadas de
conferir nuevas caracteristicas a la célula (Foster & Hall, 1991). En vista de esta caracteristica funcional, la
utilizacidon de técnicas que permitan obtener un perfil de expresion proteico de las células creciendo en
condiciones diferenciales de pH, brinda la posibilidad de obtener un mapa que refleje las funciones celulares
implicadas en la respuesta al factor de estrés. En esta direccion, la obtencion de los proteomas de células
procariotas sometidas a diferentes factores de estrés, es una de las aproximaciones que ha permitido la
resolucién de los mecanismos bioquimicos/fisioldgicos comprometidos en determinadas respuestas
(Gunawardena et al., 2013, Heunis et al., 2014, Otto et al., 2014). Los analisis protedmicos han evolucionado
sustancialmente en los Ultimos 20 afios, primero mediante los analisis de geles bidimensionales para luego
utilizar técnicas protedmicas de alto rendimiento, libre de geles, como la técnica de shotgun proteomics.
Estas ultimas otorgan una herramienta poderosa para identificar y caracterizar las variaciones del proteoma
como consecuencia de la interaccién de los microorganismos con el ambiente. En la actualidad, el enfoque
principal de la protedmica de bacterias consiste en el uso de herramientas cuantitativas para analizar cambios
en la abundancia de proteinas medidas frente a cambios en las condiciones de cultivo (Van Oudenhove &
Devreese, 2013). En este capitulo, a través de herramientas protedmicas se estudiara la respuesta de las

proteinas en su conjunto a las condiciones de estrés acido en R. favelukesii.
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IV.2. Andlisis comparativo de los perfiles proteicos de R. favelukesii ante un

estrés dcido por medio de geles 2D.

Como se ha desarrollado en el capitulo anterior, el crecimiento de R. favelukesii se ve afectado a un pH
de 4,6, evidenciando que dicho pH representa una condicién de estrés para las células. En consecuencia, se
selecciond esta misma condicién para realizar la caracterizacion protedmica a fin de identificar nuevos

determinantes.

Como primera aproximacion, se realizé una comparacién del contenido proteico de las células de R.
favelukesii crecidas en cultivos batch a pH 4,6 y 7,0, en geles de proteinas uni- y bi-dimensionales. De cada
condicién se obtuvieron dos fracciones proteicas, por un lado, la fracciéon enriquecida en proteinas citosélicas
y por otro la fraccién enriquecida en proteinas de membrana. El perfil proteico de ambas fracciones para
cada condicién se evidencid, en primera instancia, en geles unidimensionales. La Figura IV.1 muestra el
patrén de bandas obtenido para todas las fracciones. Al comparar a simple vista dichos patrones se pueden
evidenciar diferencias en la expresidn proteica en las condiciones elegidas (flechas en la Figura IV.1). Estas
evidencias ponen de manifiesto que la condicidn elegida como condicién estrés presenta diferencias en el

fenotipo al compararla con la condicién control.

Figura IV.1. SDS-PAGE unidimensional de las fracciones
PM 7,0m 4,.6m 710C 4,6C proteicas de R. favelukesii en condiciones neutras y de acidez.
— " T —— . LaFigura corresponde a un gel de poliacrilamida 13% con SDS.
Se sembraron para cada condicion, pH 7,0 (calles 2y 4) y pH 4,6
(calles 3y 5), las fracciones proteicas enriquecidas en proteinas
de membrana (m) y en proteinas citosdlicas (c). La primera calle
contiene un marcador de PM: 33 KDa y 65 KDa. Este gel es
representativo de 3 geles obtenidos de 3 réplicas bioldgicas
independientes.

A raiz de estos resultados, se decidié profundizar en la respuesta de la expresion proteica al estrés acido
de R. favelukesii, centrando el andlisis con una mirada mas detallada en las fracciones enriquecidas en
proteinas de membrana, ya que presentaron diferencias evidentes en los perfiles proteicos en los geles
unidimensionales. En este andlisis se utilizé como técnica de separacidn una electroforesis bidimensional en
geles de poliacrilamida (2D SDS-PAGE) de alta resolucion. En la Figura IV.2 se muestran los geles de

poliacrilamida correspondientes a las fracciones enriquecidas en proteinas de membrana de R. favelukesii
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bajo estrés acido o en condiciones de neutralidad. Mediante un andlisis visual de los spots presentes en cada
gel se encontraron 35 spots sobre-expresados en acidez y 29 sobre-expresados en neutralidad (Figura IV.2).
Esta técnica permitié evidenciar el cambio global de la expresién en las fracciones enriquecidas en proteinas
de membrana de las células de R. favelukesii cuando son cultivadas en condiciones de acidez. Sin embargo,
pese a varios intentos de identificar los spot diferenciales, a través del espectrometro de masas MALDI-TOF,
no se obtuvieron buenos resultados. Este hecho, sumado a la disponibilidad de realizar un analisis utilizando
la técnica shotgun proteomics, impulsé a continuar la caracterizacion de las proteinas expresadas

diferencialmente a través de espectrometria de masas de alta resolucion (Orbitrap).

IV.3. Andlisis proteémico en condiciones de estrés dcido de R. favelukesii

LPU83 a través de espectrometria de masas de alta resolucion, Orbitrap.

A través de un espectrémetro de masa con tecnologia Orbitrap es posible identificar y cuantificar en
simultdneo un gran nimero de proteinas de manera representativa y significativa contenidas en una muestra
compleja. En este trabajo, se utiliz esta tecnologia para poder analizar en mayor profundidad las proteinas
expresadas diferencialmente bajo el estrés acido. De manera de identificar asi, los factores relevantes en la
tolerancia a la acidez de R. favelukesii. En este analisis se utilizaron las mismas fracciones proteicas que se
sembraron en los geles realizados previamente. Para su andlisis se utilizd un nanoHPLC acoplado a un
espectrometro de masa con tecnologia Orbitrap mediante el método label free quantification (Shalit et al.,
2015). El esquema de trabajo realizado con dichas muestras se ilustra en la Figura 1.4 en la seccién de

materiales y métodos.

IV.3.a. Respuesta global del proteoma de R. favelukesii al estrés dcido.

A través de la tecnologia descripta anteriormente, se obtuvo la respuesta global del proteoma de R.
favelukesii al estrés acido. Como resultado de este analisis se obtuvieron un total de 2391 proteinas
identificadas en la fraccidn citosdlica y 3107 proteinas identificadas en la fraccidn enriquecida en proteinas
de membrana. Considerando ambas fracciones, un total de 3606 proteinas fueron identificadas (1928 de las
proteinas identificadas fueron detectadas en ambas fracciones). Estas proteinas representan el 45,65 % del
total de CDS anotados en el genoma de R. favelukesii LPU83. Como se esperaba, y en concordancia con lo
descripto en los geles bidimensionales, un gran nimero de proteinas presentaron una expresion diferencial
en las condiciones evaluadas.

Dentro de las proteinas que se detectaron con una expresiéon alterada en condiciones de acidez, se
selecciond un subgrupo de ellas que cumplian con un criterio impuesto sobre el limite del valor estadistico,
un p-value < 0,05 y ademas presentaran un cambio minimo en la tasa de expresién de 2 (Figura IV.3). De esta

manera las proteinas que cumplieron ambas condiciones se consideraron como expresadas diferencialmente
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Figura IV. 2. Geles bidimensionales de proteinas de membrana de R. favelukesii en condiciones control y bajo estrés dcido. Se muestra el
perfil protedmico de la fraccion enriquecida en proteinas de membrana a pH 7,0 (A) y a pH 4,6 (B). En ambas imagenes se marcan en purpura
y numerados referentes utilizados como patrones coincidentes, de manera de que resulte mas facil la observacion. Los spots identificados de
manera diferencial con mayor expresion en neutralidad se sefialan con cruces celestes y en acidez con cruces naranjas. Ambos geles son
representativos de tres geles realizados con replicas bioldgicas independientes para cada condicion.
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Figura IV. 3. Representacion de la razén de cambio en funcion del valor de p-value de las proteinas expresadas diferencialmente en R. favelukesii
en condiciones de acidez. Se muestra la distribucién del logaritmo de la razén de cambio (log.foldchange) en la expresidn de las proteinas en funcién
del logaritmo del p-value (t-test) para cada una fraccidn enriquecida en proteinas citosélicas (A) y enriquecida en proteinas de membrana (B). Los
cuadrados contenidos dentro del cuadrante izquierdo superior representan proteinas con una mayor abundancia en condiciones de acidez de manera
significativa (rojos) y los contenidos dentro del cuadrante derecho superior representan proteinas con una menor abundancia en las mismas
condiciones (azul). Los circulos representan proteinas implicadas en el metabolismo del azufre (amarillo) y del complejo | de la fosforilacion oxidativa

(verde).
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y presumiblemente asociadas a la respuesta celular en condiciones de acidez. De este modo, teniendo en
cuenta ambas fracciones, se detectaron con este criterio un total de 336 proteinas con una expresion
diferencial significativa (proteinas expresadas diferencialmente, PED). Entre estas 336 PED, 120 se detectaron
como sobre-expresadas y 119 inhibidas en acidez (Tabla A.1). Ademas, se incluyeron en el andlisis aquellas
proteinas que fueron detectadas Unicamente en una condicién (presente en todas las réplicas bioldgicas) y
no en la otra (ausente en todas las réplicas de la otra condicidn). Estas proteinas se denominaron proteinas
ON/OFF. De estas proteinas ON/OFF, se encontraron 81 PED Unicamente a pH 7,0 y 16 Unicamente a pH 4,6
(Tabla A.1). Al analizar la localizacién gendmica de los genes que codifican a estas 336 proteinas, se encontrd
que la mayoria se hallan localizadas en el cromosoma (Figura IV.4.A). Si el nimero de proteinas diferenciales
ubicadas en cada replicén se normaliza por el total de CDS que contiene cada replicon, se encuentra un
resultado similar. Se puede observar, ademds, que esta relacidn es pareja en los plasmidos, exceptuando el

pLPU83b. (Figura IV.4B).
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Figura IV.4. Distribucién genomica de las proteinas expresadas diferencialmente en condiciones de estrés dcido en R. favelukesii.
A) Se representa el porcentaje de PED de cada replicon sobre el nimero total de PED totales B) Porcentaje de PED de cada replicon
sobre el numero total de ORF de cada replicon. Se muestra en azul la proporciéon de PED inhibidas y en rojo las sobre-expresadas.

IV.3.b. Andlisis in silico de las funciones de las proteinas expresadas diferencialmente.

A fin de explorar las posibles relaciones funcionales que permitan explicar la presencia de las diferentes
proteinas observadas en el contexto de respuesta a la nueva condicién de estrés, se analizé la funcién
bioquimica de cada una de las PED. Con este fin, las PED se agruparon de acuerdo a su pertenencia a los
grupos de genes ortdélogos (COGs, Cluster of Orthologous Groups of proteins)(Tatusov et al., 2000, Tatusov et
al., 2003) (Tabla V.1). Dichos grupos incluyen a las proteinas en categorias funcionales teniendo en cuenta
las relaciones ortdlogas entre las mismas, asumiendo que dichas proteinas evolucionaron a partir de un

ancestro comun a través de eventos de duplicacidn y especiacion.

Como puede observarse en la Figura IV.5, la categoria funcional relacionada con el transporte y
metabolismo de los aminoacidos (COG E) es la que contiene una mayor cantidad de PED sobre-expresadas
en condiciones de acidez. Asimismo, también se observa un mayor porcentaje de PED sobre-expresadas en
acidez relacionadas con la produccién y conversion de energia (COG C). Otra categoria funcional que agrupo

varias PED, con una mayor abundancia en acidez, se encuentra relacionada con el recambio (turnover) de
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proteinas, chaperonas y modificaciones postraduccionales (COG Q). Por otro lado, entre las categorias que
contuvieron un mayor numero de PED inhibidas en acidez, se encuentran las relacionadas con transcripcién
(COG K), traduccidn (COG J), metabolismo de coenzimas (COG H), transporte de iones inorganicos (COG P) y
el grupo de funciones generales (COG R). Resulta interesante destacar, ademas, que al realizar este andlisis
se encontrd que un nimero relevante de PED que corresponden a proteinas hipotéticas (59 de las 336 PED),

cuya funcién es desconocida.
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Figura IV. 5. Representacion de las diferentes categorias de productos ortélogos (COGs) en que se agrupan las proteinas
expresadas diferencialmente en los cultivos de R. favelukesii. Las barras azules corresponden a las PED sobre-expresadas en la
condicidn neutra (inhibidas en acidez). Las barras rojas corresponden a las PED sobre-expresadas en la condicidn acida.

Posteriormente, se realizé un analisis de enriquecimiento sobre las categorias funcionales e interacciones
proteina-proteina de las PED utilizando la herramienta bionformatica STRING (Goss, 1851). STRING es una
base de datos de interacciones, conocidas y predichas, proteina-proteina. A través de esta base de datos es
posible predecir las interacciones proteina-proteina presentes un grupo de proteinas, como, por ejemplo,
participacion en la misma via metabdlica o proceso celular, contexto gendmico, co-expresion y/o datos de la
literatura (https://string-db.org). De esta manera, se realizd un analisis para cada grupo de proteinas, sobre-
expresadas o inhibidas, de manera de predecir las interacciones proteina-proteina presentes en cada grupo.
En la Figura IV.6 y IV.7 se muestran las redes de asociaciones predichas para las PED en acidez en R.
favelukesii. El andlisis evidencid un enriquecimiento significativo de varias vias metabdlicas (KEGG pathway).

Ejemplos de dichas vias son: el metabolismo del azufre, la biosintesis de histidina, la fosforilacidon oxidativa,

entre otros (Figura IV.6 y IV.7).
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Figura IV.6. Red de interacciones de las proteinas con menor expresion en condiciones de estrés dcido en R. favelukesii. Cada nodo corresponde a
una PED. En particular, los nodos coloreados muestran el conjunto de proteinas de una determinada via metabdlica enriquecida en interacciones de
manera significativa. Rojo: proteinas ribosomales. B) Red correspondiente a las PED sobre-expresadas en acidez. Violeta: fosforilacion oxidativa, rojo:

metabolismo de histidina, amarillo: metabolismo de alanina, aspartato y glutamato, azul: metabolismo de azufre, celeste: transportadores ABC. FDR
(false discovery rate): 2,36x10°°, 0,00214; 0,00447; 0,0486 y 0,0496 respectivamente.
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Figura IV.7. Red de interacciones de las proteinas sobre-expresadas diferencialmente en condiciones de estrés dcido en R. favelukesii. Cada uno de
los nodos corresponde a una PED. En particular, los nodos coloreados muestran el conjunto de proteinas de una determinada via metabdlica
enriquecida en interacciones de manera significativa. A) Red correspondiente a las PED inhibidas en acidez. Rojo: proteinas ribosomales. Violeta:
fosforilacidn oxidativa, rojo: metabolismo de histidina, amarillo: metabolismo de alanina, aspartato y glutamato, azul: metabolismo de azufre, celeste:
transportadores ABC. FDR (false discovery rate): 2,36x10°, 0,00214; 0,00447; 0,0486 y 0,0496 respectivamente.

Luego de realizar estos estudios globales sobre las PED y con el propdsito de caracterizar en detalle el
conjunto de funciones bioquimicas cuya actividad es regulada por el pH del medio extracelular, se procedid

a describir el comportamiento de determinadas PED correspondientes a las funciones de mayor relevancia.
Proteinas involucradas en la respiracion celular.

Existen reportes de alteraciones en la respiracidn celular en condiciones de estrés acido. Draghi et. al.
(2016) describieron un aumento de la respiracion aerdbica en rizobios durante el crecimiento en cultivo

continuo bajo condiciones de estrés acido. Dichas células presentaron un incremento en el consumo de
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oxigeno 5 veces mayor a pH 6,1 que a pH neutro. Al contrario, Yuan et al. (2008) mostraron que, en A.
tumefaciens, cultivada en batch, varios genes involucrados en la respiracién, en el metabolismo energético y
en la transferencia de electrones, fueron reprimidos bajo condiciones de acidez, infiriendo que dicha

disminucion podria contribuir a reducir el estrés oxidativo asociado al estrés acido.

En R. favelukesii, 23 de las PED se agruparon en la categoria funcional de conversién y produccion de
energia (COG C, Figura IV.5). Entre estas proteinas, 6 pertenecen a subunidades del complejo |, asociado a
membrana, de la NADH deshidrogenasa: NuoC, NuoE, NuoF, NuoG, NuoH, NuolL. Estas 6 proteinas
presentaron una mayor expresion en condiciones de acidez. Asimismo, dos proteinas pertenecientes al
complejo I, la succinato deshidrogenasa (sdhD) y la subunidad alfa de una flavoproteina que realiza
transferencia de electrones (eftA), se encontraron en mayor abundancia bajo condiciones de estrés &cido.
Estos resultados sugieren que ambos pasos del transporte/captacion de electrones estan estimulados en
respuesta a la presencia de una alta concentracion de protones en el medio extracelular en R. favelukesii.
Sumado a estas proteinas, la proteina que otorga el fosforo inorganico para la produccién de ATP tuvo una
mayor expresion en condiciones de acidez. Esta proteina es una pirofosfatasa inorganica (LPU83_3943) y estd
relacionada con el complejo ATP sintasa (complejo V). Comparando estos resultados con lo obtenidos en E.
meliloti y A. tumefaciens, descriptos previamente, pareceria que en R. favelukesii satisfacer la demanda
energética en condiciones de estrés acido resulta determinante para soportar las altas concentraciones de

protones, equiparandose a lo que sucede en E. meliloti.

Otros factores involucrados en la fosforilacidon oxidativa también han sido descriptos por modificar su
expresion bajo condiciones de estrés acido. En este sentido, estudios previos han sugerido que minimizar la
extrusion de protones de la cadena transportadora de electrones puede ser un mecanismo alternativo para
reducir la acidificacion externa (Slonczewski & Foster, 1996). En E. coli dos ubiquinol oxidasas catalizan la
misma reaccion redox, pero se diferencian en un factor de dos en su eficiencia de acoplamiento de energia.
De esta manera, controlando la expresion relativa de estas dos enzimas, la bacteria puede cambiar entre
estados de alta y baja eficiencia de la conservacion de energia (Puustinen, 1991). El complejo citocromo bd
posee una subunidad con una oxidasa alternativa con alta afinidad por el oxigeno. En E. coli, ha sido descripto
que esta enzima se expresa en condiciones de bajas concentraciones de oxigeno, asi como también en
condiciones de estrés acido (Cotter et al., 1990). En E. meliloti, esta oxidasa no se encontré estimulada bajo
condiciones de estrés acido, sin embargo, una citocromo oxidasa de alta afinidad por el O,, FixN, fue
propuesta como oxidasa alternativa al encontrarse sobre-expresada en condiciones de acidez (Tiwari et al.,
2004). En R. favelukesii, la expresion de la subunidad | del complejo citocromo bd (cydA) fue menor a pH
acido. Por otro lado, FixN no presentd una expresion diferencial. Sin embargo, entre las PED con mayor
abundancia en acidez, hay varias proteinas con dominio oxidasa, por lo que no descartamos la posibilidad de

que exista alguna otra oxidasa alternativa como respuesta al estrés acido actuando en R. favelukesii.
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Proteinas involucradas en el metabolismo del carbono.

Diferentes proteinas involucradas en el metabolismo de carbono de R. favelukesii presentaron una
expresion diferencial en condiciones de acidez. La ribosa-5-fosfata isomerasa A, proteina involucrada en la
ruta de las pentosas fosfato, que transforma la ribulosa-5-fosfato a ribosa-5-fosfato, presenté mayor
abundancia ante el estrés acido. Otra proteina que se detecté en mayor proporcion fue la gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa (LPU83_3468). En este sentido, no se encontraron otras proteinas que presenten una
expresion diferencial, mas alla de esta ultima, involucradas en la glicdlisis. Estos resultados concuerdan con
lo descripto previamente, en E. meliloti, por Draghi et. al. (2016), donde se evidencié que la via de las

pentosas fosfato se encuentra estimulada en acidez.

Por otro lado, enzimas asociadas al metabolismo del piruvato, también se vieron afectadas en su nivel de
expresion durante el crecimiento de R. favelukesii en condiciones de estrés acido. Entre estas enzimas se
encontré una acetato kinasa (ackA, LPU83_2069) que presentd una menor expresion en acidez. Dicha
enzima, cataliza la reaccidn de acetil-fosfato a acetato. Asimismo, una enzima que cataliza la reaccion de
fosfoenolpiruvato a fosfono piruvato (LPU83_0515) también presentd una menor expresidon en estas
condiciones. Por otro lado, una proteina que produce lactato mostré un incremento en su expresion en
condiciones de acidez. Dicha enzima es una hidroxil-acil-glutation hidrolasa (gloB, LPU83_3838) que produce
la hidrdlisis de S-lactoil-glutation dando como producto lactato y glutation. En este sentido, en Lactobacillus
plantarum 423, ha sido descripto previamente que la enzima acetato kinasa 1 fue menos abundante bajo
condiciones de acidez y fue propuesto que la cantidad de acetil-fosfato acumulado podria aumentar en
condiciones de acidez, funcionando como una reserva de fosfato donor en estas condiciones (Heunis et al.,
2014). Sumado a esto, una disminucién en la producciéon de acetato podria contribuir a disminuir los
compuestos acidos presentes en el medio. Por otro lado, la enzima que produce lactato, que se encuentra
sobre-expresada, podria estar mds relacionada al rol del glutatién en la respuesta al estrés oxidativo, o podria
estar utilizdndose el lactato como destino del carbono en exceso, mas que por la sintesis de lactato en si,

como fue descripto por Draghi et al. (2016).

Por otro lado, enzimas del ciclo de los 4cidos tricarboxilicos (TCA) también mostraron tener una expresién
diferencial como respuesta al estrés acido en R. favelukesii. En este sentido, tres proteinas, codificadas por
los genes acnA (LPU83_3973), sucC (LPU83_3919) y sdhD (LPU83_3925), fueron sobre-expresadas en
condiciones de acidez. Dichas proteinas catalizan las reacciones de citrato a isocitrato (reaccién reversible),
succinil-coA a succinato; y succinato a fumarato; respectivamente. En contraste, otras dos proteinas
involucradas en el TCA fueron menos abundantes en acidez; una citrato sintasa, codificada por citA
(LPU83_2417), y una 2-oxoglutarato deshidrogenasa, codificada por sucA (LPU83_3917). Como el TCA es una
ruta anfibdlica, el aumento de la expresion de estas enzimas puede ser pensado para generar intermediarios

para reacciones anabdlicas. En concordancia con estos resultados, ha sido descripto previamente para A.
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tumefaciens, que varios genes involucrados en el transporte y metabolismo de algunos de las enzimas del

TCA fueron mas abundantes en condiciones de estrés acido (Yuan et al., 2008).

De manera notoria, varios transportadores de oligosacaridos, polioles y monosacaridos presentaron una
menor abundancia al exponerse al estrés acido de R. favelukesii. En particular, los transportadores de
maltosa, galactosa, sorbitol/manitol, trehalosa/maltosa, lactosa/L-arabinosa, D-xilosa, ramnosa y ribosa
fueron inhibidos en condiciones acidas (Tabla A.1). En contraste, una Unica proteina periplasmica de unién a
multiples azucares (sbpA) presentd una sobre-expresion en estas condiciones, pudiendo ser la responsable
del transporte de oligosacaridos en las células cultivadas en acidez. El analisis protedmico también puso en
evidencia que dos transportadores de H*, simporter, (LPU83 4103, LPU83 0131) fueron inhibidos en
condiciones de acidez, ambos relacionados con el transporte de azucares. Estos resultados sugieren que
dentro de la respuesta al estrés acido puede encontrarse la represion de transportadores que involucran el

ingreso de protones para evitar el incremento de los mismos en la célula.
Metabolismo de aminodcidos

Como respuesta al estrés acido en R. favelukesii, varias proteinas involucradas en los sistemas de
transporte y metabolismo de aminoacidos presentaron modificaciones en los niveles de expresién. De hecho,
es el grupo que contiene el mayor nimero de proteinas con expresion diferencial (Figura IV. 5, COG E). Entre
los metabolismos alterados se encuentra la sintesis de histidina. Dos enzimas claves de esta ruta fueron
sobre-expresadas en acidez; HisH, una glutamina amidotransferasa (LPU83_0044) y una histidinol
deshidrogenasa (hisD). Ademas, los precursores para esta ruta surgen a partir de la ruta de las pentosas-
fosfato, la cual fue descripta anteriormente en este capitulo por presentar, en una de sus enzimas, una mayor
abundancia en acidez. En este sentido, ha sido descripto previamente que la histidina puede operar como un
buffer intracelular (pKa cercano a 6,0) en respuesta al estrés acido (Broadbent et al., 2010). Por ende, un
incremento en la concentracion de histidina intracelular podria contribuir a mantener el pH intracelular en

R. favelukesii.

Por otro lado, se encontraron proteinas involucradas en el metabolismo de cisteina y metionina
(LPU83_0652, LPU83_1835y LPU83_0031) sobre-expresadas bajo estrés acido. Dentro de éstas se incluye la
enzima clave cisteina sintasa A. También fue alterado el metabolismo de glicina-serina en estas condiciones.
Dos enzimas, SerA y SerC, que catalizan la conversidon desde 3-fosfoglicerato hasta 3-fosfoserina, fueron
reprimidas en acidez. Estos resultados contrastan con los reportados por Heunis et al. (2014), donde, en L.
plantarum 423, observaron una mayor abundancia en condiciones de acidez de estas enzimas. Por otro lado,
la enzima codificada por el gen ilvA3, que cataliza la conversion de serina a piruvato con produccion de

amonio, fue sobre-expresada en R. favelukesii.

Otro metabolismo alterado en R. favelukesii fue el metabolismo del glutamato. Dos glutamina sintetasas
mostraron una abundancia diferencial bajo condiciones de acidez. Una de estas, es una glutamina sintetasa

tipo | (gInA5, LPU83_2462), cuya expresion fue reprimida en estas condiciones. Sin embargo, la expresién de
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una glutamina sintetasa tipo lll (g/nT, LPU83_pLPU83c0694) tuvo una mayor expresién en las mismas
condiciones. A su vez, de manera llamativa, varias proteinas asociadas al metabolismo de y-aminobutirato

(GABA) fueron diferencialmente expresadas en condiciones de acidez (Ver seccion siguiente).

Estos resultados en conjunto indican que una parte relevante de la respuesta de R. favelukesii a |la acidez

involucra a varias proteinas relacionadas con la sintesis de aminoacidos.
Proteinas involucradas en el metabolismo de GABA.

El metabolismo de GABA es un componente clave en la defensa al estrés acido de varias especies
bacterianas, como por ejemplo, E. coli (Capitani et al., 2003). El glutamato es convertido a GABA a partir de
su descarboxilacién, catalizada por la glutamato decarboxilasa (GAD), reaccion en la cual se consumen
protones intracelulares. El catabolismo del GABA derivado del sistema GAD ocurre a través de una via (shunt
pathway) que incluye una GABA aminotransferasa (GABA-AT) y una succinico semialdehido desihidrogenasa,
SSDH (Feehily & Karatzas, 2013) (Figura.lV.8). En R. favelukesii LPU83 pudimos observar, a través de un
enfoque bioinformatico, que el gen codificante de GAD no se encuentra presente en su genoma. A pesar de
la ausencia de esta enzima que produce GABA, se evidencid a partir de este estudio protedmico, que ambas
enzimas de la via catabdlica de GABA mostraron una mayor abundancia en condiciones de acidez (gabT,
LPU83_0163 y gabDch, LPU83_0164). GABA-AT cataliza la conversion reversible de GABA a succinico
semialdehido (SSA), transfiriendo el grupo amino al a-cetoglutarato y obteniendo glutamato. Luego, el SSA
es convertido por SSDH a succinato, consumiendo una molécula de NAD*y produciendo dos protones (en
una reaccion también reversible). Al no tener el sistema GAD, R. favelukesii, podria estar utilizando la via
inversa para obtener GABA y consumir asi dos protones intracelulares. De manera adicional, SucD y SdhD,
ambas enzimas del TCA y descriptas anteriormente en este capitulo, mostraron ser sobre-expresadas en
condiciones de acidez (Figura.IV.8). El transportador ABC (/ivK), que en Agrobacterium esta involucrado en la
absorcion de GABA, también presentd una expresion incrementada en condiciones de acidez (KEGG: Kyoto

Encyclopedia of Genes and Genomes).
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Figura IV.8. Rutas involucradas en el metabolismo de GABA. E| sector derecho muestra el TCA y el sector izquierdo el
metabolismo de GABA. A. Metabolismo de GABA modelo descripto en E. coli. Las flechas y recuadros rojos indican las
proteinas sobre-expresadas en el andlisis proteémico en R. favelukesii. B. Posible ruta de produccion de GABA en R.
favelukesii que podria estar consumiendo protones intracelulares (flechas violetas). GABA-AT: GABA aminotransferasa,
SSDH: succinico semialdehido desihidrogenasa, GAD: glutamato decarboxilasa.

Proteinas involucradas en la envoltura celular.

Numerosas proteinas asociadas con la envoltura celular presentaron una expresion diferencial en
condiciones de estrés acido en R. favelukesii (Tabla A.1). Tanto para E. meliloti como para A. tumefaciens, ha
sido descripto previamente que la expresion de la mayoria de los genes exo aumentan ante un estrés acido,
al igual que el sistema regulatorio de dos componentes ExoS-Chvl (Hellweg et al., 2009). En R. favelukesii,
ExoF y ExoY, junto con el regulador Chvl, se encontraron sobre-expresadas en condiciones de acidez. Sin
embargo, las proteinas codificadas por las dos copias del gen exoH presentes en R. favelukesii, se encontraron
inhibidas en acidez. En este sentido, en E. meliloti ha sido descripto un mutante en exoH que presentd un
fenotipo sensible a la acidez. Dada la discordancia de estos resultados se hace dificil inferir si existe un
aumento en la cantidad de EPS o no. Para esto se espera que los resultados de transcriptomica del capitulo

siguiente contribuyan en dilucidar el rol del exopolisacarido en la tolerancia a la acidez en R. favelukesii.

Llamativamente, se encontré un grupo de PED involucradas en la sintesis, modificacidn y degradacién del
peptidoglicano. Una D-alanil-D-alanina carboxipeptidasa de R. favelukesii (DD-CPase, dacF1, LPU83_1045)
mostré una menor expresion en condiciones de acidez. Esta proteina remueve los residuos terminales D-

alanina de los pentapéptidos y ha sido propuesta como regulador de la sintesis del peptidoglicano por
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remover los pentapéptidos donadores en exceso en el peptidoglicano recientemente sintetizado (Typas et
al., 2011). En contraposicién a lo que sucede en R. favelukesii, en A. tumefaciens, una DD-CPasa presenté un
incremento en la expresidon en condiciones de acidez (Yuan et al., 2008). Ademas, en R. favelukesii, una
proteina de anclaje a penicilina 1A (PBP1A, LPU83_pLPU83c_0495) se encuentra también reprimida en
condiciones de acidez. PBP1A es una peptidoglicano sintasa bifuncional, con actividad tanto
glicosiltransferasa (GTasa) como transpeptidasa (TPasa) y se encuentra involucrada principalmente en la
elongacion celular (Typas et al., 2011). Sumado a esto, una probable LD-transpeptidasa (LD-TPasa,
LPU83_0053) se encontréo sobre-expresada en acidez. Las LD-TPasas catalizan la formacion del
entrecruzamiento 3-3 del peptidoglicano y/o de la union de D-aminodcidos inusuales al peptidoglicano.
También es descripta por llevar a cabo el anclaje del peptidoglicano a la lipoproteina mayor (Lpp) anclada a
la membrana externa (Typas et al., 2011). Otra proteina que también fue estimulada, fue TolB (LPU83_3429),
que es parte del complejo multiproteico Tol-Pal (lipoproteina asociada al peptidoglicano). Esta proteina
también interactla con Lpp y OmpA (Outer membrane protein A). De manera adicional, la undecaprenil
pirofosfato sintetasa (uppS, LPU83_2577), la cual cataliza la reaccién para generar el undecaprenil difosfato
que sirve como lipido transportador en la sintesis del peptidoglicano (Guo et al., 2005), se hallé sobre-

expresada en condiciones de acidez.
Chaperonas y proteinas involucradas al estrés oxidativo

Las chaperonas ayudan a otras proteinas a adquirir su conformacién funcionalmente activa y estan
involucradas en procesos de control de calidad de las proteinas. Multiples proteinas encontradas con una
expresion diferencial en R. favelukesii, mostraron ser chaperonas o estar involucradas en el recambio de las
proteinas. Una chaperona molecular (DnakK), una chaperona dependiente de ATP (ClpB), y una chaperona
molecular de la familia HSP20 (LPU83_pLPU83d_0434) presentaron una mayor abundancia en condiciones
de acidez. En contraste, una chaperona perteneciente a la familia de Dnal, mostré tener una menor
abundancia en condiciones de acidez. Por otro lado, dos serin proteasas (LPU83_1609 y LPU83_1265) fueron
también sobre-expresadas en estas condiciones. Ambas proteinas mostraron homologia con DegP, una serin
endoproteasa. En Mesorhizobium loti se evidencid que una proteina homologa a DegP podria degradar las
proteinas plegadas de manera incorrecta que no pueden ser recuperadas por las chaperonas en condiciones
de acidez (Laranjo et al., 2014). Brigido et al (2013) evidenciaron y sugirieron que la induccién de los genes
dnaK y groESL estad involucrada en la tolerancia a la acidez en rizobios noduladores de garbanzos.
Adicionalmente, en E. meliloti, el gen degP fue el gen inducido en mayor medida bajo condiciones de acidez
y groEL5 tuvo un lento incremento a lo largo del experimento (Hellweg et al., 2009). Resultados que

concuerdan con los encontrados en R. favelukesii.

Por otro lado, bajo ciertas condiciones de estrés, la respuesta a éste puede “disparar” la respuesta a otro
estrés, lo que se conoce como proteccidén cruzada (Shen et al., 2015, He et al., 2016). Por ejemplo, en

Staphyloccoccus aureus, cepas mutantes en el gen sod (relacionado con estrés oxidativo) mostraron una
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mayor sensibilidad al estrés acido (Clements & Foster, 1999). Otros ejemplos de proteccién cruzada se
evidenciaron en Campylobacter jejuni y Lactobacillus plantarum ZDY2013, donde se observd que células
expuestas previamente a estrés acido presentaban un aumento en la resistencia al estrés oxidativo (Askoura
et al., 2016, Huang et al., 2016). En este sentido, en R. favelukesii se observaron que varias proteinas
involucradas en el estrés oxidativo tuvieron una expresién diferencial en condiciones de acidez (Tabla A.1).
Entre estas se encuentran dos superoxidodismutasas, SodB y SodC (LPU83_1189 y LPU83_1350), las cuales
mostraron tener una mayor abundancia en estas condiciones. Esto concuerda con lo descripto en otros
rizobios, como E. meliloti, donde se observa un aumento en la expresién del gen sodB cuando se somete a

un estrés acido (Draghi et al., 2016).
Proteinas del metabolismo de azufre.

Varios componentes enzimaticos implicados en el metabolismo del azufre presentaron una mayor
abundancia bajo condiciones acidas en R. favelukesii (Tabla A.1, Figura 1V.3). Las proteinas que se inducen
por inanicion de sulfato juegan un papel en la absorcién de sulfonatos. Ademas juegan un rol en la adquisicion
de azufre a partir de compuestos organicos y en la proteccidn contra especies reactivas de oxigeno. Entre las
proteinas que se inducen por inanicion de sulfato, se encuentran las proteinas codificadas por el operén
SSUABCDE, necesarias para la utilizacién de azufre a partir de fuentes de azufre alternativas como sulfonatos
alifaticos. En E. coli, el operdn ssu se expresa durante la limitacion de azufre, permitiendo el uso de sulfonatos
alifaticos como fuente de azufre (van Der Ploeg et al., 1999). Las proteinas codificadas por ssuA, ssuBy ssuC
constituyen un sistema de transporte de tipo ABC, mientras que ssuD y ssuE codifican para una
monooxigenasa dependiente de FMNH, y para una FMN reductasa dependiente de NAD(P)H
respectivamente (Eichhorn et al., 1999). En R. favelukesii se observé un aumento en la expresién de ambas
proteinas, SsuD y SsuE (LPU83_2206 y LPU83 2524), en condiciones acidas. En la misma condicién, una
dimetilsulfona monooxigenasa (LPU83_ pLPU83c_0226) también presentd un incremento. En consecuencia,
como estas monooxigenasas reducen el oxigeno molecular durante la catalisis de sus reacciones, alguna/s
podria/n ser posibles oxidorreductasas alternativas regenerando NAD* bajo condiciones acidas en R.

favelukesii.
Proteinas involucradas en el transporte y metabolismo de iones inorgdnicos.

Varias proteinas involucradas en el transporte y metabolismo de iones inorgdnicos fueron expresadas
diferencialmente como respuesta al estrés acido en R. favelukesii. El sistema transportador de hierro,
codificado por los genes LPU83_2209, LPU83_2210, LPU83_2211y LPU83_2212, fue integramente reprimido
bajo condiciones de acidez. Ademas, la expresion de varios genes (hmuS, hmuT, hmuV, tonB) que codifican
para proteinas que son parte del sistema de transporte Hmu (por “hemin utilization”) y un regulador
transcripcional de la familia fur (irr, LPU83_0147), también fueron menos abundantes en condiciones de
acidez. Asi mismo, la expresion de otro regulador transcipcional, rirA (LPU83_0873), fue incrementada en las

mismas condiciones. Estos resultados van de la mano con lo descripto por Chao et. al. (2005). Estos autores

80



Tesis Doctoral Capitulo IV Juliet F. Nilsson
evidenciaron un aumento en la expresion de hmuP, hmuS, hmuT, hmuU y hmuV en una cepa de E. meliloti
deficiente rirA, concluyendo que la expresion de dichos genes se encuentra mediada por rirA. En
consecuencia, el incremento en la expresién de rirA y la disminucidon en la expresién del sistema Hmu
observada en R. favelukesii es concordante con lo descripto para E. meliloti. Por otro lado, en el andlisis
protedmico realizado en R. favelukesii, se observd que proteinas involucradas en la captacion de potasio y
cobre presentaron una menor abundancia en condiciones de acidez. Dichas proteinas incluyen una ATPasa
transportadora de potasio (kdpB, LPU83_4160), una proteina involucrada en la homeostasis de cobre (cutC,

LPU83_0564) y una hipotética ATPasa translocadora de metales pesados (LPU83_pPLU83a_0034).

Estos resultados indican la relevancia de la presencia y regulacién de la captacion de iones metadlicos en
las células bajo condiciones de estrés acido en R. favelukesii. En este sentido, es conocido que el cobre libre,
el hierro (1) y el hierro (lll) son mas solubles a pHs mas bajo (Olson, 1948), por lo tanto, la disminucién en la

absorcidn de estos iones podria evitar dafios en condiciones de acidez en R. favelukesii.

En este capitulo, se ha puesto de manifiesto que R. favelukesii presenta una respuesta general a nivel
protedmico frente a las condiciones de estrés acido. Este hecho se evidencid, en primer lugar, a través de
geles bidimensionales que presentaron diferentes perfiles proteicos en las condiciones evaluadas. Esta
respuesta general se evidencié en detalle mediante un analisis completo del proteoma haciendo uso de un
nanoHPLC acoplado a un espectrémetro de masa con tecnologia Orbitrap. Esta técnica permitié identificar y
cuantificar la mayoria de las proteinas que se expresan en R. favelukesii cuando es expuesto, 0 no, a un estrés
acido. A partir de dicho analisis, se pudieron discriminar aquellas proteinas que presentaron una expresion

diferencialmente significativa en las células expuestas al estrés acido.

El proteoma de R. favelukesii a pHs bajos demostré contener un gran nimero de proteinas expresadas
diferencialmente como se observa de la lista de PED descripta en el anexo (Tabla A.1). La respuesta de R.
favelukesii al estrés acido refleja la participacion de un conjunto diverso de proteinas celulares como ya ha
sido observado para otros tipos de estreses (Teixeira-Gomes et al., 2000). Los resultados manifiestan la
naturaleza multigénica de la respuesta a la acidez, y otorgan sustento a la utilizacién de técnicas émicas como
herramienta de estudio. Dicha respuesta comprende multiples proteinas asociadas a diversos procesos:
recambio de proteinas; componentes del sistema de la fosforilacion oxidativa; proteinas asociadas a otros
estreses (como el estrés oxidativo). Alteraciones en este tipo de funciones en respuesta al estrés acido, son

compartidas por diversas especies rizobianas.

Resulta interesante que parte de la respuesta del proteoma de R. favelukesii al estrés acido también
incluyd enzimas relacionadas al metabolismo de GABA. Las reacciones inversas de la via catabdlica del mismo,
donde se consumen protones, podrian ser parte de los mecanismos participes en la tolerancia a la acidez de
R. favelukesii. Por otro lado, el aumento en las enzimas de la biosintesis de la histidina, sugiere un posible

aumento en la concentracién de la misma en el medio intracelular. Asi, la histidina podria ser utilizada como
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buffer interno. Asimismo, los resultados muestran que los componentes de la envoltura celular se encuentran

alterados en condiciones de acidez, en particular el peptidoglicano.

En el capitulo siguiente, con el propdsito de extender el analisis de la respuesta a la acidez e incrementar
la caracterizacion de los posibles mecanismos involucrados en la misma, se analizara el transcriptoma de R.
favelukesii en condiciones de neutralidad y de acidez. Este analisis brindard informacidn sobre la expresién
diferencial de los transcriptos, que puede no haber sido evidenciada a nivel proteémico. Obtenidos los
resultados, se evaluard cdmo estos se ajustan a las evidencias descriptas en este capitulo a partir del andlisis

protedmico.
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V.1.Introduccion.

El uso de herramientas dmicas, tales como el andlisis masivo de transcriptos en una determinada
condicién, ha permitido avanzar en el conocimiento de la expresidn y regulacidon de genes en respuesta a un
determinado estrés. Los transcriptomas pueden ser obtenidos por medio de tecnologias de secuenciacion de
alto rendimiento, las cuales son capaces de otorgar varios Gigabases de secuencias a un costo relativamente
bajo (Simon et al., 2009, Croucher & Thomson, 2010, van Vliet, 2010, Pinto et al., 2011, Mutz et al., 2013). A
través de esta técnica se puede cuantificar la expresion de los genes, ademas de identificar nuevas regiones
transcripcionalmente activas (por ejemplo, pequefios ARN). Como se menciond previamente, la respuesta a
un pH bajo es en general una respuesta pleiotrépica, por lo que el estudio de las respuestas a nivel global es
esencial para obtener un panorama completo de lo que sucede frente al estrés acido. Recientemente, en E.
meliloti 1021, se realizé un estudio de la respuesta transcripcional que se obtiene luego de un cambio de pH
de 7,0 a 5,7 (Mnasri et al., 2007). El estudio reveld que la exposicién a un pH acido por un tiempo corto fue
suficiente para inducir cambios significativos a nivel transcripcional en diversos genes. Entre dichos genes, se
encuentra un grupo asociado con varias funciones celulares como la biosintesis de exopolisacarido (EPS), el
sistema flagelar y la quimiotaxis bacteriana (Mnasri et al., 2007). Atendiendo a esto, en este capitulo se
presenta la caracterizacion de las diferencias de expresion de los transcriptos en respuesta al estrés acido en

R. favelukesii LPU83, a través de la secuenciacidon masiva de los ARN mensajeros (RNA-Seq).

V.2. Optimizacion de la secuenciacion de alto rendimiento de ARNs

mensajeros de R. favelukesii LPU83.

Con el objeto de continuar la caracterizacién de la respuesta a la acidez en R. favelukesii, se propuso un
analisis transcriptémico comparativo de células cultivadas en la condicion de estrés y a pH neutro. Con este
analisis se espera avanzar en la caracterizaciéon de la expresidn y regulaciéon diferencial del transcriptoma de
R. favelukesii. Como primer paso, tras infructuosos intentos de obtener ARN de buena calidad con protocolos
convencionales, surgié como tarea prioritaria realizar una optimizaciéon de la extraccién de ARN en R.
favelukesii LPU83. Luego, se evalud también como realizar la secuenciacion con respecto al nimero de

bibliotecas y lecturas utilizado.

V.2.a. Optimizacion del protocolo de purificacion de ARN.

En primer lugar, se realizd una optimizacién de las condiciones de extraccidn y purificacion del ARN en las
condiciones de cultivo seleccionadas (pH 7,0 y pH 4,6). Para tal efecto, se evaluaron diferentes métodos de

extraccion y purificacion controlando en cada caso la calidad e integridad del ARN a través de una
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electroforesis automatizada de alta resolucién mediante el sistema Agilent 2100 Bioanalyzer. Se evaluaron 6
protocolos alternativos que se encuentran resumidos a continuacion en la siguiente Tabla (Tabla V.1).

Tabla V.1. Protocolos utilizados en la optimizacion de la purificacion de ARN mensajeros. Las columnas indican los pasos
sucesivos en la purificacion y las filas corresponden a cada uno de los protocolos evaluados.

volumen Método de
Protocolo | de cultivo | Centrifugacion Tratamiento Centrifugacion
(ml) ruptura
Trizol +
b LRT +
v X X X uffer
Ribolyser
lisis enzimatica
X 12 ml RNA later v v + buffer LRT
X 500 pl de medio + X v lisis enzimatica
1 ml RNA protect + buffer LRT
500 pl de medio + lisis enzimatica
_ 6 \ X 1 ml RNA protect v v + buffer LRT
lisis enzimatica
_ 12 v X X X v + buffer LRT

En la Figura V.1.1 se muestran los perfiles del andlisis de calidad de los ARN (Agilent 2100 Bioanalyzer)
correspondientes a cada protocolo evaluado. Los perfiles, en el caso del protocolo Ay D, presentan un pico
con incremento brusco (perfectamente recto) que disminuye de manera curva, este tipo de picos es tipico
de artefactos del equipo y no se atribuye a presencia de ARN. A su vez, los perfiles B y F presentan picos
pequefios a la altura correspondiente a los ARNr, denotando una baja eficiencia de dichos protocolos. Los
perfiles C y E presentaron dos picos bien definidos y de concentracidn abundante, correspondientes a los
ARNr (16S y 23S). De acuerdo a estos resultados, el protocolo seleccionado para continuar con el estudio fue
el protocolo E, tanto por la cantidad y calidad de la preparacion, como también por la utilizacién de menores
volumenes de RNA protect. De manera llamativa, el pico correspondiente al 23S se observa desplazado hacia
un menor tamafio, suceso no descripto en los perfiles de ARN en otras cepas rizobianas. Este pico se
encuentra también presenta en la mayoria de los perfiles de ARN de los otros protocolos, asi como también
en varias réplicas bioldgicas e incluso en otras condiciones llevadas a cabo en el laboratorio (datos no
mostrados). En virtud de dilucidar si este perfil era compartido con E. meliloti, se analizaron los perfiles de
esta cepa donde se evidencid que estos no contaban con la presencia del doblete a la altura del pico de 16S
(Figura V.1.2). Estos resultados sugieren que la cepa R. favelukesii LPU83 posee un patrdn caracteristico en

sus perfiles de ARN ribosomal, en los cuales el 23S parece tener algun tipo de procesamiento.

Una vez seleccionado el método de preparacién de ARN, a las muestras de ARN total obtenidas se las
enriquecio en ARNm a través de la sustraccién de los ARNr mediante el kit comercial RiboZero®. La Figura
V.1.3 muestra los perfiles de las muestras de ARN a secuenciar antes y después del tratamiento de sustraccion

del ARN ribosomal.
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V.2.b. Estrategia de secuenciacion de ARNs mensajeros presentes en R. favelukesii en

condiciones de acidez y neutras.

Una vez obtenidas las muestras de ARN de alta calidad correspondientes, se procedidé a realizar las
bibliotecas de cDNA para su posterior secuenciacidn (seccidn I1.4). Las secuenciaciones se realizaron a través
de la plataforma Illumina MiSeq y los datos obtenidos se analizaron con el programa ReadExplorer (Hilker et
al., 2014). En efecto, se contaba con dos condiciones a evaluar (pH 4,6 y 7,0), cada una representada por 3
réplicas bioldgicas. Como primera aproximacion, se realizé la secuenciacidon de dos bibliotecas Unicas. Estas
bibliotecas estaban compuestas de manera equitativa por las 3 réplicas bioldgicas (muestras compuestas,
secuenciaciéon A). Como resultado de este primer andlisis se obtuvieron 272 genes con una posible expresion
diferencial. En este sentido, estos genes poseen un incremento minimo de 2 en la razén de cambio de la
expresion (M=logzFoldChange >1y <-1) con un p-value, calculado a partir del software DE-Seq, menor a 0,05.
Si bien esta aproximacién sirvido para detectar genes cuya tasa de cambio era grande (Resultados no
mostrados), el peso estadistico de estos valores no resulta significativo debido a no poseer réplicas del
método (una Unica secuenciacién con las 3 réplicas bioldgicas juntas). De este modo, para franquear dichas
debilidades estadisticas y avanzar en la caracterizacién de la respuesta global del transcriptoma de R.
favelukesii de manera estadisticamente significativa, se procedié a secuenciar cada replica bioldgica de
manera individual, es decir, 6 secuenciaciones independientes. En paralelo, otro factor a evaluar en esta
etapa fue el nimero de lecturas en cada secuenciacién. Se realizaron dos rondas de secuenciacion,
incrementando la profundidad en la segunda ronda. En la primera ronda se secuenciaron aproximadamente
2 millones de lecturas para cada biblioteca (secuenciacidn B). En este caso, el nimero de genes con expresion
diferencial obtenidos aumentd. Estos genes, a diferencia de los obtenidos en la secuenciacion anterior, si
contaban con un analisis estadistico profundo. Se consideraron como genes expresados diferencialmente de
manera significativa (GED) a aquellos genes que presentaban un p-value ajustado menor a 0,05y presentaran
el mismo nivel de expresion diferencial que en el caso A (M=logzFoldChange >1y <-1). El p-value ajustado se
define como el nivel de significacion familiar mas pequefio en el que una comparacion particular se declarara
estadisticamente significativa como parte de la prueba de comparaciéon multiple. En este sentido, el p-value

no resulta adecuado en este tipo de pruebas.
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Método E: Agregado de RNA Later al pellet

Extraccion del ARN por lisis enzimatica
+ buffer LRT.

1 Método A: Pellet de células congelado Método B: Pellet de células congelado
con N, liquido y extraccion con trizol con N, liquido y extraccion con buffer LRT
+ ribolyser. + ribolyser.
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Método C: Agregado de RNA Later Método D: Agregado de RNA Later al
extraccion por lisis enzimatica + buffer LRT. pellet de células y congelado con N,
liquido. Extraccion por lisis enzimatica
[FU; FU] + buffer LRT.
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extraccion del mismo y congelado con N; liquido.

Método F: Pellet de células congelado
con N, liquido y extraccion por lisis
enzimatica + buffer LRT.
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Figura V. 1. Perfiles de muestras de ARN purificado analizados a través del sistema Agilent 2100 Bioanalyzer. En el eje x se
muestra el numero de nucleétidos, alrededor de los 1000 nt se deben observar los picos caracteristicos del ARN ribosomal 16S
y después de los 2500 nt del ARN ribosomal 23S. 1. Perfiles de ARN purificados de R. favelukesii con distintos protocolos. En la
parte superior de cada grafico se detalla el protocolo utilizado en cada uno de las muestras. 2. Perfil ARN purificado de células
de E. meliloti. 3. Perfil de una muestra de ARN representativa de R. favelukesii posterior al tratamiento de sustraccion del ARN

ribosomal (RiboZero®). Todos los perfiles son representativos de 3 réplicas bioldgicas
Por ultimo, se secuenciaron nuevamente las réplicas biolégicas independientes con un aumenté en el
numero de lecturas por biblioteca, incrementando las mismas de 2 a 6 millones aproximadamente por réplica

(secuenciacion C). Los detalles de estos resultados se muestran en la Tabla V.2.
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Tabla V.2. Comparacion de las distintas secuenciaciones del transcriptoma de R. favelukesii bajo estrés acido o a pH neutro. Para cada
biblioteca se indica el nimero de lecturas realizadas y el nimero de genes con el valor correspondiente del logzFoldChange (M).

B. 3 réplicas C. 3 réplicas
biologicas, bioldgicas,
A. 3 réplicas bibliotecas bibliotecas

bioldgicas en pool independientes independientes
(2)? (6)° (6)° (.ienes.que
repiten siempre

2.114.786 6.622.132 su estado
Lecturas pH =4,6 3.211.726 e IPsies )
2.029.499 7.451.158
Lecturas pH =7,0 4.350.368 (Pramedio) (Piemedia)
M<-1/>1 389/699 842/1179 853/1170 351 (90%)/ 625
(1088)° (20212)b (2023)® (90%)
98/175 776/1082 827/1126
M con p-value <0,05 (273)° (1858)¢ (1953)¢
M con p-adjusted 0 736/1001 801/1098
value < 0,05 (1737)¢ (1924)¢

2: cantidad de bibliotecas secuenciadas en cada ensayo. : nimero total de genes detectados con un M (log2FoldChange) mayor a 1 o
menor a -1. ¢ nimero total de genes detectados con M mayor a 1 0 menor a -1 con un p-value menor a 0,05. %: nimero total de genes
detectados con M mayor a 1o menor a -1 con un p-value ajustado menor a 0,05.

De estos resultados, se puede observar la vasta diferencia entre la secuenciacidon A con respectoalaBy
C, en relacién a los genes que podrian expresarse de manera diferencial. Si se considera el peso estadistico
de dichos genes obtenidos en A, estrictamente no pueden tomarse como genes expresados diferencialmente
de manera significativa, ya que los mismos no poseen un p-value ajustado asociado debido a la falta de
réplicas bioldgicas. Sin embargo, resulta relevante destacar que al examinar los “genes con expresidon
diferencial” obtenidos en la secuenciacion A, el 90 % de estos genes mantienen el patrén de expresion
independientemente de como se haya realizado la secuenciacion. Es decir, que los 273 genes encontrados
como expresados diferencialmente en la secuenciacion A se encuentran dentro de los genes expresados

diferencialmente de manera significativa en las posteriores secuenciaciones By C.

Con los datos obtenidos en la uUltima secuenciacion (C), se continud con el andlisis de la respuesta a la

acidez a nivel transcriptémico en R. favelukesii. Dicho analisis se describe en la siguiente seccidn.

V.3. Andlisis transcriptéomico de R. favelukesii LPU83 en condiciones de

estrés dcido a través de RNA-Seq.

Con el objetivo de continuar profundizando en el conocimiento de los mecanismos involucrados en la
tolerancia a la acidez, se prosiguid a realizar el anadlisis de los transcriptos cuyos niveles son regulados en

respuesta a cambios de pH en el ambiente.

Como se describid en la seccidn anterior, se secuenciaron los transcriptomas de células de R. favelukesii
cultivadas a pH 4,6 (condicion de estrés) y a pH 7,0. Como resultado de la secuenciacidn, se identificaron un

total de 7693 genes de 7700 genes que contiene el genoma de R. favelukesii LPU83. Dentro de estos genes,
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1924 mostraron tener una expresién diferencial de manera significativa (p-value ajustado <0.05 y un log,fold
change menor a -1 o mayor a 1), 844 presentaron una mayor expresion en condiciones acidez y 1098
presentaron una disminucién en las mismas condiciones (Figura V.2, Tabla A.2). Si se analiza la distribucién
gendmica de los GED, se observa que la mayoria se encuentran en el cromosoma (50 % aproximadamente) y
luego en el pldasmido simbidtico, pLPU83b (Figura V.3.A). Sin embargo, al normalizar estos valores por el total
de CDS contenidos en cada replicdn, el replicon que contiene un mayor nimero de GED es el plasmido

simbidtico (Figura V.3.B).
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Figura V.2. Representacion de la razén de cambio en funcion del valor de p-value de los transcriptos expresados diferencialmente
en R. favelukesii en condiciones de acidez. Se muestra la distribucion del logaritmo de la razén de cambio de la expresidon de los
transcriptos en funcién del menos logaritmo del p-value ajustado. Los circulos contenidos dentro del cuadrante izquierdo
representan los transcriptos con mayor abundancia (rojos) en condiciones de acidez de manera significativa y los contenidos dentro
del cuadrante derecho representan transcriptos con menor abundancia en las mismas condiciones (azul).

V.3.a. Andlisis de las funciones (in silico) de los transcriptos expresados diferencialmente como

respuesta a la acidez.

Para avanzar en la identificacién de posibles correlaciones funcionales que permitan explicar la presencia
de los diferentes transcriptos observados en el contexto de una respuesta celular a la condicién de estrés, se
realizé el anadlisis de las funciones bioquimicas de cada uno de los GED. Nuevamente, como en el caso de las
PED en el capitulo anterior, los distintos GED fueron agrupados de acuerdo a su pertenencia a los grupos de
genes ortdlogos (COGs, Cluster of Orthologous Groups of proteins) (Tabla V. 1). La distribucion de los GED en
las distintas categorias funcionales se representa en la Figura V.4. En este sentido, como se observa en esta
Figura, las categorias funcionales que contienen una mayor cantidad de GED sobre-expresados en

condiciones de acidez, corresponden a los sistemas de transporte y metabolismos de aminoacidos (COG E),
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y en segundo lugar, los relacionados con la produccién y conversion de energia (COG C). Se suman a éstas,
las categorias funcionales relacionadas con la envoltura celular (COG M); la motilidad celular (COG N) y la
traduccidn, estructura y biogénesis de ribosomas (COG J). Mientras que las categorias funcionales que
contuvieron un mayor nimero de GED con una menor expresién en condiciones de acidez fueron las de
transporte y metabolismo de carbohidratos (COG G), Transporte y metabolismo de iones inorgénicos (COG
P) y Transcripcidn (COG K). Es interesante destacar que el 25% de los GED codifican para proteinas hipotéticas

de funcién desconocida.
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Figura V.3. Distribucion genémica de los genes expresadas diferencialmente en condiciones de estrés dcido en R. favelukesii. Se
representa el porcentaje de GED de cada replicén sobre el nimero total de GED (A) y sobre el nimero total de genes para cada replicon
(B). La abreviatura cc corresponde al cromosoma.
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Figura V.4. Representacion de las diferentes categorias de productos ortélogos (COGs) en que se agrupan los genes expresados
diferencialmente en acidez en R. favelukesii. En el grafico se representa la proporcidn de cada categoria funcional con respecto a los genes
sobre-expresados e inhibidos y a su vez, que proporcién de cada categoria funcional corresponde a GED sobre-expresados e inhibidos. Las
letras en ambas Figuras se corresponden a las categorias funcionales de las siguiente manera: E: Transporte y Metabolismo de Aminoécidos;
C: Produccion De Energia Y Conversion; R: Prediccidon de Funciones Generales; G:Transporte y Metabolismo de Carbohidratos; M: Pared
Celular/Membrana/Génesis de la Envoltura; J: Traduccidn, Estructura Ribosomal y Biogénesis; T: Mecanismos De Traduccidn de Sefiales; P:
Transporte Y Metabolismo de lones Inorgédnicos; N: Motilidad Celular; S: Funcién Desconocida; K: Transcripciéon; O: Modificaciones
Postraduccionales, Recambio Proteico, Chaperonas; H: Transporte y Metabolismo de Coenzimas; V: Mecanismos de Defensa; L: Replicacion,
Recombinacién Y Reparacion; F: Transporte Y Metabolismo de Nucleétidos; I: Transporte Y Metabolismo de Lipidos; Q: Biosintesis, Transporte
y Catabolismo de Metabolitos Secundarios; U: Tréfico Intracelular, Secrecién y Transporte Vesicular; D:Control del Ciclo Celular y Divisién
Celular; X:Mobiloma: Profagos, Transposones; W:Estructuras Extracelulares.
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Por otra parte, en virtud de obtener mayor informacion estadisticamente confiable sobre las categorias
funcionales alteradas, se realizé un andlisis de enriquecimiento e interacciones proteina-proteina con los
GED. Dicho analisis se realizd, como en el capitulo IV, con la herramienta bionformatica, STRING (Szklarczyk
et al., 2017). Como resultado, se muestran en la Figura V.5 y IV.6 la red de asociaciones predichas para los
GED en acidez en R. favelukesii. El andlisis de enriquecimiento indicé que varias vias metabdlicas (KEGG
pathway) se encuentran enriquecidas de manera significativa. Ejemplos de dichas vias son la fosforilacion
oxidativa, el sistema flagelar, la quimiotaxis bacteriana, los componentes ribosomales, sistemas de dos

componentes y el TCA entre otros (Figura V.5).

Figura V.5. Red de interacciones de las proteinas codificadas por los transcriptos sobre-expresados diferencialmente en condiciones de
estrés dcido en R. favelukesii. Cada nodo corresponde a una proteina codificada por un GED. Verde oscuro: Ribosoma; rojo: fosforilacion
oxidativa, azul: sistema flagelar, verde claro: quimiotaxis bacteriana, amarillo: sistema de dos componentes, violeta: ciclo del acido
tricarboxilico. FDR (false discovery rate): 3,77x10™3; 9,37x10%3; 3,68x10%%; 4,49x107; 6,76x10°%; 0,00323; respectivamente. Los nodos
coloreados muestran el conjunto de proteinas de una determinada via metabdlica enriquecida en interacciones de manera significativa.
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Figura V.6. Red de interacciones de las proteinas expresadas con menor expresion en condiciones de estrés dcido en R. favelukesii. Cada
nodo corresponde a una proteina codificada por un GED. Este grupo de genes no presentd ninguna via metabdlica enriquecida de manera
significativa. En este caso el color de los nodos no representan vias metabdlicas.

V.3.b. Metabolismos que contienen genes expresados diferencialmente en condiciones de

acidez.

Como se describié previamente, un gran nimero de transcriptos presentan una expresion diferencial
cuando las células se exponen a un estrés acido en R. favelukesii. En esta seccidén describiremos en detalle
los metabolismos y componentes celulares mas relevantes que contienen a los transcriptos expresados

diferencialmente.
Fosforilacién oxidativa.

Como ha sido descripto en el capitulo anterior, varias especies de rizobios han presentado alteraciones
en la fosforilacion oxidativa al ser expuesto a un estrés acido (Tiwari et al., 2004, Yuan et al., 2008, Draghi et

al., 2016). Los resultados del transcriptoma de R. favelukesii en condiciones de acidez evidencian que un gran
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numero de genes involucrados en la fosforilacion oxidativa presentaron una expresién diferencial al
compararlo con la condicidon de neutralidad. En este sentido, los genes que codifican para 12 de las 14
subunidades de la NADH deshidrogenasa (complejo I) fueron sobre-expresados en condiciones de acidez (de
nuoC a nuoN, Tabla A.2). En la Figura V.7 se muestra la disposicién genémica de dichos genes junto a los
valores de expresion obtenidos en el RNA-Seq. A su vez, numerosos transcriptos pertenecientes al complejo
Il de la cadena transportadora de electrones (sdhB, sdhA, sdhD y sdhC) también presentaron una mayor
abundancia en acidez. Del mismo modo, varios genes involucrados en el complejo Il y IV mostraron una
mayor expresion en acidez. Dichos genes incluyen a varias subunidades de la citocromo c oxidasa (ctaC, ctaB,
ctaD, ctak, ctaG, coxP, coxO, coxN) y varias de la citocromo reductasa del complejo citocromo bcl (fbcC, fbcB
y fbcF). Estos resultados demuestran un incremento sustancial en la expresidon de los transcriptos que

codifican para la cadena transportadora de electrones en condiciones de acidez.
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Figura V.7. Estructura gendmica de la region que codifican para la NADH deshidrogenasa y su expresion en respuesta al pH
dcido en R. favelukesii. Se muestra la disposicion gendmica de la regidn que contiene los genes de nuoC a nuoN que codifican
para las subunidades de la NADH deshidrogenasa (complejo 1) de la cadena transportadora de electrones. Dichos genes se
representan por flechas violetas. En la seccién inferior se muestra sobre el eje Y el logaritmo en base 2 de la razén de cambio
de la abundancia de los transcriptos a pH neutro con respecto a pH &cido (valor M).

Por ultimo, los genes atpF y atpC, que codifican para las subunidades b y épsilon de la FOF1 ATP sintasa
respectivamente, también presentaron un incremento en sus transcriptos en condiciones acidas. Ambas
subunidades, b y épsilon, estan relacionadas con el transporte de protones. En concordancia con los
resultados obtenidos, Guerrero-Castro et al. (2018) describieron recientemente en Rhizobium tropici CIAT
899, un aumento en la expresién de dos genes que codifican para subunidades de FOF1 ATP sintasa cuando
son expuestas a un estrés acido, entre ellas la subunidad épsilon. Esta ATP sintasa normalmente cataliza la
sintesis de ATP a partir de ADP + Pi utilizando la energia del gradiente de protones electroquimico. Bajo

condiciones de acidez, la hidrélisis de ATP puede ser usada para expulsar protones del citoplasma. Este flujo
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de protones a través de la subunidad FO puede ayudar a mantener el pH interno del citoplasma funcionando
como mecanismo de respuesta al estrés acido, como sucede en E. coli y Corynebacterium glutamicum (Diez

et al., 2004, Barriuso-Iglesias et al., 2013).

El conjunto de estos resultados se resumen en la Figura V.8, donde se muestra una representacion de la
fosforilacion oxidativa realizada con la herramienta KEGG Mapper

(https://www.genome.jp/kegg/mapper.html). Las proteinas codificadas por los transcriptos con expresion

diferencial se resaltan en colores segun su nivel de expresion. Estos resultados concuerdan con los resultados
descriptos en el capitulo anterior, sugiriendo fehacientemente, que dentro de la respuesta al estrés acido de

R. favelukesii se encuentra un aumento en la respiracion celular.
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Figura V.8. Esquema de la fosforilacion oxidativa en el que se representa la expresion diferencial de los transcriptos involucrados como respuesta
al estrés dcido en R. favelukesii. El esquema se realizo a través de la herramienta KEGG Mapper. El nivel de expresion de los GED se representa con
una gama de colores. Cuanto mayor es el nivel de sobre-expresion mds intenso es el rojo. En los GED con una menor expresion, cuanta menor
expresion mds intenso es el azul. En verde se muestran las enzimas que estan presentes en el genoma de R. favelukesii y en blanco las que se
encuentran ausentes. E: eucariotas. B/A: bacterias y arqueas.

Metabolismo de aminodcidos.

Varios genes involucrados en el metabolismo de aminodcidos presentaron un nivel de expresidn
diferencial. Los metabolismos de alanina, aspartato y glutamato; cisteina y metionina; valina, luecina e
isoleucina; e histidina, presentaron un mayor niumero de GED. De éstos, resultan interesantes de describir
los metabolismos de histidina y de alanina, aspartato y glutamato. En este sentido, como fue descripto en el
capitulo anterior, un incremento en la concentracion de histidina intracelular podria aportar al
mantenimiento del pH intracelular, funcionando como buffer interno. En este sentido, en el analisis

transcriptdomico, se evidenciaron dos genes que codifican para las enzimas que catalizan el primer paso de la
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via de sintesis de este aminodcido (hisZ, hisG) cuya expresidon aumenta en condiciones de acidez. Por otro
lado, el metabolismo de alanina, aspartato y glutamato presentd varios GED. Entre estos se encuentran g/tD,
gInT y glsA, los cuales presentan una mayor expresion en condiciones de acidez. El primero, g/tD, codifica
para una subunidad beta de una glutamato sintasa, que cataliza la conversion de dos glutamatos a glutamina
mas 2-oxoglutarato, NAD(P)H* y H*. El segundo, g/nT, codifica para una glutamina sintetasa, que cataliza la
incorporacién de amonio a glutamato generando glutamina. Por ultimo, glsA, codifica una glutaminasa que
hidroliza la glutamina a glutamato con liberacién de amonio. Un esquema de la organizacién de estas enzimas

se presenta en la Figura V.9.
Metabolismo del carbono.

Del total de GED en condiciones de acidez, 24 agruparon en la categoria funcional relacionada al
metabolismo y transporte de carbohidratos. En particular dos genes correspondientes a la via de las pentosas
fosfato presentaron una expresion diferencial. Uno de ellos, tktB (transcetolasa), presenté una mayor
expresion en acidez, mientras que la expresion de tal (probable transaldolasa), presenté una menor
expresion en estas condiciones con respecto a la condicion neutra. Asimismo, los transcriptos
correspondientes a dos enzimas del metabolismo de piruvato, piruvato ortofosfato diquinasa (ppdK) y L-
lactato deshidrogenasa (/ldD), presentaron una mayor abundancia en condiciones de estrés. Esta ultima
enzima cataliza la reaccién de piruvato a lactato con produccién de dos protones. Por otro lado, los genes
que codifican para la mayoria de las enzimas involucradas en el ciclo del acido tricarboxilico (sucA, sucB, sucD,

IpdA, sdhA, sdhB, sdhC, sdhD, fumB, acnA) presentaron una mayor expresién en condiciones de estrés acido.
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Figura V.9. Esquema de las reacciones involucradas en el metabolismo del glutamato en R. favelukesii. Las enzimas que
catalizan la reaccién se representan por recuadros con los nombres de los respectivos genes o con los cédigos E.C.
correspondientes. En rojo se muestran las enzimas cuyos transcriptos presentaron una mayor expresion en condiciones de
acidez. En verde se muestran las enzimas que estan presentes en el genoma de R. favelukesii y en blanco las que se
encuentran ausentes. E.C.2.6.1.16, glucosamina-fructosa-6-fosfato aminotransferasa; E.C.1.2.1.88, L-glutamato gamma-
semialdehido deshidrogenasa; E.C.1.4.1.13, glutamato sintasa (NADPH); E.C.2.4.2.14, amidofosforibosiltransferasa;
E.C.6.3.5.5, carbamoll-fosfato sintasa. Esquema obtenido a través de la herramienta KEGG Mapper.
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Biosintesis del flagelo, motilidad celular.

La motilidad bajo estrés acido tiene un comportamiento variable segln la especie que se observe. En E.
coli, por ejemplo, la motilidad es inducida frente a un gradiente pronunciado de pH (Maurer et al., 2005), sin
embargo en E. meliloti se observa una disminucién en la expresion de los genes del flagelo frente a un estrés
acido (Hellweg et al., 2009). En R. favelukesii, 22 de los 25 genes involucrados en la biosintesis del flagelo
(fliF, flil, flim, fliN, fliL, fliQ, fliP, flhA, motA, flgA, flgB, flgC, flgD, flgE, flgF, flgG, flgl, flgH, flaC, motA, motB,
motD, hrpN) presentaron una mayor expresion en condiciones de acidez (Figura V.10), en contrapuesto con
lo descripto en E. meliloti. Llamativamente, R. favelukesii presenta un fenotipo no movil, planteando la

pregunta de la funcionalidad de esta respuesta.
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Figura V.10 Esquema de la estructura del flagelo en el que se representa la expresion diferencial de
los transcriptos involucrados en la respuesta al estrés dcido en R. favelukesii. El esquema fue
realizado a través de la herramienta KEGG Mapper. El nivel de expresién de los GED se representa
con una gama de colores, cuanto mayor es el nivel de sobre-expresion mas intenso es el rojo. En verde
se muestran las enzimas que estan presentes en el genoma de R. favelukesii y en blanco las que se
encuentran ausentes.
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Envoltura celular.

Varios genes asociados con la envoltura celular presentaron una expresion diferencial en condiciones de
estrés acido en R. favelukesii (Tabla A.2). En este sentido, como ya hemos mencionado anteriormente, E.
meliloti y A. tumefaciens presentan un aumento en la expresion de la mayoria de los genes exo, asi como
también en el sistema regulatorio de dos componentes ExoS-Chvl, bajo condiciones de estrés acido (Yuan et
al., 2008, Hellweg et al., 2009). En el analisis transcriptdmico de R. favelukesii, se evidencia que los genes
exoA, exoK, exol y exoY presentan una menor expresion en condiciones de acidez, mientras que exoN y exoQ
presentan una mayor expresion, siendo estos resultados nuevamente no concluyentes para dilucidar el

comportamiento del EPS en acidez.

Por otro lado, varios genes relacionados a la biosintesis del peptidoglicano presentaron una expresion
alterada. Entre ellos, se encuentran los genes, ddI, uppP y pbpC, que codifican para una D-alanina-D-alanina
ligasa, una undecaprenil-difosfatasa y una proteina de unién a penicilina 1A, respectivamente. Los tres genes
mostraron tener una mayor expresion en acidez. Ademas, tres probables glicosiltransferasas (GTasas;
LPU83_0377, LPU83_1936 y LPU83_pLPU83d_0134) involucradas posiblemente en la biosintesis del mismo
componente fueron sobre-expresadas. Ademds, dos genes que catalizan la ruptura de enlaces glicosidicos
entre los residuos de acido N-acetilmurdmico y N-acetilglucosamina del peptidoglicano (m/tBy LPU83_2746)
también presentaron una mayor abundancia en condiciones de acidez. Sumado a esto, el gen IppB, que
codifica para la lipoproteina NIpD, reguladora de la actividad de amidasas, también presentd un incremento
en su nivel de expresidon en condiciones de estrés. Otro gen, que mostrd un incremento en su expresion
frente al estrés, es el gen pal que codifica para una proteina asociada al peptidoglicano del sistema Tol-Pal,
el cual estd involucrado en mantener la integridad de la membrana externa e importar moléculas organicas

como nutrientes.

Por otro lado, la biosintesis del lipopolisacdrido también contuvo varios GED frente al estrés. El
lipopolisacdrido es requerido por los rizobios para suprimir las defensas del huésped, permitiendo a los
rizobios infectar exitosamente y sobrevivir durante un largo tiempo en las células huésped (Rincon-Zachary,
2010). En este sentido, en R. favelukesii, 4 genes involucrados en las etapas tempranas de biosintesis de
lipopolisacarido: IpxA, IpxB, IpxC, IpxL tuvieron un nivel de transcripto superior frente a la acidez. Ademds, el
gen LptA (LPU83_2061) presentd una mayor expresion. Dicho gen podria estar involucrado en el transporte

del LPS a través del periplasma y la membrana externa (Schultz et al., 2017).
Transferencia conjugativa y quimiotaxis.

Varios genes involucrados en la transferencia conjugativa de uno de los plasmidos de R. favelukesii
presentaron un menor nivel de expresion en condiciones de acidez (trbB, trbC, trbD, trbE, trbF, trbG, trbH,
trbl, trbJ, trbK, trbL, trbE). Por otro lado, los transcriptos de 25 genes involucrados en la quimiotaxis
presentaron en su mayoria una mayor expresién bajo condiciones de estrés (Figura V.11). Entre estos se

encuentran genes asociados a sistemas de dos componentes (cheA, cheB, cheW, cheR, cheY) y varios genes
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que codifican para proteinas quimiotdcticas aceptoras de metilo (proteinas receptoras transmembrana,

mcpV, mcpX, mcpA7 y LPU83_pLPU83d0676).
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Figura V.11. Esquema de quimiotaxis bacteriana donde se representa la expresion diferencial de los transcriptos involucrados en la
respuesta al estrés dcido en R. favelukesii. El esquema fue realizado a través de la herramienta KEGG Mapper. El nivel de expresion de
los GED se representa con una gama de colores, cuanto mayor es el nivel de sobre-expresién mas intenso es el rojo y cuanto mayor es
el nivel de inhibicion mds intenso es el azul. El recuadro rojo con relleno azul representa varios genes con niveles de expresion
aumentados y disminuidos. En verde se muestran las enzimas que estdn presentes en el genoma de R. favelukesii y en blanco las que se
encuentran ausentes.

Otros grupos funcionales.

Como hemos mencionado anteriormente, las chaperonas pueden estar involucradas en la respuesta al
estrés. En este andlisis, los transcriptos que corresponden a las chaperonas dnaK y groES mostraron estar
sobre-expresados, al igual que una serin proteasa tipo DegP (degQ) y una posible proteina de choque al frio
(Putative cold shock protein, LPU83_0110). En contraposicion, el nivel de expresién de los transcriptos de
una chaperona Dnal (LPU83_plLPU83d_1507) y una pequefia chaperona de choque térmico (LPU83_0456)
fue menor en condiciones de estrés. En este sentido, también fue menor la expresién de dos genes
codificantes para proteinas de choque térmico (LPU83 2461, LPU83 pLPU83b_0295), asi como también la
expresion del transcripto de una peptidasa (clpP1, LPU83_pLPU83d_0474) asociada a la respuesta SOS.

Una categoria funcional relevante por el nimero de GED que contuvo fue la categoria funcional:
traduccidn, estructura y biogénesis de ribosomas (COG J), contuvo 61 GED y en su mayoria presentaban una
mayor expresion en condiciones de acidez (Figura V.5). Treinta genes codificantes para proteinas ribosomales
mostraron un incremento de la expresién (ver Tabla A.2). El mismo comportamiento se evidencio en la
expresion de 24 transcriptos correspondientes a 14 ARN de transferencia de los aminodcidos glutamato,
alanina, aspartato, asparagina, glicina, treonina, serina, cisteina, metionina, fenilalanina, arginina, prolina,
lisina, isoleucina y valina. En concordancia, 6 genes codificantes para aminoacil-ARNt sintetasas (pheT, trpS,
aspS, gltX1, lysS, leuS) presentaron una mayor expresion en sus transcriptos en condiciones de acidez, asi

como también el factor de elongacién Tu, EF-Tu (tufB) (ver Tabla A.2).

Cabe destacar que dentro de los GED se encontraron varios genes que codifican para sistemas de dos

componentes, 4 reguladores de respuesta y 5 histidina quinasas (ver Tabla A.2). Ademas de los nombrados
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previamente en quimiotaxis (cheA, cheB, cheW, cheR, cheY), entre estos GED, se encuentra el sistema de dos
componentes feuP-feuQ (LPU83_1257 y feuQ) cuya expresidén se encontré incrementada en acidez. En E.
meliloti la histidina quinasa, FeuQ, y el regulador de respuesta, FeuP, juegan un rol importante en la etapa
de infeccidon de la simbiosis por regulacién positiva de la expresién del exportador del glucano ciclico, NdvA.

La activacion transcripcional de ndvA es estimulada por baja osmolaridad extracelular (Griffitts et al., 2008).

Asimismo, numerosos reguladores transcripcionales presentaron una expresion alterada a nivel
transcriptomico en acidez. Dos de ellos codifican para dos posibles reguladores transcripcionales
transmembrana (factor anti-sigma, LPU83_pLPU83d_0193; LPU83_2665) y mostraron una menor expresion
en condiciones de estrés. Estos reguladores poseen un dominio RsiW. En Bacillus subtilis, antisigma RsiW
inhibe la actividad de SigW, requerida para la iniciacién de la transcripcién de genes de respuesta a diversos
estreses (Devkota et al., 2017). En relacién a esto, el gen codificante de la RNA polimerasa factor sigma sigW

(LPU83_2664) también presentd una menor expresion en R. favelukesii en condiciones de acidez.

Por otro lado, el andlisis transcriptémico de R. favelukesii reveld la expresion diferencial de tres bombas
transportadoras de membrana (Efflux pump membrane transporter) codificadas por los genes acrF1, acrF5y

bepG. Entre ellos, acrF5 fue el Unico que presentd una mayor expresion en condiciones de acidez.

Por ultimo, resulta interesante destacar que, al igual que en otros rizobios, el gen IpiA (low pH-inducible
gene A) presentd un aumento en su nivel de expresidn en acidez. Este gen es requerido para la adaptacién a
pHs bajos en E. medicae (Tiwari et al., 2004, Reeve et al., 2006). Este resultado concuerda con lo descripto
por Hellweg et al. (2009), que en E. meliloti evidenciaron que IpiA presenta un fuerte y permanente

incremento en su expresion en condiciones de acidez.

En este capitulo se avanzé en la caracterizacion de la respuesta al estrés acido de R. favelukesii a nivel
transcripcional. Se obtuvo un protocolo optimizado de extraccion y purificacion de ARN especifico para las
condiciones a evaluar. A su vez, se evalud el resultado de varios secuenciamientos utilizando distintas
estrategias. Estos resultados permitieron demostrar la relevancia de secuenciar cada réplica bioldgica de
manera independiente. Sin embargo, los genes obtenidos con un presumible cambio de expresidn en la
secuenciacion de las muestras compuestas correlacionan con los obtenidos en las secuenciaciones realizadas
de las réplicas de manera independiente. Es por esto, que se podria considerar el andlisis a través de muestras
compuestas como una primera aproximacion para la caracterizacion de la respuesta al estrés mas accesible

en términos de costos y manejo de datos.

Por otra parte, considerando los resultados obtenidos en el transcriptoma de R. favelukesii, se
encontraron cerca de 2000 genes involucrados en la tolerancia a la acidez. En efecto, este resultado, refleja
la complejidad de la respuesta al estrés acido y la potencia de la técnica utilizada para detectar genes

diferencialmente expresados de manera significativa. Profundizando este estudio, a través de un analisis in
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silico de las funciones bioquimicas de este gran numero de genes, se evidenciaron los metabolismos y
sistemas alterados mas relevantes. Estos involucran a la fosforilacién oxidativa, la maquinaria de motilidad
celular, el metabolismo de aminodcidos y la sintesis del peptidoglicano, entre otros. Cabe destacar, ademas,

que cerca del 25% de los genes expresados diferencialmente codifican para proteinas hipotéticas

En el capitulo siguiente se presenta una evaluacion de la respuesta fenotipica de cepas mutantes en varios
de los genes involucrados en la tolerancia a la acidez identificados por medio de esta técnica y del andlisis

protedmico del capitulo anterior.
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VI.1. Introduccion

Las aproximaciones émicas permiten caracterizar multiples cambios en los determinantes moleculares
bajo diferentes condiciones. Sin embargo, lamentablemente, no hacen referencia a la contribucién individual
que pueda tener cada uno de estos determinantes en el comportamiento fenotipico global ante la condicion
de estrés evaluada. Al observar la respuesta de R. favelukesii, tanto a nivel transcriptémico como protedmico
(Capitulos IV y V), la misma presenta una alta complejidad cuando se expone el rizobio a pH acido. En
consecuencia, resulta necesario invertir esfuerzos en caracterizar la contribucién real, de cada uno de estos

determinantes, al fenotipo observado frente a la condicion de estrés.

En este capitulo se describird la caracterizacion fenotipica de mutantes en genes que fueron detectados
como diferenciales por ambas técnicas, asi como también, de una cepa de R. faveleukesii carente de su
pldasmido simbidtico. En este sentido, explorar el grado de relevancia de los determinantes de expresién
diferencial permitird conocer si los estudios dmicos, mas alld de su aporte al conocimiento global de la
adaptacion al estrés, son de utilidad para identificar determinantes que sean directamente responsables
sobre el fenotipo de la tolerancia a la acidez y, como consecuencia, que puedan ser Utiles en el futuro para

el mejoramiento general de los rizobios a la tolerancia a la exposicion a bajos pHs.

VI.2. Determinacion del nivel de expresion de los transcriptos de genes
seleccionados a partir de los estudios dmicos a través de una técnica no

masiva.

Luego de realizar los estudios a nivel global de la expresion en R. favelukesii en respuesta al estrés acido,
resulta interesante corroborar la expresion de los genes identificados con una expresion diferencial a través
de una técnica no masiva. En este sentido, la técnica de la reaccidn de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR),
o PCR cuantitativa, permite determinar la cantidad de transcriptos presentes en distintas condiciones. En
consecuencia, se analizaron los niveles de expresion de algunos transcriptos, correspondientes a genes que
mostraron una expresion diferencial, tanto por protedmica como por transcriptémica. Para este andlisis, se
cuantificd la cantidad de transcripto de 5 GED, en condiciones de acidez y de neutralidad, por el método AACt
(Livak & Schmittgen, 2001). Los 5 GED seleccionados fueron: nuoH, codificante de la subunidad H de la NADH
deshidrogena, involucrada a la fosforilacion oxidativa (sobre-expresado); livK, un transportador de
aminoacidos ramificados que podria estar involucrado en el transporte de GABA (sobre-expresado);
LPU83 3186y LPU83_3191, dos proteinas hipotéticas; y hmus, una proteina transportadora de hierro (los 3
con menor expresion). Los resultados obtenidos se muestran en la Figura V1.1, donde se presentan los valores
de la razéon de cambio de la condicién de acidez con respecto a la condicidn neutra. En esta Figura, se
evidencia que todos los genes evaluados presentan la misma tendencia de expresion que los obtenidos tanto

en el analisis trancriptémico como en el protedmico. En la Tabla de la Figura VI.1 se pueden comparar los
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valores del log,FoldChange (M) de los genes caracterizados con cada técnica. Esto demuestra la correlacion
en el nivel de expresion de los transcriptos obtenidos por RT-PCR, con los obtenidos a través de las dos

técnicas dmicas.
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Figura VI.1. Niveles de expresion de los transcriptos de GED identificados a partir de transcriptémica y
proteémica en R. favelukesii. Para cada uno de los genes indicados en la abcisa, se muestran los valores de
foldchange en condiciones de acidez (rojo) y de neutralidad (azul). Las barras de error corresponden a la
desviacion estandar de 3 réplicas bioldgicas. Los niveles de transcripto presentaron diferencias significativas
(* p-value <0.05). En la Tabla se muestran los valores de expresidon obtenidos a partir de cada técnica
utilizada.

VL.3. Efectos del pH en la permeabilidad celular de R. favelukesii LPU83.

Como resultado del analisis transcriptomico y protedmico se puso de manifiesto que numerosas proteinas
asociadas en la sintesis del peptidoglicano presentaron una expresion diferencial. A partir de estos
resultados, se decidié avanzar en la caracterizacion de la envoltura celular en condiciones de acidez. Por
consiguiente, a fin de determinar la permeabilidad celular de R. favelukesii, se realizd un ensayo de la
actividad B-galactosidasa en la condicidn control y bajo estrés acido. El sustrato de la B-galactosidasa puede
difundir regularmente en forma pasiva por medio de la permeasa. No obstante, si la permeabilidad de la
membrana se ve afectada por algln estimulo externo, consecuentemente el ingreso del sustrato también se
vera alterado en dichas condiciones. Este hecho permite correlacionar la actividad de la B-galactosidasa con
el grado de permeabilidad de la membrana (Lehrer et al., 1988). En este sentido, R. favelukesii posee, en el
plasmido A, los genes codificantes para la B-galactosidasa y la permeasa del sistema de transporte de lactosa.
El resultado del ensayo de permeabilidad en R. favelukesii en condiciones neutras y de acidez se muestra en
la Figura VI.2. En dicha Figura se presentan las unidades Miller obtenidas para cada condicién en el transcurso
de 3 horas. Se evidencia asi, que R. favelukesii presenta una disminucidn en la actividad B-galactosidasa al
ser cultivado en condiciones de acidez. Este resultado sugiere que las células de R. favelukesii poseen una

menor permeabilidad que a pH neutro en esta condicion.
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Figura VI. 2 Determinacion de la actividad 8-galactosidasa en

64 células de R. favelukesii cultivadas en condiciones de acidez y
de neutralidad. La actividad B-galactosidasa se expresa en
ra * Unidades Miller. Se observan diferencias significativas en ambas
g condiciones con un p-value de 0,05 (t-test). El analisis
= 44 estadistico fue realizado utilizando 3 réplicas bioldgicas.
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VI.4. Evaluacion del fenotipo de mutantes en genes de expresion diferencial

en respuesta a la acidez.

VI.4.a. Caracterizacion del crecimiento en acidez de mutantes en genes expresados

diferencialmente en respuesta a la acidez.

A través del uso de mutantes se puede estudiar el rol de un gen en una funcién determinada. En esta
seccion se propone avanzar en el estudio fenotipico de mutantes con el fin de caracterizar el rol que cumplen
en la tolerancia a la acidez. A tal efecto, se selecciond un grupo reducido de genes sobre-expresados
(protedmica y transcriptémica) a estudiar en condiciones de acidez. Este grupo de genes contiene el gen livk
y braD, que forman parte de un complejo transportador de aminodacidos ramificados que en Agrobacterium
estd involucrado en la absorcidn de GABA; el gen LPU83_plLPU83a_0021, que codifica para una proteina
hipotética y por ultimo, el gen LPU83_2016, que codifica para una posible proteina de fago. A partir de la
cepa salvaje, R. favelukesii LPU83, se obtuvieron los mutantes por insercion de un vector en cada uno de
estos genes (ver seccion 11.3.f).En primer lugar, a fin de avanzar en el estudio de su relevancia en la tolerancia
a la acidez, se evalué la capacidad de crecimiento de los distintos mutantes en condiciones de estrés acido

(pH 4,6).
Mutante en LPU83_pLPU83a_0021.

El gen LPU83_pLPU83a_0021; codifica para una proteina hipotética pero la misma presenta un dominio
relacionado con FixH, una proteina presente en el género Rhizobium. Se ha sugerido que dicha proteina
puede participar en un complejo unido a la membrana que acopla la bomba de cationes, Fixl, con un proceso
redox catalizado por FixG. También posee un dominio YtkA, el cual en Bacillus subtilis esta relacionado con

una proteina involucrada en la captacion de cobre extracelular oxidado en condiciones limitantes de cobre.

Las curvas de crecimiento para el mutante en LPU83_pLPU83a_0021, denominado R. favelukesii LPU83-
pLPU83a_0021", se realizaron en condiciones de acidez y a pH neutro en paralelo con la cepa salvaje. La Figura

V1.3 muestra las curvas resultantes para cada una de las cepas. Se evidencia que la cepa mutante presenta
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un crecimiento similar al compararlo con la cepa salvaje tanto en la condicidn de estrés como en la condicién

control durante las primeras horas de crecimiento, sin embargo, en ambas condiciones el mutante alcanza

un menor valor de DOgoonm.

R. fav. LPU83-pLPU83a_0021" 7,0
R. fav. LPU83-pLPU83a_0021" 4,6

—e— R fav.LPU837,0
—e— R fav. LPU8346
L] L] L] L]
0 20 40 60
tiempo (hs)

Figura VI.3. Curvas de crecimiento de R. favelukesii LPU83-pLPU83a_0021" y de la cepa salvaje en medio
GS en acidez y neutralidad. Se observa el progreso del nimero de DO a 600 nm en funcién del tiempo para
la cepa salvaje y la cepa mutante a pHs 7,0 y 4,6. El mutante presenta un fenotipo alterado tanto pH neutro

como en acidez.

Mutante en livK.

El siguiente mutante a evaluar fue el mutante en livk, denominado R. favelukesii LPU83-/ivK". Para avanzar

en su caracterizacion, se realizd en primera instancia, al igual que en el mutante anterior, una curva de

crecimiento de seguimiento manual. En este sentido, se pudo evidenciar un crecimiento diferencial del

mutante en livK con respecto a la cepa salvaje en condiciones de acidez (resultados no mostrados). Como

consecuencia, se decidid caracterizar la cinética de crecimiento para este mutante, realizando las curvas de

crecimiento en un lector de microplacas multifuncional, que permite determinar la tasa de crecimiento con

mayor exactitud. Las curvas resultantes se muestran en la Figura VI.4A. Se puede observar que el mutante

presenta un crecimiento diferencial a pH acido con respecto a la cepa salvaje. Al determinar los parametros

cinéticos, se observa que a pH 7 no existen diferencias significativas con la cepa salvaje, pero si se ven a pH

4,6, donde el mutante presenta un mayor tiempo de duplicacién (Figura VI.4.B). Resulta interesante destacar

el cambio en la forma de la curva en la condicion de acidez al comparar la cepa salvaje con el mutante. Estos

resultados refuerzan la identificacion de este gen como participe de la tolerancia a la acidez en R. favelukesii.
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Figura VI.4. Curvas de crecimiento y determinacion de los tiempos de duplicacion correspondientes al mutante R. favelukesii
LPU83-livK' y a la cepa salvaje, a pH 7,0 y 4,6. A. Curvas de crecimiento para la cepa mutante y salvaje. B. Tiempos de duplicacién
a cada pH, siendo los mismos significativamente diferenciales (test de Tukey, a: 0,05). Los datos estadisticos se realizaron a partir
de 3 réplicas bioldgicas independientes.

Mutante en braD.

Asociado al mutante anterior, el siguiente gen a evaluar fue el mutante en braD, denominado R.
favelukesii LPU83-braD". Ambos genes, braD vy livK, forman parte del mismo complejo transportador. Para
avanzar en su caracterizacion, se realizo directamente la caracterizacion de la cinética de crecimiento a través
del lector de microplacas multifuncional. Los resultados de dicha caracterizacién se muestran en la Figura
VI.5. Al observar las curvas (Figura VI.5.A), el mutante presenta un crecimiento diferencial a pH acido con
respecto a la cepa salvaje. En este sentido, cabe destacar que nuevamente se observa el mismo cambio, que
se evidencid en el mutante en livK, en la forma de la curva del mutante comparada con la cepa salvaje en la
condicion de acidez. Al observar las formas de las curvas pareceria que el crecimiento del mutante a pH
neutro también es diferencial respecto a la cepa salvaje en las mismas condiciones. Sin embargo, al
determinar los parametros cinéticos, el tiempo de duplicacidn a pH 7 no presenta diferencias significativas
con la cepa salvaje. Por el contrario, a pH 4,6, si se ven diferencias significativas, presentando el mutante un
mayor tiempo de duplicacién (Figura VI.5.B). Por otro lado, las curvas correspondientes al mutante presentan
un cambio singular en el crecimiento sobre el final de las mismas. Relacionado a esto, se evidencié un
fenotipo particular sobre las microplacas de cultivo en el mutante a pH neutro, donde se observa una
aglutinacion de las células sobre el fondo (Figura VI.5.C). Estos resultados, sumados a los del gen livK,
fortalecen la posibilidad del rol del complejo transportador, conformado por ambos genes, como participe

de la tolerancia a la acidez en R. favelukesii.
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Figura VI.5. Curvas de crecimiento y determinacion de los tiempos de duplicacion correspondientes al mutante R.
favelukesii LPU83-braD" y a la cepa salvaje, a pH 7,0 y 4,6. A. Curvas de crecimiento para la cepa mutante y salvaje. B.
Tiempos de duplicacién a cada pH, siendo los mismos significativamente diferenciales (test de Tukey, a: 0,05). Los datos
estadisticos se realizaron a partir de 3 réplicas biolégicas independientes. C. Fenotipo de crecimiento en microplaca para
la cepa mutante y la para la cepa salvaje en condiciones neutras y de acidez. Los controles corresponden a medio GS sin
inocular. La Figura es representativa de 3 réplicas bioldgicas.

Mutante en LPU83_2016.

Por ultimo, se estudié el fenotipo en acidez del mutante en LPU83_2016, denominado R. favelukesii

LPU83-2016". Las curvas de crecimiento se realizaron a través del lector de microplacas para la cepa salvaje

y mutante. En la Figura V1.6 se puede observar que la cepa mutante en LPU83_2016 no presenta diferencias

en las curvas de crecimiento comparado con la cepa salvaje, tanto a pH acido como neutro. Estos resultados

sugieren que este gen no seria indispensable en el crecimiento en condiciones de acidez.
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Figura VI.6. Curvas de crecimiento y determinacion de los tiempos de duplicacién correspondientes al mutante R.

favelukesii LPU83-2016" y a la cepa salvaje, a pH 7,0 y 4,6. A. Curvas de crecimiento para la cepa mutante y salvaje. B.
Tiempos de duplicacion a cada pH, siendo los mismos significativamente diferenciales (test de Tukey, a: 0,05). Los datos

estadisticos se realizaron a partir de 3 réplicas bioldgicas independientes.
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VI.4.b. Caracterizacion de la cinética de muerte en acidez de los mutantes.

Una manera de evaluar la funcién de un gen frente a un estrés determinado es observar si una mutacién
del mismo puede producir alteraciones en el crecimiento de la bacteria. Sin embargo, la ausencia de un
cambio fenotipico no necesariamente indica que ese gen no esté involucrado en la supervivencia al estrés.
Por esta razén, también resulta de interés evidenciar el fenotipo de cepas mutantes en condiciones de estrés
severo (muerte celular). En consecuencia, como parte de la caracterizacion fenotipica se evalué también la
cinética de muerte de los mutantes a pH acido. El comportamiento de la cepa salvaje a pHs inferiores a 4,0
se evalud en el tercer capitulo de este trabajo (Capitulo I1l.2.d). Teniendo en cuenta dichos resultados, se
decidio utilizar un valor de pH de 3,5 para evaluar el porcentaje de sobrevida de las cepas mutantes en el
transcurso de 2 hs de exposicién al estrés severo. Para este ensayo, se seleccionaron de manera
representativa dos de los cuatro mutante descriptos anteriormente, un mutante que haya mostrado un
fenotipo diferencial en el crecimiento y uno que no lo presentara. De este modo, las cepas que se
caracterizaron en este estudio fueron las cepas mutantes en /ivK y en LPU83_2016. En la Figura VI.7 se
muestran los valores del tiempo de reduccién decimal (D= 1/pendiente del logufc/ml en funciéon del tiempo).
D, es el tiempo en el cual el nimero de células viables se reduce en un factor de 10. Ambos mutantes
presentan una disminucién en el tiempo de reduccidon decimal cinco veces menor a la cepa salvaje. Es decir,
que los mutantes presentan una velocidad de muerte significativamente mayor frente a la condicién de

estrés acido ensayada.

Figura VI. 7 Determinacion del tiempo de reduccion

decimal (D) en medio GS a pH 3,5. Valores del tiempo de

a reduccion decimal (D) obtenidos por exposicién a pH 3,5 de
las células provenientes de las cepa salvaje y mutantes en

livk, y LPU83_2016. El valor D corresponde al tiempo en el

que el nimero de células viables se reduce en un factor 10,

y se calcula como el médulo de la inversa de la pendiente de

cada una de las rectas que resultan de graficar log ufc/ml en

b funcién del tiempo post-exposicion al acido. Las barras de
error corresponden a la varianza de 3 ensayos

independientes. Las pendientes de los mutantes presentan

& diferencias significativas con respecto al mutante (test de
,‘9" Tukey, a=0,05).
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VL5. Evaluacion del fenotipo en respuesta a la acidez de una cepa de R.

favelukesii carente de plasmido simbiético.

Como se ha descripto previamente, R. favelukesii contiene 4 pldsmidos, entre los que se encuentra
incluido el plasmido simbidtico (pLPU83b). En el capitulo anterior al analizar la localizacidon gendémica de los
GED se observo que una gran parte de estos genes pertenecian al plasmido simbidtico (pSym). De hecho, el
60 % de los genes de este plasmido presentaron una expresion diferencial en condiciones de estrés acido

(Figura V.4). Estos resultados impulsaron el interés de determinar cémo seria el comportamiento fenotipico
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de una cepa de R. favelukesii que no contuviera dicho plasmido frente al estrés acido. En consecuencia, se

propuso evaluar el fenotipo resultante ante la ausencia de gran nimero de genes (el total de genes del pSym).

VI.5.a. Obtencion de una cepa de R. favelukesii curada de su pldsmido simbiotico.

Para evaluar el impacto de la carencia de todo un replicén en la tolerancia a la acidez es necesario, en
primer lugar, obtener una cepa de R. favelukesii que no contenga dicho replicon. En este sentido, a fin de
curar el pldsmido simbidtico de este rizobio, se propuso curarlo por incompatibilidad. La incompatibilidad
plasmidica es una caracteristica que estd asociada al mecanismo por cual los pldsmidos controlan el inicio de
la replicacion y herencia estable. Los pldsmidos pertenecientes a un mismo grupo de incompatibilidad
comparten estos mecanismos y, como consecuencia, no pueden ser coheredados en forma estable. Es decir,
dos plasmidos son incapaces de coexistir en la misma célula si sus funciones de replicacién y particion
interfieren, por ende, son incompatibles. Aprovechando esta caracteristica, se planteé como estrategia
introducir, en R. favelukesii, una copia de la regién de replicacion y particién repABC de su pSym en el
plasmido pCR 2.1-Topo. El plasmido incompatible con el pSym de R. favelukesii se denominé TOPO-repABC-
mob. Una vez obtenido dicho plasmido se introdujo por conjugacion en R. favelukesii. Como receptora de la
conjugacién se utilizé una cepa de R. favelukesii que contiene el gen de resistencia a gentamicina (Gm)
interrumpiendo el gen nodH (ubicado en el plasmido simbidtico). El uso de esta cepa permitié monitorear la
pérdida del plasmido simbidtico por perdida de la resistencia a Gm. Luego, con las bacterias transconjugantes

sensibles a Gm, se corrobord la pérdida del pSym a través de distintos ensayos (ver 11.3.i).

VI.5.a.1. Analisis del contenido plasmidico de los transconjugantes Gm sensible.

Para avanzar en la caracterizacién de los transconjugantes obtenidos, se analizé el contenido plasmidico
de cada uno por la técnica de lisis in situ en geles de agarosa. Esta técnica permite visualizar facilmente el
contenido gendmico de las bacterias evidenciando la presencia de plasmidos de alto peso molecular. En la
Figura VI.8 se observa el perfil plasmidico de la cepa salvaje de R. favelukesii, donde se puede notar la
presencia de 3 bandas correspondientes a sus 4 plasmidos. Esto se debe a que la resolucién de la técnica no
permite discriminar entre el plasmido pLPU83c y el pSym (pLPU83b), ya que la diferencia de tamafio entre
ambos no es suficiente para poder visualizarlos con esta técnica de manera individual. En la Figura V1.8
también se muestran los perfiles plasmidicos de los posibles candidatos (bacterias transcojungantes sensibles
a Gm). En este sentido, todos los candidatos presentan las 3 bandas correspondientes a la cepa salvaje,
denotando ser todas R. favelukesii. Pero sélo cuatro de ellos presentan, ademas, una banda adicional del
tamafo correspondiente al plasmido introducido por conjugacién (ver perfil de la cepa donadora). Estos
cuatro perfiles confirman la presencia del plasmido construido en estos cuatro candidatos. De este modo, la
presencia del pldasmido TOPO-repABC-mob en estas cepas, junto a la ausencia de la resistencia a gentamicina
de las mismas, sustentan la posibilidad de la pérdida del pSym en estos candidatos. Sin embargo, la
imposibilidad de distinguir entre el plasmido pLPU83c y el pSym hace necesario verificar por alguna otra

técnica la ausencia de este ultimo.
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VI.5.a.2. Busqueda de la pérdida de secuencias especificas del pSym por PCR.

A partir de los clones en los que se observo la presencia del plasmido TOPO-repABC-mob se realizaron
reacciones de amplificacion con cebadores especificos para marcadores ubicados a lo largo del pSym. En la
Figura VI.9 se muestran los resultados obtenidos para cuatro marcadores, donde se observa que sélo el clon

16 no presentd amplificacién para ninguna las secuencias evaluadas.

Figura VI.8. Perfiles plasmidicos de las posibles cepas curadas de su pldsmido simbidtico. Se presentan los perfiles plasmidicos de 16
transconjugantes (Gm?®) junto a los perfiles de R. favelukesii LPU83-nodH' y la cepa de E. coli $17 que contiene el plasmido TOPO-repABC-
mob (plasmido con la regidn repABC a transferir). Los recuadros amarillos indican la presencia del plasmido TOPO en el entorno genémico
de R. favelukesii.

VI.5.a.3. Ensayos de nodulacién

Para seguir avanzando hacia la confirmacion de la ausencia del pSym, se propuso evaluar la capacidad de
nodulacién del clon 16. Ensayar esta capacidad resulta de interés dado que al no contener pSym esta cepa
no deberia ser capaz de nodular. A tal efecto, se realizaron ensayos de nodulacién con plantas de alfalfa en
placas de Petri con agar-Fahraeus como soporte. Las plantas se inocularon con el clon 16 y, como control,
con la cepa salvaje de R. favelukesii LPU83 y Ensifer meliloti 2011. En la Figura VI.10 se observa que el rizobio
eficiente de alfalfa, E. meliloti 2011, produjo la formacién de nddulos al igual que la cepa salvaje de R.
favelukesii. Sin embargo, esta ultima produjo un menor nimero de nédulos. Ambos resultados coinciden con
los resultados esperados para estas cepas. Al observar las plantas inoculadas con el clon 16, ninguna mostré
la presencia de nddulos al igual que el control negativo. La pérdida de la capacidad de nodulacién evidenciada

sugiere fuertemente que se produjo la eliminacién del plasmido simbidtico en el clon 16.
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Figura V1.9. Amplificacion por PCR de marcadores especificos del pSym de R. favelukesii. Se muestran los resultados de las
amplificaciones, utilizando cebadores de 4 marcadores diferentes del pSym, para los cuatro candidatos de R. favelukesii que
contienen el plasmido TOPO-repABC-mob. Para cada PCR se muestran los controles positivo y negativo respectivamente. L100:
Marcador de PM A. Cebadores que amplifican una regién del gen nodC. B. Cebadores 12t, amplifican regiones a lo largo del pSym
utilizados previamente por el grupo de trabajo para completar la secuenciacion de R. favelukesii LPU83. C. 32t. D. 43t, idem B.

VI.5.a.4. Secuenciacién

Como confirmacién final de que el clon 16 perdié su pSym, se realizd6 una secuenciacién de alto
rendimiento de dicha cepa (Capitulo 11.3.h). Con respecto a la secuenciacion se obtuvo un nimero de lecturas
alineadas de 410.981. Asimismo, el nimero de bases ensambladas fue de 84.212.265 y se obtuvo una
cobertura del 12,72. Por otro lado, se muestra en la Figura VI.11 que proporcién de las lecturas totales
obtenidas mapea con cada replicdn. A su vez, esta proporcidn se compara con la proporcién del genoma que
pertenece a cada replicon (proporcidn esperada). En este sentido, se puede observar que estas dos
proporciones se mantienen para todos los replicones salvo para el caso del plasmido simbidtico (pLPU83b).
En este replicon se evidencia que la proporcidon obtenida es mucho menor (0.45 %) a la esperada (7,0 %).
Cabe destacar que la pequefia cantidad de lecturas que mapearon con la secuencia del plasmido simbidtico
se deben en su mayoria a secuencias repetitivas (transposasas, integrasas y secuencias de insercion).
También en este porcentaje, se encuentra incluida la secuencia de la regién repABC clonada en el vector
comercial TOPO. Estos resultados confirman de manera contundente la ausencia del pSym en el clon 16.
Como consecuencia de todas las evaluaciones realizadas podemos afirmar que el clon 16 corresponde a una

cepa de R. favelukesii curada de su plasmido simbiético, la cual se denomind R. favelukesii LPU83-pSym’.
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Figura VI.10. Capacidad de nodulacion del clon 16 de R. favelukesii en alfala. Se muestran los ensayos de nodulacién en alfalfa del clon 16,
la cepa salvaje de R. favelukesii LPU83, E. meliloti 2011 y un control negativo donde las plantas se inocularon con Fahraeus esteril. Los circulos
rojos destacan los nddulos presentes en cada caso. Se muestran 4 plantas por placa para cada tratamiento. Cada una de las placas es

representativa de 3 placas realizadas de manera independientes.
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Figura VI.11. Porcentaje de secuencias pertenecientes a cada
replicon del clon 16 y de la cepa salvaje. En barras grises se
representa la proporcion del nimero de lecturas que mapean
en cada replicon con respecto al nimero total de lecturas. En
barras negras se representa la proporcion de pares de bases de
cada replicon sobre el numero total de pLPU83b del genoma.
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VI.5.b. Cinética de crecimiento de R. favelukesii LPU83-pSym en condiciones de estrés dcido.

Una vez obtenida la cepa de R. favelukesii curada de su plasmido simbidtico se prosiguié a determinar su
respuesta a la tolerancia a la acidez, evaluando en primer lugar su cinética de crecimiento. A tal efecto se
realizaron las curvas de crecimiento de dicha cepa a pH 7,0 y a pH 4,6 a través del uso de un lector
automatizado de micro placas. La Figura VI.12 muestra las curvas de crecimiento obtenidas para la cepa
salvaje y para R. favelukesii LPU83-pSym'. Se puede observar que la cepa curada de su plasmido simbidtico
presenta una cinética de crecimiento similar a pH neutro. Sin embargo, en condiciones de acidez presenta
una mayor velocidad evidenciada en el menor tiempo de duplicaciéon. Agregando a lo anterior, esta curva
presenta un caracter intermedio entre la condicion estresada y control de la cepa salvaje. Estos resultados
sugieren que la ausencia del pSym podria otorgarle una ventaja a dicha cepa frente a las condiciones de
estrés acido y concuerdan con el hecho de que la mayoria de los GED ubicados en este replicén se

encontraron inhibidos.
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Figura VI.12. Cinética de crecimiento de R. favelukesii LPU83-pSym’. A. Curvas de crecimiento para la cepa salvaje y para la
cepa curada de su plasmido simbiotico en condiciones de neutralidad y bajo estrés dcido. B. Tiempos de duplicacién para cada
una de las curvas, siendo los mismos significativamente diferenciales (test de Tukey, a: 0,05). Los datos estadisticos se realizaron
a partir de 3 réplicas bioldgicas independientes.

VI.5.c. Cinética de muerte de R. favelukesii LPU83-pSym en condiciones de estrés dcido.

Para ampliar la caracterizacién de la ausencia del plasmido simbidtico en condiciones de acidez. Se evalué
también la contribucién de su ausencia bajo un estrés acido severo. De este modo, se realizd la cinética de
muerte del clon 16, de manera de evidenciar si presenta diferencias con la cepa salvaje. En este sentido, los
resultados mostraron que la cepa salvaje y R. favelukesii LPU83-pSym™ no presentan diferencias significativas

en el porcentaje de sobrevida cuando ambas son expuestas a un pH de 3,5 (Figura VI.13). Estos resultados
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sugieren que la ausencia del plasmido simbidtico no le otorga una mayor resistencia en la sobrevida a pHs

acidos donde ya no le es posible crecer.

Figura VI.13. Porcentaje de sobrevida de R. favelukesii LPU83
pSym’. Se representa el porcentaje de sobrevida de la cepa
salvaje y la cepa curada de su pldsmido simbidtico luego de una
exposicion por 4 horas a un pH de 3,5 en medio GS. Ambas
cepas no presentan diferencias significativas (t-test). El andlisis
estadistico fue realizado con 3 réplicas bioldgicas para cada
condicién.

% SOBREVIDA

En este capitulo se ha avanzado en la caracterizacién de GED en respuesta a la acidez de R. favelukesii a
través de distintos enfoques. En primer lugar, se verificaron los niveles de expresién de los GED
seleccionados, a través de una técnica no masiva, como la RT-PCR, observando concordancia entre las por

las 3 técnicas (RT-PCR, proteomica y transcriptomica).

Por otro lado, a partir de los estudios de expresién masivos, surgié la pregunta de si la envoltura celular
podria estar alterada en condiciones de estrés acido. En este sentido, a través de un ensayo de determinacién
de la actividad B-galactosidasa se pudo demostrar que R. favelukesii presenta una disminucion en la

permeabilidad de la membrana en condiciones de acidez.

Con el propdsito de estudiar la relevancia en la respuesta a la acidez de ciertos GED identificados en los
capitulos anteriores se construyeron mutantes y se los evalud en su respuesta al estrés acido a través de
curvas de crecimiento y de muerte (/ivk, braD, LPU83_2016 y LPU83_pLPU83_2016). Los distintos mutantes
evaluados mostraron un fenotipo diferencial comparado con la cepa salvaje en condiciones de acidez (ya sea

durante el crecimiento y/o la sobrevida de los mismos).

Como ya se ha mencionado en el Capitulo V, como resultado del analisis transcriptdmico se observé que
un 60 % de los genes del pSym presentaron una expresion diferencial, motivo por el cual resulté interesante
estudiar la respuesta de R. favelukesii a la eliminacién de un nimero importante de GED, a través de una
cepa curada del pSym, bajo condiciones de estrés acido. A partir de una estrategia por incompatibilidad
plasmidica, se generé dicha cepa y se evidencié un menor tiempo de duplicacién en condiciones de acidez
comparado con su cepa parental. En contraste, no presentd diferencias significativas con respecto a la cepa
salvaje en el porcentaje de sobrevida cuando las células se exponen a un pH de 3,5. Se puede suponer que la
menor expresion de los genes presentes en el pSym ante el estrés acido, contribuye con un gasto de energia

que en la cepa curada no sucede, aportando asi energia extra para el crecimiento.
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El conjunto de estos resultados apoya y pone de manifiesto la utilidad, potencia y fiabilidad de los
resultados obtenidos con las técnicas masivas utilizadas. De esta manera, estas técnicas brindan una gran
cantidad de informacién sobre lo que ocurre en las células estresadas a nivel molecular. Asimismo, acttan
como indicadores sobre qué genes focalizar el estudio en mayor profundidad, permitiendo obtener un
panorama global y detallado de la respuesta al estrés en general, y en particular de este trabajo, sobre la

tolerancia a la acidez en R. favelukesii LPU83.
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VII. 1. Discusion general.

La tolerancia a la acidez es un fendmeno complejo. El estudio de los mecanismos que permiten la
adaptacién de los microorganismos a condiciones de estrés 4cido ha sido indagado por mas de cincuenta
afos. En particular, en los rizobios, la capacidad de los mismos de tolerar acidez representa una ventaja
adaptativa frente al entorno y frente a la interaccidon con la planta hospedadora. Asi, la tolerancia a la acidez
de los rizobios como cardcter fenotipico para la seleccidon de cepas inoculantes, ha sido considerada como
una caracteristica que influye positivamente en el establecimiento de la simbiosis en condiciones de acidez
(Howieson et al., 1988). En consecuencia, esta caracteristica ha sido buscada y estudiada ampliamente con
propdsitos agrondmicos (Del Papa et al., 1999). Décadas atras, los esfuerzos dirigidos hacia la caracterizacién
de la tolerancia a la acidez en rizobios llevaron a encontrar los primeros genes asociados, genes act (acid
tolerance), a través de mutagénesis e identificacion de fenotipos sensibles a dicho estrés (Tiwari et al., 1996,
Tiwari et al., 1996). Ailos mas tarde, se sabe que lejos de ser una respuesta en consecuencia de un Unico
regulador, la respuesta involucra numerosos genes. Por lo tanto, el estudio y/o manipulaciéon de un Unico
determinante resulta poco conveniente. En este contexto, la caracterizacion a nivel global (6mica) de la
bioquimica del estrés acido resulta una alternativa valiosa para aportar claridad a los cambios bioquimicos y

fisiolégicos generales que participan en los rizobios.

Teniendo en cuenta la respuesta pleiotrépica de la tolerancia a la acidez en los rizobios, en este trabajo
se ha abordado, mediante protedmicay transcriptémica, la caracterizacion de la respuesta al estrés acido de
una especie rizobiana particular, R. favelukesii. Estos rizobios tienen como caracteristica ser tolerantes a la
acidez, muy competitivos para la nodulacion de alfalfa, pero ineficientes en la fijacién bioldgica de nitrégeno.
Estas caracteristicas lo posicionan como un rizobio mas parasitico que simbiédtico, y lo convierte en un
potencial factor de riesgo al competir con el rizobio eficiente, E. meliloti. Como se ha presentado en el
Capitulo 1ll, se ha podido establecer una condicién de estrés acido que refleja primordialmente diferencias
fisiologicas derivadas de la acidez extracelular. Dicha condicidn se seleccioné a partir de establecer el valor
extremo de acidez que aun es compatible con el crecimiento de R. favelukesii, valor que corresponde a un
pH de 4,6 en medio GS. En este sentido, los ensayos realizados mostraron un estrecho margen en el que
pequefios cambios en el pH resultaron criticos para mantener el crecimiento. Asi como la disminucién de 0,5
unidades de pH, revierte la situacidon de crecimiento hacia la muerte celular, un aumento de pH de igual
magnitud, hace que crezca normalmente (Figura Ill.1). La habilidad de sobrevivir en condiciones de pH
inferiores a 4,6 también se evalud, encontrando que un valor de pH de 3,0 resulta en una condicién radical,
dificil para sostener la sobrevida de este rizobio en el tiempo (Figura I1l.4). El conjunto de resultados confirma
la elevada capacidad de tolerancia a la acidez de R. favelukesii comparada con otros rizobios, como por
ejemplo E. melitotiy E. medicae (Lowendorf et al., 1981, Graham, 1994, Del Papa et al., 1999). Dentro de los
mecanismos descriptos de tolerancia a la acidez se destacan los mecanismos que se centran en la proteccién

del periplasma de los efectos de un medio 4cido, mediante la sintesis de chaperonas y mecanismos que
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incrementen el pH a nivel local (periplasma). Un hecho particularmente interesante respecto del crecimiento
de R. favelukesii en estas condiciones, ha sido la capacidad de reducir la acidez extracelular en paralelo a su
crecimiento exponencial (Figura Ill.1). Este hecho, implicaba que R. favelukesii podia estar implementando
como mecanismo de tolerancia a la acidez incrementar el pH extracelular. Se generd entonces la incégnita
de si R. favelukesii necesita incrementar primero el pH para su posterior crecimiento o si realmente es capaz
de crecer en el pH 4,6 sin modificar el pH del medio extracelular. A través de cultivos en los que el pH
extracelular se mantuvo constante, se pudo dilucidar que el incremento de pH asociado al crecimiento no es
condicion necesaria para que este rizobio crezca en estas condiciones de acidez (Figura I11.3). Ahora bien,
queda sin resolver cdmo R. favelukesii logra este comportamiento. Una posibilidad, es que esta cepa genere
un aumento en el pH extracelular a través de la liberacién de alguna molécula al medio como resultado de
su actividad metabdlica a pH 4,6. Cabe destacar, que este tipo de comportamiento no ha sido descripto
practicamente en otros rizobios, con excepcidn de la cepa Rhizobium sp. PR389, capaz de nodular Pueraria
lobata (Willd.) Ohwi. Esta cepa presenta un fenotipo similar a R. favelukesii bajo estrés acido, ya que es capaz
de crecer hasta un pH de 4,5 con un aumento en el pH del medio extracelular asociado a su crecimiento (Lei
et al., 2011). Sin embargo, esta cepa no ha sido caracterizada por lo que resulta dificil obtener informacion

detallada de la misma.

Tomando en cuenta que la condicién natural del mundo microbiano es el cambio constante y en mas de
una variable, es razonable que los procesos adaptativos estén guiados por factores multiples y naturalmente
coexistentes. En los capitulos IV y V de este trabajo, se presenta un analisis protedmico y transcriptémico,
respectivamente, evaluando la respuesta global frente al estrés acido. El estudio del proteoma de una
situacioén celular permite la observacion directa de la mayoria de las especies proteicas existentes en cada
una de las condiciones a estudiar; por otro lado, el transcriptoma brinda una visién mdas amplia del genoma
expresado y permite acceder a genes de baja expresion, asi como a ARN regulatorios, que escapan al analisis
protedmico utilizado. Este hecho queda demostrado al comparar el nimero de determinantes detectados
en ambos analisis. El analisis trancriptémico revelé una cantidad considerablemente mayor de transcriptos
diferenciales (1924 GED) comparados con el nimero de proteinas diferenciales obtenidas del andlisis
protedmico (336 PED). Es decir, a través de la transcriptomica se pudieron identificar casi seis veces mas
determinantes diferenciales que por protedmica. Tal diferencia es consecuencia, en parte, del método de
identificacién/cuantificacion de ambas técnicas. En este sentido, la técnica shotgun proteomics (ver 11.6.b)
utilizada en este trabajo, provee una medida indirecta de proteinas a través de péptidos derivados de la
digestion proteolitica de las proteinas intactas. La identificacién de los péptidos se logra por comparacion de
los espectros de masa en tandem derivados de la fragmentacion de los péptidos, con los espectros tedricos
de la digestion in silico a partir de una base de datos proteica. Luego, la identificacion de las proteinas se
logra a partir de la asignacion de las secuencias peptidicas a cada proteina. Cabe destacar que, de cada
fraccién de muestra que sale de la cromatografia de alta resolucion e ingresa al espectrémetro de masas, se

seleccionan diez péptidos, del conjunto de péptidos presentes para realizar la identificacion descripta. La

122



Tesis Doctoral Capitulo ViI Juliet F. Nilsson
seleccidn de estos diez péptidos estd supeditada a su “calidad de vuelo” y a su abundancia. A pesar de que
este proceso se repite varias veces sobre la misma muestra que ingresa, la mayoria de los péptidos de la
muestra son identificados. Sin embargo, péptidos con una proporcién o calidad de vuelo inferior, pueden
pasar desapercibidos al encontrarse inmersos con otros péptidos de mejores caracteristicas. A pesar de esta
dificultad, la técnica de shotgun proteomics brinda informacién valiosa sobre la presencia real de las
proteinas en el momento celular que se desea estudiar, permitiendo la identificacion de numerosas proteinas
a partir de una mezcla compleja (Gunawardena et al., 2013, Heunis et al., 2014, Otto et al., 2014, Shalit et

al., 2015).

La comparacion de los resultados obtenidos a través del analisis protedmico y transcriptdmico, evidencia
en ambos un mayor nimero de determinantes reprimidos que sobre-expresados en condiciones de acidez.
Una visién mas detallada a nivel global revela que las categorias funcionales que contuvieron una cantidad
considerable de determinantes diferenciales coincidieron en ambos anélisis. Dichas categorias corresponden
a sistemas de transporte y metabolismo de aminoacidos (COG E) y a la produccién y conversion de energia
(COG C) (Figuras IV.5 y V.4). A su vez, un analisis minucioso sobre el nivel de correlacion de ambas técnicas
evidencid coherencia al comparar los valores de expresién de cada uno de los determinantes diferenciales
detectados, tanto por protedmica como por transcriptémica. Como resultado de este andlisis, se encontrd
que de las 336 PED totales, 208 presentaron la misma tendencia en la expresién a nivel de transcripto. En la
Tabla A.3, se puede ver la correlacién de los valores obtenidos en cada una de las técnicas para estas 208
PED. Se debe mencionar que para esta comparacion se utilizaron todos los genes identificados en el
transcriptoma. En efecto, muchas de las 208 PED presentan un nivel de transcripto por debajo del nimero
de corte definido para los GED detectados en el RNA-Seq. Sin embargo, coinciden en la tendencia de
expresion. La eleccion del punto de corte en la mayoria de los estudios de analisis masivo es controversial.
Generalmente, para minimizar la cantidad de GED presumiblemente falsos, se eligen valores de corte altos,
aceptando asi, la posibilidad de descartar genes que si se expresen diferencialmente pero en una menor
proporcidn. En nuestro andlisis, por ejemplo, el punto de corte seleccionado excluye a todos los transcriptos
con un nivel de expresién que sea menor al doble (por ejemplo un foldchange de 1,5). No obstante, varios
de estos transcriptos probablemente sean diferenciales y, quizas, relevantes en la tolerancia a la acidez. Por
otro lado, el hecho de que los valores numéricos de foldchange obtenidos en cada técnica no coincidan, no
necesariamente representa una incorrecta representacion de lo que sucede a nivel celular. Para aclarar este
concepto se deben contemplar varios factores, ya que la expresién de los genes estd regulada a diferentes
niveles (Kozak, 1983, Gilbert, 2000, Kaberdin & Blasi, 2006, Picard et al., 2009). En este sentido, muchos
factores influyen en la velocidad de traduccion de un ARNm a proteina, asi como en la modificacion
postraduccional de la proteina, su destino y finalmente su degradacién. Un factor crucial en la expresién
génica es la concentracion celular del correspondiente ARNm, la cual depende de su velocidad de sintesis y
de degradacién. Con respecto a esto, las vias de degradacidn garantizan que los ARNm no se acumulen en la

célula y sean causa de la sintesis de proteinas innecesarias. Un cambio en las velocidades de sintesis o de
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degradacion conduce a la acumulaciéon o a la disminucién neta del ARNm. Por ende, un cambio de n veces en
un ARNm no siempre significa un cambio de n veces de su producto proteico. Asi, el nivel de expresién

transcripcional no necesariamente debe coincidir con el nivel de expresidén protedmico.

Como ya se ha mencionado, la respuesta a la acidez en rizobios es una respuesta multigénica vy, a partir
de los resultados obtenidos en este trabajo, se puede afirmar que R. favelukesii no escapa a ello. Estudios
previos han demostrado que diferentes bacterias comparten respuestas generales frente a condiciones
medioambientales, como el estrés acido (Boor, 2006, Yuan et al., 2008). Esta respuesta general, usualmente
involucra el metabolismo celular y la respiracién, asi como también, la sintesis de aminoacidos y proteinas;
motilidad y quimiotaxis y mecanismos de reparacién celular, entre otros. Dentro de lo que podria ser parte
de una respuesta metabdlica general frente al estrés, en el metabolismo de R. favelukesii se observan
cambios como consecuencia a la gran demanda energética que les representa a las células crecer frente a
esta condicién. En efecto, los determinantes involucrados en el metabolismo de la respiracion celular, como
el ciclo de los acidos tricarboxilicos y la fosforilacién oxidativa, se encuentran sobre-expresados en
condiciones de acidez (Figuras VII.1 y VII.2). Conjuntamente con esto, también se encontraria aumentada la
via de las pentosas-fosfato. La entrada de la glucosa 6-fosfato en la glucélisis o en la ruta de las pentosas-
fosfato esta determinada mayoritariamente por las concentraciones relativas de NADP* y NADPH. Cuando la
célula estd convirtiendo rapidamente NADPH en NADP* a través de reducciones biosintéticas, aumenta el
nivel de NADP*, lo que estimula alostéricamente la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, e incrementa, de este
modo, el flujo de glucosa 6-fosfato a través de la ruta de las pentosas-fosfato. En este sentido, esta ultima
via es la principal via productora de NADPH. EI NADPH es un co-factor fundamental que proporciona poder
reductor en la biosintesis de biomoléculas como ARN, ADN, aminoacidos y un gran niumero de co-enzimas
(ATP, NADH, FADH2 y coenzimaA). De este modo, la utilizacién de carbono a través de la via de las pentosas
por R. favelukesii denota un incremento en la necesidad de generar intermediarios y poder reductor por las
células expuestas a las condiciones de estrés acido. Este hecho indica que una gran parte de la energia
necesaria, asi como del carbono utilizado, son dirigidos hacia la biosintesis en estas condiciones. Este
aumento en la biosintesis se ve sustentado con la evidencia de una mayor expresion observada en las enzimas
y ARN involucrados en la sintesis de proteinas y en la biosintesis de aminoacidos. En particular, la ribosa 5-
fosfato (intermediario de la via de las pentosas fosfato) es precursor de la sintesis de nucledtidos e histidina.
De manera notoria, se observod que varias enzimas de la biosintesis de histidina presentaron mayor expresion
frente al estrés. Hecho que resulta relevante dado que el aumento de este aminoacido en el citoplasma
podria ser una respuesta especifica al estrés acido (ver Capitulo IV y V). En este sentido, Broadbent et al.
(2010), a partir de un estudio transcriptomico y fisiolégico de Lactobacillus casei ATCC 334 en respuesta al
estrés acido, sugirieron que la acumulacién de histidina intracelular podria contribuir a la respuesta ATR de

dicha bacteria, pudiendo atribuirse dicha acumulacion a una posible capacidad como buffer intracelular.
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La mayor actividad en la via de las pentosas-fosfato, junto con la gran demanda energética, recae
inexorablemente sobre el ciclo de los acidos tricarboxilicos. A pesar del papel central que juega este ciclo en
el metabolismo energético, su funcién no se limita a la conservacidén de la energia. Varios de sus
intermediarios actuan de precursores de una amplia gama de productos. De este modo, el ciclo de los acidos
tricarboxilicos es una ruta anfibdlica, es decir, que sirve tanto para procesos anabdlicos como catabdlicos. En
este sentido, el ciclo proporciona diversos precursores para muchas de las vias biosintéticas. Sus
intermediarios se utilizan, por ejemplo, para sintetizar otros aminodcidos asi como los nucledtidos. La
regulacion del ciclo estd dada por sus productos finales, como ATP y NADH, y por sus sustratos NAD* y ADP,
gue actuan como inhibidores y estimuladores, respectivamente. Tomando en cuenta todo lo descripto hasta
aqui, el ciclo de los acidos tricarboxilicos probablemente, ademds de participar en la respiracion celular y
como parte del catabolismo para la obtencion de la aparentemente tan demandada energia en estas
condiciones, también seria clave en el aporte de precursores de manera de satisfacer el aumento en las

reacciones biosintéticas en condiciones de acidez (Figura VII.2).
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Figura VII.1. Esquema de la fosforilacion oxidativa en el que se representa la expresion diferencial tanto de los transcriptos como de las proteinas
involucrados como respuesta al estrés dcido en R. favelukesii. El esquema fue realizado a través de la herramienta KEGG Mapper. La expresion a
nivel de transcripto se representa en la parte superior de cada proteina, mientras que la expresioén a nivel protedmico se representa en la parte
inferior. El color rojo representa una mayor expresion en acidez. El color azul representa una menor expresion en acidez (mayor expresion en
neutralidad). En verde se muestran las enzimas que estan presentes en el genoma de R. favelukesii y en blanco las que se encuentran ausentes.
Estas evidencias apoyan de modo directo la presuncion de que el crecimiento en acidez en los cultivos se
desarrolla con un deterioro marcado de componentes celulares, con mayores tasas de recambio de los
mismos, y como consecuencia de ello, con una mayor actividad biosintética a expensas de mayor gasto de
poder reductor (NADPH) y de energia (ATP) (Booth, 2002, Draghi et al., 2016). En concordancia con esto,

parte de la respuesta de R. favelukesii involucra un gran nimero de chaperonas, proteasas y varias enzimas
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asociadas a la reparacién celular, denotando de manera fehaciente el deterioro celular. Las chaperonas, a su
vez, han sido descriptas por tener un rol importante en la tolerancia a la acidez. De manera coincidente, este
comportamiento metabdlico general frente al estrés acido, ha sido evidenciado en E. meliloti por Draghi et

al. (2016).

Por su parte, la via de las pentosas-fosfato también ha sido descripta por participar en contrarrestar los
efectos perjudiciales de los radicales libres (Wood, 1986). En este sentido, el aumento en la fosforilacion
oxidativa puede traer aparejado un aumento en las especies reactivas de oxigeno. En los capitulos previos,
ha sido descripto un incremento en la expresién de enzimas asociadas al estrés oxidativo (sodB, sodC).
Asimismo, se debe considerar, también, que dicha respuesta podria estar relacionada con el efecto de
proteccion cruzada. Por ejemplo, en Staphyloccoccus aureus, cepas mutantes en el gen sod (relacionado con
estrés oxidativo) mostraron una mayor sensibilidad al estrés acido (Clements & Foster, 1999). Otros ejemplos
de proteccion cruzada se evidenciaron en Campylobacter jejuni y Lactobacillus plantarum ZDY2013, donde
se observé que células expuestas previamente a estrés dcido presentaban un aumento en la resistencia al

estrés oxidativo (Askoura et al., 2016, Huang et al., 2016).
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Figura VII.2. Esquema del ciclo de los dcidos tricarboxilicos en el que se representa la expresion diferencial tanto de los transcriptos como de las
proteinas involucrados como respuesta al estrés dcido en R. favelukesii. El esquema fue realizado a través de la herramienta KEGG Mapper. La
expresion a nivel de transcripto se representa en la parte superior de cada proteina, mientras que la expresién a nivel protedmico se representa en
la parte inferior. El color rojo representa una mayor expresion en acidez. El color azul representa una menor expresién en acidez (mayor expresion
en neutralidad). En verde se muestran las enzimas que estdn presentes en el genoma de R. favelukesii y en blanco las que se encuentran ausentes.
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Mas alla de la respuesta general al estrés acido descripta hasta aqui, R. favelukesii también responde de
manera especifica al ambiente acido. Ejemplo de este tipo de respuesta involucran, posiblemente, la
produccién de GABA, modificaciones en la envoltura celular y en el peptidoglicano, entre otras. En lo que
respecta a la produccién de GABA, la sobreexpresidn de las enzimas responsables de su degradacion, sin una
posible via de sintesis; sumado al consumo de protones que se obtendria por las reacciones inversas de dichas
enzimas, permite hipotetizar que R. favelukesii podria estar produciendo GABA con el fin de aumentar el pH
intracelular (Figura 1V.8). Este mecanismo es bien conocido en E. coli, donde se produce GABA a través del
sistema GAD frente a un estrés acido (Capitani et al., 2003). Por otro lado, en nddulos de E. meliloti se ha
evidenciado un incremento de la concentracion de GABA vy los autores sugieren que dicho aumento estd
ligado a un control del pH citoplasmatico cuando la célula se encuentra en microarebiosis o anaerobiosis
(Miller, 1991, Vance, 1991). Apoyando la hipdtesis de produccién de GABA en condiciones de acidez por R.
favelukesii, en el capitulo VI se ha demostrado que mutantes en genes involucrados en un sistema
transportador del tipo ABC, involucrado en el transporte de GABA en A. tumefaciens, presentaron fenotipos
sensibles bajo condiciones de estrés acido. No obstante, para dilucidar lo que ocurre realmente con este
sistema, se debe avanzar en la caracterizacion molecular de dicho mecanismo como respuesta a la tolerancia

a la acidez.

Por otra parte, la funcidon que cumple la envoltura celular es un factor crucial frente a los constantes
cambios medioambientales y representa la principal barrera frente al estrés. En particular, muchas bacterias
cambian su envoltura en respuesta a un ambiente acido, como Shewanella oneidensis, E. coliy A. tumefaciens
(Jordan et al., 1999, Leaphart et al., 2006, Yuan et al., 2008). Para mantener la impermeabilidad de la
membrana hacia los H*, es critico controlar minuciosamente las aperturas de los canales y/u operaciones de
los sistemas de transporte (Booth, 2002). En este sentido, un andlisis transcriptomico de A. tumefaciens,
evidencid que el 24 % de los genes inducidos frente al estrés acido estaban relacionados con la envoltura
celular. En R. favelukesii, los resultados dmicos revelaron que este rizobio presenta la habilidad de responder
al estrés acido a través de la sintesis de una envoltura celular modificada, al igual que sucede con las bacterias
previamente nombradas. R. favelukesii podria estar modificando la estructura del peptidoglicano (Figura
VII.3) ya que, tanto a través de protedmica y/o transcriptémica, se han encontrado determinantes que
presentaron una expresién diferencial y concordante. Reforzando esto, en el Capitulo VI, se ha demostrado
que efectivamente las células expuestas al estrés acido presentan una menor permeabilidad en condiciones
de acidez (Figura VI.2). Dichas modificaciones podrian otorgarle a R. favelukesii una mayor barrera contra la
entrada de H*. Presumiblemente, otros componentes de la envoltura celular también podrian estar siendo
alterados como el EPS (Figura VII.4) y el LPS. Sin embargo, en estos casos, no hay una tendencia tan clara

como con el peptidoglicano.
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Figura VII.3. Esquema de la biosintesis del peptidoglicano en el que se representa la expresion diferencial tanto de los transcriptos como de las
proteinas involucrados en la respuesta al estrés dcido en R. favelukesii. El esquema fue tomado y modificado de Typas, et al. (2011). La expresion a
nivel de transcripto se representa en recuadros con linea punteada, mientras que la expresién a nivel proteémico se representa en recuadros
continuos. El color rojo representa una mayor expresion en acidez. El color azul representa una menor expresion en acidez (mayor expresion en
neutralidad).

Por otro lado, en la respuesta de R. favelukesii a |la acidez participa, probablemente, el gen IpiA (low pH-
inducible). Este gen ha sido descripto por ser inducido especificamente después de la exposicidn celular a
medios acidos, siendo el primer circuito regulador especifico del pH detectado en E. medicae (Tiwari, et al.,
2004, Reeve, et al., 2006). Sin embargo, su inactivacidon no resulta en un fenotipo sensible a la acidez (Reeve
et al., 1999, Reeve et al., 2006). En este sentido, se ha demostrado en varios rizobios que IpiA es regulado
positivamente cuando células, que se encuentran en vida libre, se exponen a condiciones acidas (Vinuesa et
al., 2003, Hellweg et al., 2009, de Lucena et al., 2010). Ademas, el gen que se encuentra directamente
corriente abajo de IpiA, acvB (acid virulence gene B), también presentd una mayor expresién en R. favelukesii.
Este gen, también ha sido descripto por ser sobre-expresado en condiciones de acidez en E. medicae y en R.
tropici CIAT899 (Vinuesa et al., 2003, Reeve et al., 2006). Sin embargo, el rol de estos genes en la tolerancia

a la acidez sigue sin estar completamente dilucidado.

Por otro lado, la ATP sintasa (FOF1-ATPasa), es capaz de sintetizar ATP usando el flujo de protones a favor
del gradiente electroquimico desde el exterior hacia el interior celular. Bajo condiciones acidas, ha sido
descripto que las bacterias acido lacticas emplean la ATPasa como bomba exportadora de protones para

mantener el pH intracelular (Papadimitriou et al., 2016). Esta reaccidn requiere ATP, ya que la expulsidon de
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protones desde el citoplasma hacia el exterior ocurre en contra del gradiente electroquimico (Papadimitriou

etal., 2016).
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Figura VIl.4. Esq de la biosintesis del polisacdrido en el que se representa la expresion diferencial

tanto de los transcriptos como de las proteinas involucrados en la respuesta al estrés dcido en R. favelukesii.
El esquema fue tomado y modificado de Reuber, et al. (1993). La expresion a nivel de transcripto se representa
en recuadros con linea punteada, mientras que la expresién a nivel proteémico se representa en recuadros
continuos. El color rojo representa una mayor expresion en acidez. El color azul representa una menor expresion
en acidez (mayor expresion en neutralidad).

Por otra parte, a partir de la caracterizacion realizada en este trabajo, se pudo evidenciar que el plasmido
simbidtico de R. favelukesii se encuentra vinculado de algin modo a tolerancia a la acidez, sin embargo,
resulta dificil predecir cémo. En el andlisis transcriptémico este plasmido presentd incluso mas genes
inhibidos que el cromosoma. Entre protedmica y transcriptémica, solamente un gen ubicado en dicho
pldsmido presenté una mayor expresion en condiciones de acidez. En contraposicién con estos resultados,
en E. meliloti ha sido descripto que varios genes del pSymA fueron sobre-expresados en acidez (Draghi et al.,

2016). Asimismo, el hecho de que una cepa de R. favelukesii curada de su plasmido simbidtico presente una
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ventaja frente a las condiciones de estrés (Capitulo VI), induce a preguntarse qué aspectos hacen que la
presencia del mismo perjudique su desempefio en estas condiciones. La primera hipdtesis que surge, se
relaciona con el fitness energético (Vogwill & MacLean, 2015, San Millan & MacLean, 2017). En esta direccion,
como se ha discutido previamente en esta seccidn, R. favelukesii presenta una mayor demanda energética
durante el estrés acido. Por lo que esta hipdtesis cobraria relevancia. Por otro lado, es dificil pensar que los
plasmidos simbidticos de los rizobios representen un coste energético alto para la célula, ya que los mismos
han evolucionado conjuntamente a través del tiempo en condiciones donde no existen presiones de
seleccidn para los mismos. Sin embargo, y en contraposiciéon a lo previamente mencionado, el plasmido
simbidtico de R. favelukesii LPU83 presenta evidencias de haber sido adquirido recientemente (Wibberg et
al., 2014), por lo que quizas la represidén sistematica de este elevado nimero de genes en el plasmido
simbidtico podria dar solidez a la hipdtesis del fitness energético. Este interrogante queda abierto a futuras
determinaciones. Igualmente, cabe destacar que una cepa de rizobio sin sus determinantes simbidticos no
posee ninguna relevancia desde el punto de vista agrondmico. Puesto que, a pesar de tener una mejor

respuesta frente al estrés acido, esta cepa es incapaz de participar en la simbiosis con sus plantas huésped.

Por ultimo, como respuesta al estrés dcido se detectaron, a través de los analisis dmicos, un gran nimero
de proteinas con dominios de reguladores transcripcionales (64), asi como también, un gran nimero de
proteinas hipotéticas (683). Dentro de ese gran nimero podrian encontrarse varias respuestas claves para la
caracterizacion molecular de la tolerancia a la acidez. En consecuencia, es de vital importancia avanzar sobre

el estudio bioquimico de estas proteinas y su relacion con la tolerancia a la acidez.

VIL.2 Conclusiones.

Los acercamientos “0micos” que se realizaron en esta Tesis han permitido caracterizar los cambios
bioquimicos a nivel de proteinas y ARN cuando las bacterias se cultivan en diferentes condiciones de pH
extracelular. La observacion conjunta de los cambios que operan en los rizobios al cambiar el pH externo, nos
ha permitido obtener una imagen molecular mas acabada del modo en que las células acomodan su actividad
metabdlica para hacer frente al desafio acido. Por otro lado, los acercamientos “émicos” nos han permitido
observar la marcada diversidad de funciones implicadas en la tolerancia a la acidez. Estos resultados, ademas
de proveer evidencia concreta sobre los cambios que operan a nivel molecular al cambiar el pH extracelular,
destacan la complejidad de la respuesta bacteriana a un estrés abidtico, como es la acidez. Estos estudios
6micos han generado, ademas, nuevos interrogantes acerca del rol de los genes con funcién aun desconocida

y cuyos estudios van a contribuir al avance de los conocimientos basicos de la naturaleza.

Las observaciones actuales sobre la caracterizacién de la tolerancia a la acidez de R. favelukesii LPU83 han
demostrado que este rizobio presenta dos tipos de respuestas. Por un lado, presenta una respuesta global

donde se observan grandes cambios en el metabolismo celular, incrementado asi la respiracién y la
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biosintesis celular; consecuencia en parte del deterioro celular producto de las altas concentraciones de
protones. En paralelo, R. favelukesii disparara varios mecanismos para afrontar y contrarrestar el estrés
acido, descriptos en su mayoria en otros organismos tolerantes a la acidez, como el metabolismo de GABA,

el aumento de la concentracién de histidina, cambios en el peptidoglicano, entre otros.

El presente trabajo brinda informacidn relevante sobre la tolerancia a la acidez en rizobios, que a pesar
de ser ampliamente estudiada, presenta muchas incertidumbres sin resolver. Los conocimientos aqui
volcados, brindan dianas para nuevos estudios que permitan conocer en profundidad otros mecanismos

involucrados en la adaptacion de las bacterias a los cambios de pH en el entorno.
VIL.3 Perspectivas.

En las practicas agricolas intensivas, el aporte de nitrédgeno al suelo a través de fertilizantes quimicos, es
una practica que conlleva efectos no beneficiosos para el medio ambiente. Por tal razén, la agricultura
sustentable toma un papel relevante, siendo de gran interés la FBN como alternativa a los fertilizantes
nitrogenados quimicos. En Argentina, ca. 4 millones de hectéreas son utilizadas para la produccién de alfalfa,
siendo la misma de gran relevancia para la alimentacion animal (Perticari et al., 1989, Hijano & Basigalup,
1995, https://inta.gob.ar/noticias/segundo-congreso-mundial-de-alfalfa). La limitacidn del cultivo de alfalfa
en suelos acidos esta fuertemente determinada por su asociacion simbidtica con la bacteria del suelo fijadora
de nitrégeno, E. meliloti. El manejo de dicha simbiosis es un factor importante para maximizar su produccion.
Cabe destacar que usualmente los rizobios son mas sensibles a los bajos pHs que las leguminosas. En este
contexto, los resultados obtenidos en el presente trabajo abren la posibilidad de evaluar si la sobre-expresion
en el simbionte eficiente de alfalfa de ciertos GED/PED detectados en R. favelukesii, permitiria obtener cepas
que presenten una tolerancia a la acidez mayor que las cepas parentales, y que a su vez sean capaces de
realizar una FBN eficiente en simbiosis con alfalfa. En este sentido, y desde un punto de vista molecular, la
realizacion de andlisis metaboldmicos pueden permitir terminar de comprender los mecanismos que le
otorgan a R. favelukesii una mayor tolerancia a la acidez. Asimismo, pero con el mismo objetivo, el estudio
en mayor profundidad del rol de las proteinas predichas bioinformaticamente y que aun no poseen una

funcién asignada, puede ser clave en la comprensién del fenotipo estudiado.
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Tablas de los estudios omicos.

En la Tabla A.1 se muestran las proteinas identificadas en el analisis proteémico con expresién diferencial
(PED). Las proteinas se presentan agrupadas segun su categoria funcional. Para cada proteina se muestra el
nombre del gen que la codifica, la descripcidn, la categoria funcional asignada (COG) y el valor del

logzfoldchange (M). La anotacidn de las proteinas se realizo a través del WebMGA.

Enla Tabla A.2 se muestran los genes identificados en el andlisis transcriptémico con expresion diferencial
(GED) con funcién asignada a partir de la base de datos UNIPROT. Los genes se presentan ordenados segun

su locus tag. Para cada gen se muestran los mismos parametros que en la Tabla anterior.

En la Tabla A.3 se muestran los genes que presentaron la misma tendencia de expresién a partir del
analisis protedmico y transcriptdémico. Se muestra para cada gen el locus tag y el valor M. Dichos genes se
muestran ordenados segun el nivel de expresién en el andlisis protedmico, comenzando por las que

presentaron una mayor expresion en condiciones de acidez.
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Locus tag

Energy production and coversion

LPUS3_0164
LPU83_0570
LPU83_1011
LPU83_1655
LPUS3_1658
LPU83_1659
LPU83_1661
LPUS3_1662
LPUS3_2069
LPU83_2206
LPUS3_2264
LPUS3_2417
LPU83_2831
LPU83_3023
LPUS3_3917
LPUS3_3919
LPUB3_3925
LPU83_3943
LPUS3_3973
LPUS3_pLPU83c_0226
LPU83_pLPU83d_1305
LPUS3_1666
LPUS3_1284

Amino acid transport and metabolism

LPU83_0044
LPU83_0163
LPU83_0256
LPU83_0652
LPU83_0739
LPU83_0874
LPU83_1211
LPU83_1835
LPU83_2048
LPU83_2339
LPUS3_2462
LPU83_2967
LPU83_3149
LPU83_3200
LPU83_3508
LPU83_3534
LPU83_3949
LPUS3_4171
LPUS3_pLPU83c_0248
LPU83_pLPU83c_0694
LPU83_pLPU83d_0725
LPU83_pLPU83d_1493
LPU83_pLPU83d_1781
LPU83_pLPU83d_1868
LPU83_1109
LPU83_2764
LPU83_0205
LPUS3_4172
LPU83_pLPU83b_0169
LPU83_0565
LPUS3_0722
LPU83_pLPU83d_0057
LPU83_pLPU83c_0765
LPU83_pLPU83d_1338

LPU83_3420
LPU83_3421
LPU83_0131
LPUS3_0224
LPU83_0515
LPU83_1317
LPUS3_2242
LPU83_2822
LPU83_3062
LPU83_3228
LPU83_3468
LPU83_3592
LPU83_3593
LPU83_3711
LPU83_3712
LPU83_3713
LPU83_3715
LPUS3_3741
LPU83_3742
LPU83_3743
LPUS3_3744
LPUS3_pLPU83c_0143
LPU83_pLPU83d_1549
LPU83_pLPU83d_1809
LPU83_pLPU83d_1826
LPU83_pLPU83d_1837
LPU83_pLPU83d_1902
LPU83_4103
LPU83_0466
LPU83_0710
LPU83_1479
LPU83_1788
LPU83_2577
LPU83_3597
LPU83_4195

Gen

gabDch

nuoC
nuok
nuof
nuoG
nuoH
ackA

ssuD

CitA

cydA
glpk
SucA
sucC
sdhD
ppa

acnA

etfA
nuol

hisH
gabT

metZ
hisD
dppA
ptrB
cysB

sufs
glnA
leuA
hmuVv
livk
ilvA
pepF
dep
dppA

glnT

occQ
putA

cysD
ivG

dppB

serA
serC

deoB

iolC
rpiA
thuk
sbpA
noek
gap
glgB
glgC
mtlK
smoK
smoG
SmoE
cscA

malK

olsA
acd
fabH
cpol
uppS
nodN

Descripcion

Succinate-semialdehyde dehydrogenase protein
K00064 D-threo-aldose 1-dehydrogenase
D-2-hydroxyglutarate dehydrogenase

NADH dehydrogenase subunit C

NADH dehydrogenase | subunit E

NADH dehydrogenase | subunit F

NADH dehydrogenase | subunit G

NADH dehydrogenase subunit H

Acetate kinase

Alkanesulfonate monooxygenase

Electron transfer protein 1

K01647 citrate synthase

K00425 cytochrome bd-I oxidase subunit |
Glycerol kinase

2-oxoglutarate dehydrogenase E1 component
Succinyl-coa synthetase subunit beta

Succinate dehydrogenase hydrophobic membrane anchor protein
Inorganic pyrophosphatase

Aconitate hydratase 1

Luciferase family protein

Electron transfer flavoprotein subunit alpha
NADH dehydrogenase | subunit L

Zinc-binding alcohol dehydrogenase family protein

Imidazole glycerol phosphate synthase subunit hish
4-aminobutyrate aminotransferase

Putative peptide Abtransporter

K10764 O-succinylhomoserine sulfhydrylase
Histidinol dehydrogenase

Periplasmic dipeptide transport protein

K01354 oligopeptidase B

Cysteine synthase A

Glucose-methanol-choline oxidoreductase

K11717 cysteine desulfurase / selenocysteine lyase
K01915 glutamine synthetase

K01649 2-isopropylmalate synthase

Hemin importer ATP-binding subunit
Leu/lle/Val-binding protein homolog 2

K01754 threonine dehydratase

K08602 oligoendopeptidase F

Peptidyl-dipeptidase Dcp

ABC transporter

Glutathione-binding protein gsib

K01915 glutamine synthetase

Putative oligopeptide ABC transporter substrate-binding protein
Octopine transport system permease protein OccQ
Bifunctional protein puta

N-formylglutamate amidohydrolase

Sulfate adenylyltransferase subunit 2

Thiamine pyrophosphate protein

Putative peptide ABC transporter permease

ABC transporter

Putative peptide ABC transporter ATP-binding protein y4tr
Alcohol dehydrogenase GroES domain protein

Low affinity sodium-glucose cotransporter

Putative D-xylulose reductase

K02030 polar amino acid transport system substrate-binding protein

Periplasmic component of amino acid ABC-type transporter/signal transduction

system

KO0058 D-3-phosphoglycerate dehydrogenase
K00831 phosphoserine aminotransferase

Putative ABC transporter; permease protein
Phosphopentomutase

Putative carboxyphosphonoenolpyruvate phosphonomutase protein
K03338 5-dehydro-2-deoxygluconokinase
Ribose-5-phosphate isomerase A

Alpha-glucoside transport ATP-binding protein aglK
Multiple sugar-binding periplasmic protein sbpA
Phosphomannomutase

K00134 glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
K00700 1;4-alpha-glucan branching enzyme
Glucose-1-phosphate adenylyltransferase

Mannitol 2-dehydrogenase

Sorbitol/mannitol ABC transporter
Sorbitol/mannitol ABC transporter permease
Sorbitol/mannitol ABC transporter
Beta-fructofuranosidase

Probable ABC transporter permease protein
Binding-protein-dependent transport systems inner membrane component
Family 1 extracellular solute-binding protein
Putative binding protein bruab2_0484

Rhamnose ABC transporter

ABC-type xylose transport system
Maltose/maltodextrin import ATP-binding protein Malk
ABC-type sugar transport system

ABC-type sugar transport system

Putative transporter

Phospholipid/glycerol acyltransferase

Acyl-coa dehydrogenase domain-containing protein
3-oxoacyl-(acyl carrier protein) synthase 11l
Non-heme chloroperoxidase

K00806 undecaprenyl pyrophosphate synthetase
Dehydratase nodulation protein

Propionyl-coa synthetase
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M

1.19 (¢)
OFF (c)
1.91 (m)
1.77 (m)
2.14 (m)
1.19 (c)
1.50 (c)
2.80 (m)
OFF (m)
2.42 (m)
2.63 (c)
OFF (m)
-1.15 (m)
-1.39 (m)
-1.64 (m)
1.10 (m)
ON (m)
2.80 (m)
2.20 (m)
ON (c)
1.41 (m)
1.45 (m)
1.53 (m)

1.08 (m)
1.51 (c)

1.39 (m)
1.86 (m)
1.53 (m)
1.38 (m)
2.40 (m)
1.46 (m)
-2.60 (m)
1.17 (m)
-2.13 (m)
1.72 (m)
-1.58 (m)
1.88 (m)
1.32 (m)
1.40 (m)
2.09 (m)
2.27 (m)
ON (c)

1.21 ()

1.03 (c)

OFF (m)
2.33(c)

ON (c)

0.99 (m)
OFF (m)
OFF (m)
1.79 (m)
OFF (m)
-1.79 (c)
OFF (m)
-1.20 (c)
-1.94 (c)
OFF (c)

-1.67 (c)
-1.34 (c)
OFF (m)
-1.20 (c)
OFF (m)
-3.07 (m)
1.14 (m)
OFF (m)
1.03 (m)
1.89 (m)
2.02 (m)
1.38 (m)
-1.36 (m)
-2.31(c)
-2.20 (m)
OFF (m)
OFF (c)

-1.25 (m)
OFF (m)
OFF (m)
-2.50 (c)
OFF (c)

-1.63 (c)
-1.06 (c)
-1.02 (m)
-1.36 (c)
-1.53 (c)
-1.80 (m)
OFF (m)
OFF (m)
1.07 (m)
2.03 (m)
1.21 (m)
OFF (m)
-1.66 (c)
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Locus tag Gen Descripcion COG M
LPU83_pLPU83d_0097 Phosphatidylserine/phosphatidylglycerophosphate/ cardiolipin synthase | -1.36 (m)
LPU83_pLPU83b_0279 FAD dependent oxidoreductase IR -1.06 (m)
Cell wall/ membrane/ envelop genesis
LPU83_0327 Putative glycosyl transferase M -1.33 (m)
LPU83_0461 Int Apolipoprotein N-acyltransferase M -1.33 (m)
LPU83_1045 dacF K07258 D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase M -1.13 (m)
LPU83_1291 Undecaprenyl-phosphate 4-deoxy-4-formamido-L-arabinose transferase M -1.92 (m)
LPU83_1492 gumB Putative capsule polysaccharide export protein M 1.29 (m)
LPU83_2574 yaeT Outer membrane protein assembly factor yaeT M 1.06 (m)
LPUS3_3143 Myosin-IXb M -2.63 (m)
LPU83_3250 exofF Exopolysaccharide production protein exoF M 1.38 (m)
LPU83_3251 exoY Undecaprenyl-phosphate galactose phosphotransferase M 1.70 (c)
LPU83_pLPU83b_0254 Glutamine--fructose-6-phosphate aminotransferase [isomerizing] M OFF (m)
LPU83_pLPU83c_0495 mrcB Penicillin-binding protein; 1A family M OFF (m)
LPU83_pLPU83c_0651 rcdA K00694 cellulose synthase (UDP-forming) M OFF (m)
LPU83_pLPU83d_1124 Glycosyltransferase M -1.67 (m)
LPU83_pLPU83d_1435 Glycosyltransferase M OFF (m)
LPU83_pLPU83d_1815 Small-conductance mechanosensitive channel M -2.29 (m)
LPU83_2668 NAD-dependent epimerase/dehydratase MG OFF (m)
LPU83_3132 nodT Nodulation protein T MU 1.97 (m)
Cell motility
LPU83_0818 flge Flagellar hook protein flgE N OFF (m)
LPU83_pLPU83b_0324 Putative replication protein A N -1.24 (m)
LPU83_0525 mepT methyl-accepting chemotaxis sensory transducer NT -3.48 (m)
LPU83_0775 chew Chemotaxis protein cheW NT OFF (m)
Posttranslational modification, protein turnover, chaperones
LPU83_0303 dnak molecular chaperone dnak (o] 1.41 (m)
LPU83_0650 hslO 33 kda chaperonin o] 1.48 (m)
LPU83_1140 ohr Organic hydroperoxide resistance protein-like o] 2.19 (m)
LPU83_1265 dop Serine protease DO-like protease (o} 1.36 (m)
LPU83_1330 smpB Ssra-binding protein (o] -3.07 (m)
LPU83_1458 ate KOO0685 arginine-trna-protein transferase e} -2.28 (m)
LPU83_1609 degQ Serine protease o] 1.43 (m)
LPUS3_2336 sufB UPF0051 protein sIr0074 o 1.79 (m)
LPU83_3135 aspH o 1.03 (m)
LPU83_3176 ureE Urease accessory protein urek o} -2.58 (m)
LPU83_3762 clpB ATP-dependent chaperone ClpB [0} 1.13 (m)
LPU83_3781 grxC Glutaredoxin protein o] OFF (m)
LPU83_3849 dnaJ Molecular chaperone protein; DnaJ family o] -2.54 (m)
LPU83_pLPU83d_0204 msrA2 o ON (m)
LPU83_pLPU83d_0292 Glutathione S-transferase (o] ON (m)
LPU83_pLPU83d_0434 HSP20 family molecular chaperone o] 4.34 (m)
LPU83_3977 cycY Thiol:disulfide interchange protein ocC 1.60 (m)
Inorganic ion transport and metabolism
LPU83_0147 irr Iron transcriptional regulator protein P -2.01(m)
LPU83_0564 cutC Copper homeostasis protein cutC homolog P OFF (c)
LPU83_1189 sodB K04564 superoxide dismutase; Fe-Mn family P 2.44 (m)
LPU83_1350 sodC K04565 Cu/Zn superoxide dismutase P 1.85(c)
LPU83_1733 terB Tellurite resistance protein P ON (m)
LPU83_2210 ABC transporter; membrane spanning protein P -2.79 (m)
LPU83_2211 ABC transporter; substrate binding protein P OFF (c)
LPU83_2212 ABC transporter; substrate binding protein (iron) P OFF (m)
LPU83_3146 hmuS Hemin transport protein hmu$S P -4.14 (m)
LPU83_3147 hmuT Vitamin B12-binding protein P -3.39(c)
LPU83_4040 sfuA Iron(ll1) ABC transporter P -1.00 (c)
LPU83_4160 kdpB Potassium-transporting atpase B chain protein P OFF (m)
LPU83_pLPU83a_0034 Putative heavy metal translocating P-type ATPase P OFF (c)
LPUS3_pLPUS3c_0380 3 OFF (m)
LPU83_pLPU83c_0449 Sodium; potassium; lithium and rubidium/H(+) antiporter P OFF (m)
LPU83_pLPU83c_0701 K00485 dimethylaniline monooxygenase (N-oxide forming) P 1.39 (c)
LPU83_pLPU83d_0062 shp Sulfate-binding protein P 1.65 (m)
LPU83_pLPU83d_0187 cobG Precorrin-3B synthase P OFF (m)
LPU83_pLPU83d_1818 Alkylhydroperoxidase ahpd family core domain-containing protein P -2.02 (c)
LPU83_pLPU83d_1872 tauA Taurine-binding periplasmic protein P 1.79 (c)
LPU83_2209 Iron ABC transporter nucleotide binding/atpase protein HP OFF (c)
General function prediction only
LPU83_3075 tRNA (cmo5u34)-methyltransferase QR 2.92 (m)
LPU83_0323 Oxidoreductase protein R 1.98 (m)
LPU83_0520 engB Putative GTP-binding protein engB R 1.12 (m)
LPU83_0567 K10441 ribose transport system ATP-binding protein R -2.31(m)
LPU83_1441 perM UPF0118 membrane protein yrrl R 1.06 (m)
LPU83_1945 Putative acetyltransferase protein R OFF (m)
LPU83_2149 Putative oxidoreductase protein R -1.50 (c)
LPU83_2524 K00299 FmN reductase R 2.12 (m)
LPU83_2651 adh Alcohol dehydrogenase (NADP+) protein R 4.12 (m)
LPU83_2824 thuB Inositol 2-dehydrogenase/D-chiro-inositol 3-dehydrogenase R -1.92 (c)
LPU83_3710 Probable hydrolase phosphatase protein R -1.65 (c)
LPU83_3838 gloB Hydroxyacylglutathione hydrolase R 2.84 (m)
LPU83_pLPU83d_0203 Large extracellular alpha-helical protein R -2.78 (m)
LPUS3_pLPUS3d_0288 R OFF (m)
LPU83_pLPU83d_1168 N-acetyltransferase GCN5 R OFF (m)
LPU83_pLPU83d_1817 Putative nucleoside-diphosphate sugar epimerase R -1.22 (c)
LPU83_pLPU83d_1890 Putative dehydrogenase R -1.62 (c)
Function unknown
LPU83_0909 K09761 ribosomal RNA small subunit methyltransferase E S 1.65 (m)
LPU83_0961 Eukaryotic peptide chain release factor GTP-binding subunit S 3.22(c)
LPU83_2903 Putative N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase yrvj S 2.55 (c)
LPU83_3255 exoH Succinoglycan biosynthesis protein exoh S -1.99 (m)
LPU83_3442 UPF0082 protein R02753 S 2.14 (m)
LPU83_pLPU83a_0096 exoH Putative succinyltransferase protein S OFF (m)
Signal transduction mechanisms
LPU83_0482 Histidine kinase T -1.06 (m)
LPU83_0760 aphB multi-sensor signal transduction histidine kinase T -1.29 (m)
LPU83_0959 etrl Ethylene receptor T -2.09 (m)
LPU83_1221 ptsP Putative GAF sensor protein T OFF (m)
LPU83_3537 Cellulose synthesis regulatory protein T OFF (m)
LPU83_3770 cyaD Adenylate cyclase protein T OFF (m)
LPU83_3826 Probable two-component response regulator protein T OFF (m)
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Locus tag Gen Descripcion COG M
LPU83_pLPU83d_1361 Two-component histidine kinase/response regulator motif-containing protein T -3.73 (m)
LPU83_0036 chvl Probable transcriptional regulator protein TK 1.43 (m)
Intracellular trafficking, secretion, and vesicular transport
LPU83_0218 cpaB Pilus assembly protein u -1.66 (m)
LPU83_3429 tolB Protein TolB u 1.02 (m)
Defense mechanisms
LPUS3_2189 hndJ % OFF (m)
LPU83_2747 K01447 N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase \ 1.00 (c)
LPU83_3671 rmrA multidrug resistance protein K \ 1.68 (m)
mobilome: prophages, transposons
LPU83_2508 Transposase X OFF (m)
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Gen Locus tag Descripcién COG M
LPU83_0010 Protein VV1_1979 L -1,50749525
LPU83_0011 Putative HTH-type transcriptional regulatory protein K -1,7641536
hslv LPU83_0047 ATP-dependent protease subunit HslV (EC 3.4.25.2) o 1,42049999
LPU83_0050 Putative conserved protein -1,87066648
LPU83_0071 Transposase is4 family protein . -1,23290005
LPU83_0074 Putative amino acid ABC transporter substrate-binding protein ET -1,95047401
LPU83_0075 Putative polar amino acid ABC transporter, inner membrane subunit E -1,80743814
occM LPU83_0076 Putative amino acid ABC transporter permease protein E -1,22963644
LPU83_0079 Putative conserved protein C -1,02370931
LPU83_0080 Putative proline racemase protein E -1,10592845
oppF LPU83_0081 Oligopeptide ABC transporter, ATP-binding protein (EC 3.6.3.27) Q -1,45229699
LPU83_0095 Putative Lacl family transcription regulator K -1,09303051
LPU83_0098 Putative hydrolase protein (EC 3.5.-.-) R 1,50215761
LPU83_0106 Putative sugar kinase protein (EC 2.7.7.-) G -1,03319412
LPU83_0107 Uncharacterized protein -1,66166895
LPU83_0110 Putative cold shock protein Y4ACH K -1,42013125
LPU83_0111 Uncharacterized protein -1,73865804
LPU83_0124 Putative conserved protein 1,8598803
LPU83_0142 Transposase 1S4 family protein -1,12691859
LPU83_0143 Transposase is4 family protein . -1,3347711
LPU83_0148 Putative conserved protein S -1,28679048
LPU83_0149 Putative conserved protein . -2,18570148
LPU83_0151 Putative conserved protein S -1,16600538
LPU83_0152 Putative conserved protein . 1,08605187
gabT LPU83_0163 4-aminobutyrate aminotransferase (EC 2.6.1.19) E 1,04114263
LPU83_0191 Putative conserved protein . 1,99529868
purlU LPU83_0198 Formyltetrahydrofolate deformylase (EC 3.5.1.10) (Formyl-FH(4) hydrolase) F -1,23481375
LPU83_0203 Peptide ABC transporter substrate-binding protein E -1,02532829
LPU83_0204 Putative peptide ABC transporter permease EP -1,08444557
pilQ LPU83_0221 Pilus subunit transmembrane protein uw -1,11925947
LPU83_0230 Sugar ABC transporter periplasmic protein G 1,22368959
LPU83_0265 Putative transmembrane transport protein -1,04162686
arsC1 LPU83_0269 Putative arsenate reductase (EC 1.20.4.1) T -1,69395974
LPU83_0270 Putative ArsR family transcriptional regulator K -1,94132716
LPU83_0271 Putative conserved protein -1,07948693
LPU83_0272 Putative GntR family transcriptional regulator K 1,39271246
phnG LPU83_0273 C-P (Carbon-phosphorus) lyase component protein P 1,22836506
phnH LPU83_0274 Carbon-phosphorus lyase complex subuni P 1,30479597
phni1 LPU83_0275 C-P (Carbon-phosphorus) lyase component protein P 1,18127376
phnC LPU83_0283 Phosphonates import ATP-binding protein PhnC (EC 3.6.3.28) P -2,01879583
ftsK1 LPU83_0292 Cell division protein D -1,28760064
LPU83_0300 Putative conserved protein S -1,89997818
LPU83_0301 Uncharacterized protein -1,47753571
pbpC LPU83_0302 Putative penicillin binding protein M -1,15425573
LPU83_0307 Putative Cro/Cl family transcriptional regulator K 1,0165237
LPU83_0308 Putative conserved protein P -2,97707365
rplT LPU83_0313 50S ribosomal protein L20 J -1,23648762
pheT LPU83_0315 Phenylalanine--tRNA ligase beta subunit (EC 6.1.1.20) (Phenylalanyl-tRNA synthetase beta subunit) J -1,29327095
(PheRS)
LPU83_0316 Putative conserved protein 1,76830355
LPU83_0324 Putative membrane protein -1,05986116
LPU83_0325 Uncharacterized protein . -1,28575006
LPU83_0354 1S21 family insertion sequence ATP-binding protein (Putative insertion sequence ATP-binding L 1,04166007
protein y4pL)
LPU83_0360 Uncharacterized protein 1,34805473
LPU83_0362 Uncharacterized protein . 1,59020513
LPU83_0373 Putative iron-regulated protein S 1,65549719
LPU83_0377 Putative nucleoside-diphosphate-sugar epimerase protein M -1,27695728
uppP LPU83_0380 Undecaprenyl-diphosphatase (EC 3.6.1.27) (Bacitracin resistance protein) (Undecaprenyl | -1,49959343
pyrophosphate phosphatase)
LPU83_0381 Putative conserved protein . -1,6300801
LPU83_0399 Ferritin Dps family protein (EC 1.16.-.-) PV 2,00372627
LPU83_0406 Putative conserved protein J -1,04519922
otsA LPU83_0409 Trehalose-6-phosphate synthase (EC 2.4.1.15) (Osmoregulatory trehalose synthesis protein A) G 2,55139304
(UDP-glucose-glucosephosphate glucosyltransferase)
otsB LPU83_0410 Trehalose 6-phosphate phosphatase (EC 3.1.3.12) G 2,16980055
LPU83_0411 Putative carboxypeptidase-related protein (EC 3.4.16.-) E -1,89566704
LPU83_0412 Putative cyanate transport protein P -1,55396739
LPU83_0416 Putative glutamine amidotransferase protein (EC 2.6.1.16) R -1,353674
fhupP LPU83_0442 Ferric hydroxamate uptake periplasmic protein P 3,65820671
fhuF LPU83_0443 Ferric iron reductase P 4,2351376
fhuA LPU83_0444 Ferrichrome-iron transporter, receptor protein P 3,97116288
hemNch LPU83_0448 Oxygen-independent coproporphyrinogen-Iil oxidase-like protein (EC 1.3.99.-) H -1,01585636
rdgB LPU83_0449 dITP/XTP pyrophosphatase (EC 3.6.1.66) (Non-canonical purine NTP pyrophosphatase) (Non- F -1,08052204
standard purine NTP pyrophosphatase) (Nucleoside-triphosphate diphosphatase) (Nucleoside-
triphosphate pyrophosphatase) (NTPase)
LPU83_0450 Lactoylglutathione lyase (EC 2.5.1.-) Q -1,37301948
rph LPU83_0451 Ribonuclease PH (RNase PH) (EC 2.7.7.56) (tRNA nucleotidyltransferase) J -1,28990439
grpE LPU83_0454 Protein GrpE (HSP-70 cofactor) (o] 1,00441495
iunH1 LPU83_0455 Inosine-uridine preferring nucleoside hydrolase (EC 3.2.2.1) F -1,33964765
hsp LPU83_0456 Molecular chaperone small heat shock protein o] 1,92730021
olsA LPU83_0466 Phospholipid/glycerol acyltransferase (EC 2.3.1.51) | -1,30792269
riml LPU83_0468 Ribosomal-protein-alanine N-acetyltransferase (EC 2.3.1.128) J -1,12422545
trpS LPU83_0473 Tryptophan--tRNA ligase (EC 6.1.1.2) (Tryptophanyl-tRNA synthetase) (TrpRS) J -1,27084136
LPU83_0478 Uncharacterized protein . -1,03426188
mcpX LPU83_0498 Methyl-accepting chemotaxis protein NT -1,23265979
mcpV LPU83_0501 Robable methyl-accepting chemotaxis protein NT -1,39328148
LPU83_0507 Putative conserved protein . -1,74315462
dapE LPU83_0508 Succinyl-diaminopimelate desuccinylase (SDAP desuccinylase) (EC 3.5.1.18) (N-succinyl-LL-2,6- E -1,1815317
diaminoheptanedioate amidohydrolase)
LPU83_0511 Putative conserved protein -1,38834655
LPU83_0513 Mg-protoporphyrin IX monomethyl ester oxidative cyclase subunit protein -2,55495583
LPU83_0521 Transposase is4 family protein . -1,2082334
LPU83_0528 Succinylglutamate desuccinylase/aspartoacylase R 2,0439947
LPU83_0530 Putative isochorismatase-family hydrolase HR 2,60718423
LPU83_0532 Putative conserved protein -1,69834401
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LPU83_0533 Putative conserved protein . -2,1947496
freB LPU83_0537 HTH-type transcriptional repressor purR Purine nucleotide synthesis repressor G -1,07231204
LPU83_0547 Uncharacterized protein S -1,25265029
LPU83_0548 Prestalk A differentiation protein A R -1,02885342
LPU83_0557 Beta-mannosidase (EC 3.2.1.25) G -1,06183603
LPU83_0576 Uncharacterized protein K 1,29663946
LPU83_0623 Uncharacterized protein . 1,81489471
LPU83_0625 DNA polymerase LigD, ligase domain protein (EC 6.5.1.1) L 1,30342783
LPU83_0631 Uncharacterized protein . -1,79614937
LPU83_0636 Uncharacterized protein R 2,28476946
pstS LPU83_0640 Phosphate-binding protein pstS PBP P -1,58276493
LPU83_0646 Transposase insG for insertion sequence element 1S4 . -1,13583711
ARSH LPU83_0661 Arylsulfatase (EC 3.1.6.1) P 1,4565041
LPU83_0663 Uncharacterized protein 1,69563176
LPU83_0664 Uncharacterized protein . 1,37224428
mcpA1 LPU83_0671 Chemoreceptor mcpA Methyl-accepting chemotaxis protein NT -1,4435076
LPU83_0678 Uncharacterized protein . 1,677128
LPU83_0686 Alkyl hydroperoxide reductase AhpD (EC 1.11.1.15) P 1,25224121
LPU83_0687 HTH-type transcriptional repressor nsrR K 1,50559906
LPU83_0689 D-amino-acid dehydrogenase (EC 1.4.99.1) E -1,1321618
LPU83_0693 Uncharacterized protein S -1,02040619
LPU83_0700 Uncharacterized protein . -1,06410703
LPU83_0701 Probable membrane transporter protein S -1,43866689
LPU83_0703 UPFO0053 protein P -1,51543582
fadA LPU83_0709 Acetyl-CoA C-acetyltransferase (EC 2.3.1.9) | 1,5384563
acd LPU83_0710 Acyl-CoA dehydrogenase domain-containing protein | 2,17623542
LPU83_0711 3-demethylubiquinone-9 3-methyltransferase R 1,26113934
LPU83_0728 Uncharacterized protein 1,69686692
LPU83_0730 Uncharacterized protein . 1,18571824
LPU83_0734 Putative glycosyltransferase C2F3.01 (EC 2.4.-.-) M -1,13645636
mcpE LPU83_0771 Putative chemoreceptor mcpE NT -1,75833204
cheX LPU83_0772 Chemotaxis protein CheX T -1,4210074
cheY1 LPU83_0773 Phosphate regulon transcriptional regulatory protein phoB T -1,53085088
cheA LPU83_0774 Two-component system, chemotaxis family, sensor kinase CheA (EC 2.7.13.3) NT -1,56982009
chew1 LPU83_0775 Chemotaxis protein cheW NT -1,77789282
cheR LPU83_0776 Chemotaxis protein methyltransferase (EC 2.1.1.80) NT -2,17582626
cheB1 LPU83_0777 Chemotaxis response regulator protein-glutamate methylesterase (EC 3.1.1.61) NT -1,44316684
cheY3 LPU83_0778 Putative transcriptional regulator ycf27 OmpR-like protein T -1,4687989
cheD LPU83_0779 Probable chemoreceptor glutamine deamidase CheD (EC 3.5.1.44) NT -1,70228677
LPU83_0780 Uncharacterized protein . -1,5428514
fliF1 LPU83_0781 Flagellar M-ring protein NU -2,7001184
fliF3 LPU83_0782 Flagellar M-ring protein NU -2,71219853
LPU83_0785 Uncharacterized protein . -1,69080788
flin LPU83_0788 Flagellar motor switch protein FIiN NU -1,03417043
flim LPU83_0789 Flagellar motor switch protein fliM N -2,49325125
motA LPU83_0790 Chemotaxis protein motA Motility protein A N -2,48688455
flgf LPU83_0791 Flagellar basal-body rod protein FIgF N -2,31737338
flit LPU83_0792 Flagellum-specific ATP synthase (EC 3.6.3.14) NU -2,13207719
LPU83_0793 Uncharacterized protein . -1,79692406
flgB LPU83_0794 Flagellar basal body rod protein FIgB N -2,0311154
flac LPU83_0795 Flagellar basal-body rod protein FIgC N -1,76419052
flie LPU83_0796 Flagellar hook-basal body complex protein FIiE N -1,86104977
flaG LPU83_0797 Flagellar basal-body rod protein FIgG (Distal rod protein) N -2,01139133
flgA LPU83_0798 Flagella basal body P-ring formation protein FIgA N -2,26847302
flgl LPU83_0799 Flagellar P-ring protein (Basal body P-ring protein) N -2,46716317
LPU83_0800 Uncharacterized protein N -2,03980029
flgH LPU83_0801 Flagellar L-ring protein (Basal body L-ring protein) N -2,01580847
fliL LPU83_0802 Flagellar protein FliL -2,20175788
flip LPU83_0803 Flagellar biosynthetic protein FliP N -1,13825405
LPU83_0806 Uncharacterized protein -1,47502693
LPU83_0807 Putative UDP-N-acetylglucosamine-peptide N-acetylglucosaminyltransferase SEC (EC 2.4.1.-) (o] -2,10072359
LPU83_0809 Flagellin N -1,48672681
flaC1 LPU83_0811 Flagellin -1,90245577
LPU83_0812 Uncharacterized protein . -2,34454151
motB1 LPU83_0813 Uncharacterized protein N -1,90215361
motC LPU83_0814 Chemotaxis protein motC Motility protein C -2,05613173
motD LPU83_0815 Chemotaxis protein motD Motility protein D . -1,77737842
LPU83_0816 Uncharacterized protein M -1,90169434
flge LPU83_0818 Flagellar hook protein FIgE N -1,03635802
hrpN LPU83_0820 Flagellin N -1,04388714
flgD LPU83_0823 Basal-body rod modification protein flgD N -1,06077014
fliq LPU83_0824 Flagellar biosynthetic protein FliQ N -1,53947445
flhA LPU83_0825 Flagellar biosynthesis protein FIhA N -2,29325974
LPU83_0828 Uncharacterized protein -2,3773654
LPU83_0829 Uncharacterized protein -2,73544693
LPU83_0830 Uncharacterized protein -2,51611404
LPU83_0840 Uncharacterized protein . -1,88223498
mclA1 LPU83_0847 Putative chemoreceptor y4fA Methyl-accepting chemotaxis protein NT -1,41121645
mclA3 LPU83_0848 Putative chemoreceptor y4fA Methyl-accepting chemotaxis protein NT -1,66923212
LPU83_0850 Uncharacterized protein . 1,56770829
aceA LPU83_0851 Isocitrate lyase (EC 4.1.3.1) C 1,83746598
LPU83_0852 Putative HTH-type transcriptional regulatory protein PF1851 K 1,56255457
LPU83_0867 Uncharacterized protein -1,75897727
LPU83_0868 Coiled-coil domain-containing protein 80 . -1,58371808
CHSJ LPU83_0882 Chalcone synthase (EC 2.3.1.74) Q 1,10491956
LPU83_0886 Selenium-binding protein 1 Selenium-binding protein 2 . 1,32072598
LPU83_0896 Putative multidrug resistance protein mdtD G -1,37461358
dlhH LPU83_0902 Carboxymethylenebutenolidase (EC 3.1.1.45) Q -1,34472814
LPU83_0904 Putative HTH-type transcriptional regulator in lacX 3'region ORF3 K -1,32320981
qor3 LPU83_0914 Alcohol dehydrogenase zinc-binding domain protein (EC 1.6.5.5) CR -1,09182913
LPU83_0920 Uncharacterized protein . -1,06062423
tag LPU83_0923 DNA-3-methyladenine glycosylase | (EC 3.2.2.20) L -1,05399805
dctP LPU83_0929 Uncharacterized protein Q 1,25894621
hisz LPU83_0934 ATP phosphoribosyltransferase regulatory subunit E -1,31040234
hisG LPU83_0935 ATP phosphoribosyltransferase (ATP-PRT) (ATP-PRTase) (EC 2.4.2.17) E -1,39614296
LPU83_0938 Uncharacterized protein . -1,67989949
groS, LPU83_0940 10 kDa chaperonin (GroES protein) (Protein Cpn10) o] -1,36151251
groEs
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LPU83_0959 Ethylene receptor (EC 2.7.13.3) T -1,18839415
LPU83_0960 Putative signaling protein CC_0091 T -1,02179652
LPU83_0961 Eukaryotic peptide chain release factor GTP-binding subunit ERF2 . 1,01760722
LPU83_0971 Spore cortex-lytic enzyme SCLE DM -1,20844312
atpF LPU83_0976 ATP synthase subunit b (ATP synthase F(0) sector subunit b) (ATPase subunit I) (F-type ATPase C -1,07575415
subunit b) (F-ATPase subunit b)
LPU83_0978 Uncharacterized protein . -1,5705606
mntH1 LPU83_0989 Divalent metal cation transporter MntH P 1,4355271
LPU83_1002 Uncharacterized protein S -1,27588197
tex LPU83_1004 Protein yhgF -1,33564479
LPU83_1013 Uncharacterized protein -1,46523523
LPU83_1016 Lectin-like protein BA14k . -1,75895663
POX4 LPU83_1018 Acyl-CoA dehydrogenase domain-containing protein | 2,04927868
LPU83_1019 Enoyl-CoA hydratase (EC 4.2.1.17) | 1,32246043
rumA LPU83_1022 RNA methyltransferase, TrmA family (EC 2.1.1.-) J -1,57177423
mcpU LPU83_1025 Putative chemoreceptor y4sl Methyl-accepting chemotaxis protein NT -1,74446562
LPU83_1038 Uncharacterized protein . -1,43632387
gpmB3 LPU83_1039 Phosphoglycerate mutase G -1,68791192
fabl LPU83_1040 Enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase [NADH] (EC 1.3.1.9) | -1,31066623
LPU83_1042 Uncharacterized protein . -1,06356188
ctaC LPU83_1050 Cytochrome c oxidase subunit 2 (EC 1.9.3.1) C -1,22924151
ctaD LPU83_1051 Cytochrome c oxidase subunit 1 (EC 1.9.3.1) C -1,45130967
ctaB LPU83_1052 Protoheme IX farnesyltransferase (EC 2.5.1.-) (Heme B farnesyltransferase) (Heme O synthase) HI -1,34874501
LPU83_1053 Uncharacterized protein . -1,4045685
ctaG LPU83_1054 Cytochrome c oxidase assembly protein CtaG co -1,76496524
ctaE LPU83_1055 Cytochrome c oxidase subunit Ill (EC 1.9.3.1) C -1,99641592
rnhA LPU83_1061 Ribonuclease H (RNase H) (EC 3.1.26.4) L -1,16119327
LPU83_1062 Putative conserved protein R -1,07953609
LPU83_1065 Putative zinc ABC transporter P -1,83820534
LPU83_1066 Putative zinc ABC transporter, permease protein P -1,66072859
LPU83_1067 Putative zinc ABC transporter, ATP-binding protein (EC 3.6.3.-) P -2,64350801
LPU83_1068 Transposase is4 family protein . -1,05966338
LPU83_1070 Putative conserved protein ocC -1,19979037
LPU83_1072 Putative conserved protein S 1,45813238
ccrM LPU83_1085 Methyltransferase (EC 2.1.1.-) L -1,25414654
LPU83_1086 Uncharacterized protein -1,33652942
LPU83_1087 Uncharacterized protein . -2,24494344
LPU83_1088 2-haloacid dehalogenase (EC 3.8.1.2) H -2,50676797
mutY LPU83_1089 A/G-specific adenine glycosylase (EC 3.2.2.-) L -1,00512009
LPU83_1091 Na(+)/H(+) antiporter nhaA 1 Sodium/proton antiporter nhaA 1 o] -1,66503711
ppdK LPU83_1093 Pyruvate, phosphate dikinase (EC 2.7.9.1) G -1,00522616
LPU83_1094 Uncharacterized protein -1,12768726
LPU83_1095 Uncharacterized protein 1,21043587
LPU83_1101 Uncharacterized protein -1,11508852
ina LPU83_1104 Aggrecan core protein Cartilage-specific proteoglycan core protein -1,31609771
LPU83_1105 Insulin-like growth factor-binding protein complex acid labile chain ALS . -1,46267611
LPU83_1111 HTH-type transcriptional repressor nsrR K -1,28302495
LPU83_1119 Uncharacterized protein K 1,1235178
LPU83_1133 DNA ligase (ATP) (EC6.5.1.1) L 1,16139263
LPU83_1134 Dipeptidyl peptidase 8 (EC 3.4.14.5) E -1,38024437
LPU83_1135 Protein erfK/srfK M -1,9812025
LPU83_1145 Uncharacterized protein . 1,67463449
LPU83_1146 27 kDa antigen Cfp30B R 1,3411003
LPU83_1150 Leukotoxin translocation ATP-binding protein IktB (EC 3.6.3.43) \2 -1,24822974
rtxD LPU83_1151 Leukotoxin secretion protein D \ -1,30224685
LPU83_1160 Uncharacterized protein 1,06123175
LPU83_1169 Uncharacterized protein -2,25936414
LPU83_1171 Uncharacterized protein . 1,13642544
LPU83_1179 Auxin-binding protein 1 ABP R 1,16927922
LPU83_1191 Uncharacterized protein R 1,47562721
LPU83_1192 HTH-type transcriptional activator rhaS L-rhamnose operon regulatory protein rhaS K 1,08927315
LPU83_1193 Short-chain dehydrogenase/reductase SDR (EC 1.1.1.100) I0R 1,17615255
cycF LPU83_1196 Cytochrome c-556 Cytochrome c556 C -4,37181632
cycG LPU83_1197 Diheme cytochrome-C-type signal peptide protein (EC 1.1.99.3) C -1,55337764
LPU83_1202 Zinc transporter 5 ZnT-5 P 1,24066832
LPU83_1204 Uncharacterized protein . -1,7251578
ged LPU83_1205 Glucose dehydrogenase (EC 1.1.5.2) G 1,37134158
LPU83_1206 UPF0061 protein LPU83_1206 S 1,58328966
LPU83_1216 Uncharacterized protein Q -1,16657852
ynaF LPU83_1217 Putative universal stress protein SAS1637 T 1,5688555
dskA LPU83_1218 DnaK suppressor protein homolog J 1,76869605
pat LPU83_1224 Phosphinothricin acetyltransferase (EC 2.3.1.183) E -1,25637668
msrB1 LPU83_1226 Peptide methionine sulfoxide reductase MsrB (EC 1.8.4.12) (Peptide-methionine (R)-S-oxide o] 1,17347563
reductase)
mnhD LPU83_1230 Multicomponent Na+:H+ antiporter subunit D (EC 1.6.99.5) CcpP -1,1631434
mnhG LPU83_1233 UPFO0091 protein P -1,04090798
LPU83_1237 Two-component system, cell cycle sensor histidine kinase DivJ (EC 2.7.13.3) T -1,06909432
LPU83_1256 Uncharacterized protein . -1,15225275
rcaC LPU83_1257 Protein rcaC TK -1,20210593
feuQ LPU83_1258 Signal transduction histidine-protein kinase arlS (EC 2.7.13.3) T -1,08606976
cycK LPU83_1262 Cytochrome c-type biogenesis protein cycK co -1,38456193
LPU83_1271 S-adenosylmethionine uptake transporter GER -1,42017883
LPU83_1275 Chaperone protein dnaK Heat shock protein 70 (o] -1,54304286
yegO LPU83_1276 Multidrug resistance protein mdtB Multidrug transporter mdtB \ -3,41274279
LPU83_1277 Multidrug resistance protein mdtA Multidrug transporter mdtA MV -3,31205006
LPU83_1280 Acetyltransferase -1,51715981
LPU83_1287 Putative lipid kinase yegS-like (EC 2.7.1.-) IR 1,3052853
LPU83_1290 Uncharacterized protein M -1,2399676
LPU83_1297 Uncharacterized protein -1,51072134
LPU83_1299 Uncharacterized protein . -1,43455866
LPU83_1301 Uncharacterized protein S 1,28752039
LPU83_1303 Uncharacterized protein T -1,0514272
LPU83_1305 Uncharacterized protein . 1,0430197
ItrA LPU83_1307 Putative HTH-type transcriptional regulator ItrA K 1,57114876
ropA1 LPU83_1326 Porin . -1,13665554
LPU83_1346 Uncharacterized protein T -1,67306071
LPU83_1363 Lysine exporter protein E -1,59693068
pecm1 LPU83_1371 Protein-L-isoaspartate(D-aspartate) O-methyltransferase (EC 2.1.1.77) o] 1,05983908
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rpll LPU83_1392 50S ribosomal protein L9 J -1,45094839
rpsR LPU83_1394 30S ribosomal protein S18 J -1,50101808
rpsF LPU83_1395 30S ribosomal protein S6 J -1,25293855
LPU83_1411 Phosphatase protein (EC 3.1.3.-) -1,44724033
LPU83_1416 Chitooligosaccharide deacetylase (EC 3.5.1.-) GM -1,24862514
ndk LPU83_1420 Nucleoside diphosphate kinase (NDK) (NDP kinase) (EC 2.7.4.6) (Nucleoside-2-P kinase) F -1,3374084
LPU83_1421 Uncharacterized protein . 1,11455094
LPU83_1422 Uncharacterized protein R 1,04069545
fabG5 LPU83_1428 Short chain dehydrogenase (EC 1.1.1.100) QR 1,19308998
ropB LPU83_1429 Outer membrane protein A Outer membrane protein Il M -1,94563178
LPU83_1430 Transposase 1S4 family protein (Transposase for insertion sequence element IS1106) . -1,62470889
LPU83_1435 Molybdopterin oxidoreductase (EC 1.2.1.2) C -1,00092542
nudF3 LPU83_1436 NUDIX hydrolase (EC 3.6.1.13) \2 -1,42434902
vapC LPU83_1437 Ribonuclease VapC (RNase VapC) (EC 3.1.-.-) (Toxin VapC) R -1,24915606
perM LPU83_1441 UPF0118 membrane protein R -1,02231606
aspS LPU83_1453 Aspartate--tRNA(Asp/Asn) ligase (EC 6.1.1.23) (Aspartyl-tRNA synthetase) (AspRS) (Non- J -1,16526794
discriminating aspartyl-tRNA synthetase) (ND-AspRS)
LPU83_1456 Activator of HSP90 ATPase 1 family protein S 1,82925012
LPU83_1459 Uncharacterized protein S 1,57517598
LPU83_1471 Uncharacterized protein -1,87933842
LPU83_1484 Uncharacterized protein . 2,52986997
LPU83_1491 Glycogen synthase (EC 2.4.1.21) M -1,00216254
gumB LPU83_1492 Putative capsule polysaccharide export protein ORF4 M -1,21280044
ctaA LPU83_1496 Heme A synthase (HAS) (EC 1.3.-.-) (Cytochrome aa3-controlling protein) H -1,44134236
LPU83_1508 Uncharacterized protein 1,06511015
LPU83_1526 Uncharacterized protein 1,17537649
LPU83_1546 Uncharacterized protein . 2,69277637
LPU83_1547 DNA polymerase LigD, ligase domain protein (EC 6.5.1.1) L 1,81109212
LPU83_1552 Uncharacterized protein . 1,84535811
tufB LPU83_1560 Elongation factor Tu (EF-Tu) J -1,26425392
rplK LPU83_1565 50S ribosomal protein L11 J -1,01049783
rplA LPU83_1566 50S ribosomal protein L1 J -1,22821276
rpl) LPU83_1567 50S ribosomal protein L10 J -1,52318023
rplL LPU83_1568 50S ribosomal protein L7/L12 J -1,82871373
tufB LPU83_1576 Elongation factor Tu (EF-Tu) J -1,09720065
rplD LPU83_1579 50S ribosomal protein L4 J -1,39724311
rplw LPU83_1580 50S ribosomal protein L23 J -1,35336565
plv LPU83_1583 50S ribosomal protein L22 J -1,09283263
rpsC LPU83_1584 30S ribosomal protein S3 J -1,17149332
rplP LPU83_1585 50S ribosomal protein L16 J -1,14228061
rpmC LPU83_1586 50S ribosomal protein L29 J -1,22210095
psQ LPU83_1587 30S ribosomal protein S17 J -1,3598292
rplX LPU83_1589 50S ribosomal protein L24 J -1,18111202
rplE LPU83_1590 50S ribosomal protein LS J -1,0337863
rpsN LPU83_1591 30S ribosomal protein S14 J -1,13948917
rpsH LPU83_1592 30S ribosomal protein S8 J -1,20522008
rplF LPU83_1593 50S ribosomal protein L6 J -1,26292047
rpIR LPU83_1594 50S ribosomal protein L18 J -1,05384062
rpse LPU83_1595 30S ribosomal protein S5 J -1,19037852
rpmD LPU83_1596 50S ribosomal protein L30 J -1,02055562
rplo LPU83_1597 50S ribosomal protein L15 J -1,31097126
plQ LPU83_1603 50S ribosomal protein L17 J -1,08573748
LPU83_1608 Putative lipoprotein Iprl S 2,22190615
degQ LPU83_1609 Periplasmic serine endoprotease DegP-like (EC 3.4.21.107) o] -1,10305563
LPU83_1611 Putative conserved protein -1,26881317
rpsl LPU83_1622 30S ribosomal protein S9 -1,40604784
rpiM LPU83_1623 50S ribosomal protein L13 -1,09452155
LPU83_1626 Putative conserved protein GER -1,09034008
LPU83_1628 CoA-binding protein (EC 6.2.1.4) R 1,35735767
LPU83_1633 Uncharacterized protein . -1,27481468
dctD LPU83_1635 C4-dicarboxylate transport transcriptional regulatory protein T 1,08531639
dctA LPU83_1637 C4-dicarboxylate transport protein C -2,02177301
LPU83_1639 Putative conserved protein T -1,08417003
nuoC LPU83_1655 NADH-quinone oxidoreductase subunit C (EC 1.6.5.11) (NADH dehydrogenase | subunit C) (NDH-1 C -1,41101027
subunit C)
nuoD LPU83_1656 NADH-quinone oxidoreductase subunit D (EC 1.6.5.11) (NADH dehydrogenase | subunit D) (NDH-1 C -1,6461818
subunit D)
LPU83_1657 Putative conserved protein . -1,53435498
nuokE LPU83_1658 NADH dehydrogenase | subunit E (EC 1.6.5.3) C -1,6559424
nuoF LPU83_1659 NADH-quinone oxidoreductase subunit F (EC 1.6.5.11) C -1,70452254
LPU83_1660 Putative conserved protein (EC 1.6.5.3) L -1,30520785
nuoG LPU83_1661 NADH-quinone oxidoreductase (EC 1.6.5.11) C -2,20547575
nuoH LPU83_1662 NADH-quinone oxidoreductase subunit H (EC 1.6.5.11) (NADH dehydrogenase | subunit H) (NDH-1 C -2,45222957
subunit H)
nuol LPU83_1663 NADH-quinone oxidoreductase subunit | (EC 1.6.5.11) (NADH dehydrogenase | subunit I) (NDH-1 C -2,23354046
subunit I)
nuoJ LPU83_1664 NADH dehydrogenase subunitJ (EC 1.6.5.3) C -2,74703377
nuok LPU83_1665 NADH-quinone oxidoreductase subunit K (EC 1.6.5.11) (NADH dehydrogenase | subunit K) (NDH-1 C -2,90182122
subunit K)
nuol LPU83_1666 NADH dehydrogenase | subunit L (EC 1.6.5.3) CcP -2,74771296
nuoM LPU83_1667 NADH dehydrogenase subunit M (EC 1.6.5.3) C -2,93685146
nuoN LPU83_1668 NADH-quinone oxidoreductase subunit N (EC 1.6.5.11) (NADH dehydrogenase | subunit N) (NDH-1 C -3,02743683
subunit N)
birA LPU83_1669 Biotin transcriptional regulator bifunctional protein (EC 6.3.4.15) H -2,34776424
LPU83_1670 Ribonuclease J 1 (EC3.1.-.-) J -1,4111575
gloA1 LPU83_1671 Methylmalonyl-CoA epimerase (EC 5.1.99.1) Q -1,22204123
LPU83_1689 Putative conserved protein S 1,56805725
LPU83_1722 ATP-dependent Clp protease R -1,32774888
LPU83_1726 Uncharacterized protein -2,39083672
LPU83_1727 Uncharacterized protein -1,40315267
LPU83_1728 Uncharacterized protein -3,55855729
LPU83_1729 Uncharacterized protein -3,79104788
LPU83_1730 Uncharacterized protein -4,09170054
LPU83_1731 Uncharacterized protein -3,32952095
LPU83_1732 Uncharacterized protein . -2,21535802
terB LPU83_1733 Tellurite resistance protein P -1,73347638
LPU83_1734 Uncharacterized protein -1,97679821
LPU83_1741 Putative conserved protein -1,60463281
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LPU83_1742 Uncharacterized protein -2,46240644
LPU83_1743 Putative conserved protein -3,83876007
LPU83_1744 Uncharacterized protein -4,5622539
LPU83_1745 Uncharacterized protein . -4,1936753
LPU83_1746 DNA polymerase bacteriophage-type (EC 2.7.7.7) L -3,23174165
LPU83_1776 DSBA oxidoreductase o] -1,38038625
LPU83_1780 Putative conserved protein 1,45588264
LPU83_1783 Putative conserved protein 1,08633993
LPU83_1784 Uncharacterized protein . -1,78477664
LPU83_1793 Putative substrate-binding component of ABC transporter E -1,35323667
LPU83_1795 Glycine betaine transport system permease protein opuAB E -1,06564539
LPU83_1818 Putative conserved protein . -1,33997508
acpD, LPU83_1824 FMN-dependent NADH-azoreductase (EC 1.7.-.-) (Azo-dye reductase) (FMN-dependent NADH-azo C -1,58657288
azoR compound oxidoreductase)
LPU83_1841 Uncharacterized protein . 1,94561407
LPU83_1843 Putative conserved protein F 1,13768089
LPU83_1860 Uncharacterized protein 1,00486668
LPU83_1861 Uncharacterized protein . -1,60100266
IppB LPU83_1881 Lipoprotein nlpD M -1,01636248
LPU83_1887 Putative conserved protein . -1,35054468
LPU83_1890 Zn-dependent hydrolase (EC 3.1.2.6) P 1,33674902
LPU83_1891 Methyltransferase type 11 (EC 2.1.1.-) H -1,14269697
LPU83_1896 Uncharacterized protein . 2,67357388
LPU83_1897 Putative conserved protein S 1,99818556
LPU83_1899 Putative DNA-binding protein 1,29293137
LPU83_1900 Insertion sequence transposase protein . 1,3151118
LPU83_1907 Soluble pyridine nucleotide transhydrogenase (EC 1.6.1.1) C -1,13117085
LPU83_1908 Putative conserved protein T -3,18892207
LPU83_1911 6-aminohexanoate-dimer hydrolase (EC 3.5.1.46) \ 1,2894695
LPU83_1936 Glycosyl transferase family 2e (EC 2.4.1.41) M -2,15627896
LPU83_1940 Putative conserved protein S -1,19780108
LPU83_1949 Putative conserved protein M -1,50011603
LPU83_1977 Uncharacterized protein -2,18581472
LPU83_1992 Uncharacterized protein -1,83892737
LPU83_1993 Uncharacterized protein -1,29043478
LPU83_2001 Uncharacterized protein 1,02071699
LPU83_2007 Putative mannose-sensitive agglutinin -1,43906504
LPU83_2008 Putative conserved protein -2,21253265
LPU83_2009 Putative terminase small subunit protein . -1,61875094
LPU83_2010 Putative terminase large subunit protein X -1,17786951
LPU83_2011 Putative conserved protein -1,13935634
LPU83_2012 Uncharacterized protein -1,95255821
LPU83_2014 Putative conserved protein -2,20619588
LPU83_2015 Putative conserved protein -2,92017579
LPU83_2016 Putative phage major head protein -2,66339528
LPU83_2017 Uncharacterized protein -2,62855649
LPU83_2018 Putative conserved protein -2,15002258
LPU83_2019 Putative conserved protein -2,03459655
LPU83_2022 Putative conserved protein -2,03717419
LPU83_2023 Putative conserved protein -1,49398291
LPU83_2033 Uncharacterized protein 1,12622063
LPU83_2036 Putative conserved protein . -1,23110599
glpD LPU83_2053 Glycerol-3-phosphate dehydrogenase (EC 1.1.5.3) C 4,36762025
potAl LPU83_2054 Spermidine/putrescine import ATP-binding protein (EC 3.6.3.31) G 2,16397338
LPU83_2061 Inner membrane protein yhjw M -3,73108646
LPU83_2062 Two-component response regulator protein TK -3,05266637
LPU83_2063 Uncharacterized protein . -2,62017629
LPU83_2066 Mandelate racemase/muconate lactonizing protein (EC 5.1.2.2) MR 1,00318883
LPU83_2070 Major facilitator superfamily MFS_1 G -1,12886571
kefA LPU83_2072 Putative mscS family protein M -1,20584423
LPU83_2073 Putative conserved protein . -2,45349199
LPU83_2074 Dimethylglycine dehydrogenase (EC 1.5.8.4) E -1,40120528
rrpX LPU83_2075 Peroxide stress-activated histidine kinase mak1 (EC 2.7.13.3) TK -1,29686961
LPU83_2078 Uncharacterized protein 1,16081968
LPU83_2098 Transposase 1S4 family protein (Transposase for insertion sequence element 1S1106) X 2,56989393
LPU83_2116 Chloride channel protein P -2,9448305
LPU83_2117 Uncharacterized protein . -3,65487167
LPU83_2122 Probable membrane transporter protein S -1,38789716
iunH3 LPU83_2124 Inosine-uridine preferring nucleoside hydrolase (EC 3.2.2.-) F -1,02728045
cobD LPU83_2128 Cobalamin biosynthesis protein CobD H -1,48543281
LPU83_2134 Lipid A biosynthesis lauroyl acyltransferase (EC 2.3.1.-) | -1,86121915
LPU83_2137 Uncharacterized protein . 1,49123317
LPU83_2152 Uncharacterized protein P -4,64696227
LPU83_2153 Cobalamin biosynthesis protein R -1,24337244
LPU83_2160 Uncharacterized protein -1,34413994
LPU83_2178 Uncharacterized protein . -1,66986667
dgkA LPU83_2194 Diacylglycerol kinase (EC 2.7.1.107) | -1,3695192
LPU83_2199 Sugar ABC transporter, permease (EC 3.6.3.17) G 1,20890188
SSuA LPU83_2205 Putative aliphatic sulfonate substrate binding component of ABC transporter (EC 3.6.3.-) P 2,5815781
ssubD LPU83_2206 Alkanesulfonate monooxygenase (EC 1.14.14.5) (FMNH2-dependent aliphatic sulfonate HR 2,24921875
monooxygenase)
LPU83_2207 Putative aliphatic sulphonate ABC transporter P 2,54827845
ssuB LPU83_2208 Aliphatic sulfonates import ATP-binding protein SsuB (EC 3.6.3.-) P 2,29407522
LPU83_2209 Iron ABC transporter nucleotide binding/ATPase protein (EC 3.6.3.34) PH 1,54695349
LPU83_2210 ABC transporter, membrane spanning protein P 1,64389265
LPU83_2211 ABC transporter, substrate binding protein P 2,5184002
LPU83_2212 ABC transporter, substrate binding protein (Iron) P 2,85333436
LPU83_2213 Ubiquinone/menagquinone biosynthesis methyltransferase ubik (EC 2.1.1.-) H 1,2015853
LPU83_2219 Uncharacterized protein S 1,03242001
LPU83_2220 Putative phosphoribosylanthranilate isomerase subunit Usg protein S 2,70823181
LPU83_2221 Amino acid ABC transporter, permease protein E -2,07241561
LPU83_2222 Amino acid ABC transporter permease E -1,62820923
fumB LPU83_2238 Fumarate hydratase class | (EC 4.2.1.2) C -1,41076602
cgmA LPU83_2249 Putative cyclic beta-1,2-glucan modification protein M -1,86539299
LPU83_2255 Putative 3-phenylpropionic acid transporter . -1,02680214
fdx LPU83_2264 Electron transfer protein 1, mitochondrial C -1,45105711
folk LPU83_2268 2-amino-4-hydroxy-6-hydroxymethyldihydropteridine pyrophosphokinase (EC 2.7.6.3) H 1,03344147
LPU83_2269 Uncharacterized protein -1,59836643
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LPU83_2271 Uncharacterized protein R 1,28743843
LPU83_2290 DNA translocase ftsK L -1,00502936
rpsD LPU83_2291 30S ribosomal protein S4 J -1,47904194
glsA LPU83_2292 Glutaminase (EC 3.5.1.2) E -1,3722427
LPU83_2296 Bicyclomycin resistance protein Sulfonamide resistance protein G -1,3071247
LPU83_2299 Uncharacterized protein . -2,48147231
LPU83_2320 Uncharacterized protein S 1,09201266
nifs LPU83_2335 Cysteine desulfurase (EC 2.8.1.7) E -1,80120672
sufD LPU83_2338 UPF0051 protein o -1,48957176
sufs LPU83_2339 Cysteine desulfurase (EC 2.8.1.7) E -1,34474673
sugE LPU83_2357 Quaternary ammonium compound-resistance protein sugE \ -1,07339996
LPU83_2365 Transmembrane protein 22 GER -1,04805683
LPU83_2367 Hydroxyacylglutathione hydrolase (EC 3.1.2.6) R -1,40577179
lipB LPU83_2377 Octanoyltransferase (EC 2.3.1.181) (Lipoate-protein ligase B) (Lipoyl/octanoyl transferase) H 1,01078619
(Octanoyl-[acyl-carrier-protein]-protein N-octanoyltransferase)
LPU83_2378 Uncharacterized protein . -1,87962238
LPU83_2381 HTH-type transcriptional regulator hmrR Copper efflux regulator K 1,15201052
LPU83_2382 Uncharacterized protein S -1,54330918
dacF3 LPU83_2387 D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase (EC 3.4.16.4) D -1,15593324
LPU83_2388 Uncharacterized protein . -1,22910216
folE LPU83_2397 GTP cyclohydrolase 1 (EC 3.5.4.16) (GTP cyclohydrolase 1) (GTP-CH-I) H 1,07162408
LPU83_2398 Iron sulfur cluster assembly protein 1, mitochondrial Iron sulfur cluster scaffold protein 1 o] 1,08521835
LPU83_2402 Uncharacterized protein -1,11026779
LPU83_2415 Activator of HSP90 ATPase 1 family protein -2,14099606
LPU83_2423 Uncharacterized protein R -1,06698363
LPU83_2430 Uncharacterized protein R 1,60865678
LPU83_2432 Uncharacterized protein . -1,93140778
LPU83_2435 Putative macrolide-specific efflux protein macA MV -2,06487727
LPU83_2436 Uncharacterized protein M -1,80856789
LPU83_2437 Spermidine/putrescine import ATP-binding protein potA (EC 3.6.3.31) M -1,93176858
LPU83_2444 Uncharacterized protein R -1,1428401
glms1 LPU83_2453 Glutamine--fructose-6-phosphate aminotransferase [isomerizing] (EC 2.6.1.16) (D-fructose-6- M -1,30131701
phosphate amidotransferase) (GFAT) (Glucosamine-6-phosphate synthase) (Hexosephosphate
aminotransferase) (L-glutamine--D-fructose-6-phosphate amidotransferase)
mfd LPU83_2457 Transcription-repair-coupling factor (TRCF) (EC 3.6.4.-) LK -1,06718586
LPU83_2460 Invasion protein B Invasion-associated locus protein B R -1,00641509
LPU83_2461 Heat shock protein hspQ o] 1,29571902
nnrE, LPU83_2464 Bifunctional NAD(P)H-hydrate repair enzyme (Nicotinamide nucleotide repair protein) [Includes: F 2,03165257
nnrD ADP-dependent (S)-NAD(P)H-hydrate dehydratase (EC 4.2.1.136) (ADP-dependent NAD(P)HX
dehydratase); NAD(P)H-hydrate epimerase (EC 5.1.99.6)]
LPU83_2472 Uncharacterized protein -2,88713788
LPU83_2473 Uncharacterized protein -2,28986352
LPU83_2474 Uncharacterized protein . -2,28863422
queA LPU83_2478 S-adenosylmethionine:tRNA ribosyltransferase-isomerase (EC 2.4.99.17) (Queuosine biosynthesis J -1,01215807
protein QueA)
tgt LPU83_2479 Queuine tRNA-ribosyltransferase (EC 2.4.2.29) (Guanine insertion enzyme) (tRNA-guanine J -1,05339934
transglycosylase)
LPU83_2480 Uncharacterized protein 1,96362286
LPU83_2481 Putative transposase y4bF . 1,13732525
LPU83_2495 Gene 10 protein Gp10 R 1,46754887
LPU83_2496 Uncharacterized protein 2,24932356
LPU83_2511 Uncharacterized protein . -1,43746055
LPU83_2521 Uncharacterized protein R 1,4988573
LPU83_2523 Uncharacterized protein . 1,03871651
LPU83_2524 FMN reductase C 1,12865965
LPU83_2527 Uncharacterized protein . -1,08547699
ccsA LPU83_2528 Thiol:disulfide interchange protein dsbD (EC 1.8.1.8) co -1,898448
mdcF LPU83_2529 Malonate transport protein (Malonate transporter protein) R -1,77499599
LPU83_2554 Uncharacterized protein . 1,11543155
LPU83_2561 Uncharacterized protein D -1,15776938
IpxB LPU83_2569 Lipid-A-disaccharide synthase (EC 2.4.1.182) M -1,17084628
LPU83_2570 Uncharacterized protein S -1,08877199
IpxA LPU83_2571 Acyl-[acyl-carrier-protein]--UDP-N-acetylglucosamine O-acyltransferase (UDP-N-acetylglucosamine M -1,24095311
acyltransferase) (EC 2.3.1.129)
LPU83_2588 Uncharacterized protein -1,32299663
LPU83_2589 Transposase insG for insertion sequence element IS4 (Transposase is4 family protein) -1,2511107
(Ttransposase is4 family protein)
clps1 LPU83_2591 ATP-dependent Clp protease adapter protein ClpS (o] 1,15488442
LPU83_2593 Rho guanine nucleotide exchange factor 1 Lbc's second cousin . 1,91286438
cysE LPU83_2595 Serine O-acetyltransferase (EC 2.3.1.30) E 1,19592471
aapQ LPU83_2601 General L-amino acid transport system permease protein aapQ E -1,24734905
aapM LPU83_2602 Inner membrane amino-acid ABC transporter permease protein yhdY E -1,37596871
aapP LPU83_2603 General L-amino acid transport system ATP-binding protein (EC 3.6.3.-) E -1,01409881
LPU83_2628 DNA (Cytosine-5-)-methyltransferase (EC 2.1.1.37) L 1,90678223
LPU83_2633 tRNA-Lys . -1,52700402
afuA LPU83_2640 Uncharacterized protein P -1,3285743
LPU83_2643 Uncharacterized protein S 2,37457959
ymgE LPU83_2644 Transglycosylase-associated protein R 1,27410081
LPU83_2649 Putative HTH-type transcriptional regulator yghC K 1,16533898
adh LPU83_2651 Alcohol dehydrogenase (NADP+) protein (EC 1.1.1.2) G -1,43372801
ndh LPU83_2652 NADH dehydrogenase (EC 1.6.99.3) C 1,17190879
LPU83_2656 Putative HTH-type transcriptional regulator ycfQ K 1,9613825
LPU83_2657 Putative MFS-type transporter ydeR G 1,50602186
LPU83_2661 HTH-type transcriptional regulator cueR Copper efflux regulator K 1,47084139
LPU83_2663 Uncharacterized protein S 4,3665736
LPU83_2664 RNA polymerase sigma factor sigW Sigma-W factor K 2,59075768
LPU83_2665 Putative transmembrane anti-sigma factor K 1,89164709
LPU83_2670 Cysteine/O-acetylserine efflux protein E -1,21663985
ompAl LPU83_2696 Inner membrane lipoprotein yiaD M -1,02250985
LPU83_2704 Uncharacterized protein T -1,50348031
senC LPU83_2714 Protein SCO2, mitochondrial (0] -1,09042375
LPU83_2717 Glutathione-dependent formaldehyde-activating, GFA S -1,19686835
creA LPU83_2718 Protein creA T 1,37846875
IpxC LPU83_2724 UDP-3-0-acyl-N-acetylglucosamine deacetylase (UDP-3-0-acyl-GIcNAc deacetylase) (EC 3.5.1.108) M -1,68322721
(UDP-3-O-[R-3-hydroxymyristoyl]-N-acetylglucosamine deacetylase)
ddl LPU83_2728 D-alanine--D-alanine ligase (EC 6.3.2.4) (D-Ala-D-Ala ligase) (D-alanylalanine synthetase) MR -1,33000213
LPU83_2730 Inner membrane metabolite transport protein yhjE GEPR -1,76456896
LPU83_2731 Uncharacterized protein U 1,15322631
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ftsw LPU83_2735 Cell division protein ftswW D -1,12769433
LPU83_2744 Uncharacterized protein . 1,01352233
slt LPU83_2746 Membrane-bound lytic murein transglycosylase F M -2,11767542
mitB3 LPU83_2756 Membrane-bound lytic murein transglycosylase B M -1,26968649
metF LPU83_2757 Methylenetetrahydrofolate reductase (EC 1.5.1.20) E 1,08844434
LPU83_2774 N-formylglutamate amidohydrolase E 1,6193205
LPU83_2776 Uncharacterized protein P -1,32848236
LPU83_2784 Inner membrane ABC transporter permease protein ycjP G -1,18441279
LPU83_2785 Putative ABC transporter permease protein yurN G -1,16822437
LPU83_2786 Putative ABC transporter extracellular-binding protein yurO G -1,0210936
LPU83_2795 Uncharacterized protein . 1,40935026
yggE LPU83_2796 Uncharacterized protein S -1,12428443
LPU83_2797 tRNA-Met . -1,57999214
LPU83_2798 Tyrosine recombinase xerC LX 1,368476
traA LPU83_2799 Uncharacterized protein 2,18424939
LPU83_2800 Mobilisation protein . 1,41053111
parA3 LPU83_2801 Chromosome partitioning protein (Protein virC1) N 1,6813955
LPU83_2802 Uncharacterized protein L -1,49288055
hupT LPU83_2803 DNA-binding protein HU-beta (Integration host factor subunit beta IHF-beta) L -1,1085597
LPU83_2808 Golgi apparatus protein 1 Golgi sialoglycoprotein MG-160 . 2,29592194
acrf1 LPU83_2809 Efflux pump membrane transporter \ 1,79932058
hlyD1 LPU83_2810 Putative efflux pump periplasmic linker protein sepA MV 1,5386947
LPU83_2812 Uncharacterized protein L 1,22714603
thukE LPU83_2819 Putative ABC transporter-binding protein DR_1438 G 2,01827468
thuF LPU83_2820 Putative ABC transporter permease protein yurN G 2,31553146
thuG LPU83_2821 Putative ABC transporter permease protein yesQ G 2,44176861
thuk LPU83_2822 Alpha-glucoside transport ATP-binding protein aglK G 2,65429469
thuA LPU83_2823 Uncharacterized protein G 2,10160151
thuB LPU83_2824 Inositol 2-dehydrogenase/D-chiro-inositol 3-dehydrogenase (EC 1.1.1.18) R 1,26376894
LPU83_2834 Uncharacterized protein 2,63883245
LPU83_2835 Uncharacterized protein . 2,68856813
LPU83_2836 RNA pyrophosphohydrolase (EC 3.6.1.-) FR 3,08028648
LPU83_2838 Uncharacterized protein -1,14253677
LPU83_2839 Uncharacterized protein . -2,2721904
LPU83_2840 UPF0047 protein H 1,45575238
LPU83_2841 Uncharacterized protein S 1,54760354
LPU83_2845 Uncharacterized protein S 1,8154937
LPU83_2848 Uncharacterized protein . -1,36233269
LPU83_2868 Aldo/keto reductase (EC 1.1.1.65) R 1,31767447
LPU83_2869 Uncharacterized protein R 1,12261833
LPU83_2886 Uncharacterized protein S 1,04564601
LPU83_2888 Uncharacterized protein 1,39886138
LPU83_2889 Uncharacterized protein 1,42725745
LPU83_2891 Uncharacterized protein . 2,14928257
aatA LPU83_2893 Aminotransferase (EC 2.6.1.-) E -1,2083419
LPU83_2895 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H3 Inter-alpha-inhibitor heavy chain 3 S -2,56611874
LPU83_2896 Uncharacterized protein M -1,95196795
LPU83_2897 Uncharacterized protein G -2,39938794
LPU83_2899 Putative transporter ywfM GER -1,19316139
LPU83_2901 Uncharacterized protein -1,48782995
LPU83_2904 Uncharacterized protein . 1,16334671
rplY, ctc LPU83_2925 50S ribosomal protein L25 (General stress protein CTC) J -1,28257522
ychF LPU83_2932 Ribosome-binding ATPase YchF J -1,17654593
fbeC LPU83_2937 Ubiquinol-cytochrome c reductase cytochrome c1 subunit (EC 1.10.2.2) C -2,00924293
fbcB LPU83_2938 Cytochrome b C -1,79265517
fbcF LPU83_2939 Ubiquinol-cytochrome c reductase iron-sulfur subunit (EC 1.10.2.2) C -1,11975979
LPU83_2940 Endonuclease/exonuclease/phosphatase R -1,28740143
LPU83_2946 Uncharacterized protein 1,30149786
LPU83_2979 Uncharacterized protein . -1,0084523
hmuR LPU83_2981 TonB-dependent heme receptor A P 5,34783792
LPU83_2982 Uncharacterized protein S 1,68713497
luxR5 LPU83_2985 Transcriptional activator protein luxR K 1,00845056
tdk LPU83_2988 Thymidine kinase (EC 2.7.1.21) F -1,2635553
LPU83_3006 Putative nitrate reductase protein S -1,98689269
LPU83_3007 Uncharacterized protein . -1,07263631
LPU83_3010 Uncharacterized protein K 1,28031269
LPU83_3014 Uncharacterized protein S 1,58053685
LPU83_3018 Uncharacterized protein . -1,78660964
xdhB LPU83_3026 Xanthine dehydrogenase large subunit (EC 1.17.1.4) F -1,47066104
LPU83_3034 Cupin 2 conserved barrel domain protein R 1,84807125
tnp3 LPU83_3035 Transposase for insertion sequence element 151328 X 1,40254547
lidD LPU83_3039 L-lactate dehydrogenase (Cytochrome) (EC 1.1.2.3) CIR -1,17432439
LPU83_3047 Uncharacterized protein . -1,1705448
goxB LPU83_3048 Oxidoreductase (EC 1.4.3.19) E -1,05564136
LPU83_3051 Uncharacterized protein . 1,06421851
LPU83_3054 Putative amino-acid metabolite efflux pump GER -1,33949539
gguB LPU83_3060 Xylose transport system permease protein xylH G -1,0325136
sbpA LPU83_3062 Multiple sugar-binding periplasmic protein sbpA Sugar-binding protein A G -1,1105761
LPU83_3064 Uncharacterized protein . -1,61538115
xylR3 LPU83_3067 Xylose repressor KG -2,01965941
xylF LPU83_3068 D-xylose transport system substrate-binding protein (EC 3.6.3.17) G -1,98139881
xylH LPU83_3069 Xylose transport system permease protein xylH G -2,16882872
xylG LPU83_3070 D-xylose transport system ATP-binding protein (EC 3.6.3.17) G -1,69029188
LPU83_3071 tRNA-Arg . -2,08924889
icmt2 LPU83_3074 Methyltransferase (EC 2.1.1.100) (0] -1,71042834
cmoA LPU83_3075 Carboxy-S-adenosyl-L-methionine synthase (Cx-SAM synthase) (EC 2.1.3.-) H -1,35993977
LPU83_3076 Transcriptional regulatory protein resD TK -2,4789458
LPU83_3077 UPF0141 inner membrane protein M -3,08838685
mntH3 LPU83_3079 Uncharacterized protein S -2,54152962
LPU83_3080 Uncharacterized protein -2,30006264
LPU83_3111 Uncharacterized protein . 1,02234194
LPU83_3112 Uncharacterized protein S 1,96861368
LPU83_3113 Probable phosphoketolase (EC 4.1.2.-) G 2,03830931
LPU83_3114 Putative ATP-binding cassette transporter R 1,19517314
LPU83_3119 Uncharacterized protein . 1,84604203
LPU83_3120 Sulfatase-modifying factor 1 (EC 1.8.99.-) o] 2,22006831
LPU83_3121 Nonspecific acid phosphatase . 1,86307714
LPU83_3122 Uncharacterized protein S 2,01998508
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LPU83_3123 Uncharacterized protein 1,59970461
LPU83_3124 Uncharacterized protein 1,13978212
LPU83_3125 Uncharacterized protein . 2,20645994
LPU83_3140 Heme-degrading monooxygenase isdG (EC 1.14.99.3) H 3,9135942
LPU83_3141 Uncharacterized protein 3,86157206
LPU83_3142 Uncharacterized protein . 4,13530048
LPU83_3143 Myosin-IXb Unconventional myosin-9b M 2,85179245
LPU83_3144 Uncharacterized protein . 2,17569641
hmuP LPU83_3145 Hemin transport system, hemin uptake protein H 2,07934379
hmus LPU83_3146 Hemin transport protein hmuS P 2,73844077
hmuT LPU83_3147 Vitamin B12-binding protein P 2,77037759
hmuu LPU83_3148 Putative ABC transporter permease protein MJ0087 P 2,66793304
hmuv LPU83_3149 Hemin import ATP-binding protein HmuV (EC 3.6.3.-) P 2,88621357
LPU83_3150 Uncharacterized protein J 1,31799904
LPU83_3151 Uncharacterized protein . 1,41670799
LPU83_3167 Spermidine/putrescine import ATP-binding protein potA (EC 3.6.3.31) P -1,23920188
LPU83_3168 Bicarbonate transport system permease protein cmpB P -1,66287616
LPU83_3171 Multidrug resistance protein mdtA Multidrug transporter mdtA MV 1,22607999
sinR LPU83_3173 Electron transport regulator A T -2,78216288
LPU83_3181 Uncharacterized protein . 2,87432324
LPU83_3184 MscS family inner membrane protein ynal M 1,01684963
LPU83_3185 Uncharacterized protein 3,24315636
LPU83_3186 Uncharacterized protein . 4,31854935
ompA3 LPU83_3187 Outer membrane protein A Outer membrane protein Il M 4,37437269
LPU83_3188 Golgi apparatus protein 1 homolog 4,43529082
LPU83_3189 Uncharacterized protein . 2,76945526
cya3-2 LPU83_3190 Uncharacterized protein co 1,53816464
LPU83_3191 Uncharacterized protein X 4,33093208
livk LPU83_3200 Leu/lle/Val-binding protein homolog 2 E -3,00860058
LPU83_3201 Uncharacterized protein . -2,98517161
braG LPU83_3202 Phosphate import ATP-binding protein pstB (EC 3.6.3.27) E -2,93815832
braF LPU83_3203 Phosphate import ATP-binding protein pstB (EC 3.6.3.27) E -3,26618129
livm LPU83_3204 High-affinity branched-chain amino acid transport system permease protein brak E -3,20151169
braD LPU83_3205 Galactoside transport system permease protein mglC homolog E -2,85178511
LPU83_3210 Uncharacterized protein . -1,46927432
cheY5 LPU83_3212 Chemotaxis protein cheY T -1,09434331
LPU83_3214 Uncharacterized protein S -1,09670566
LPU83_3243 Multidrug resistance protein B G -1,50142026
ropAs LPU83_3271 Porin . -2,24465381
APIC LPU83_3276 Glutathione S-transferase (EC 2.5.1.18) o] 1,32652901
LPU83_3288 Short-chain dehydrogenase/reductase SDR (EC 1.1.1.-) I0R -1,77416857
LPU83_3291 Uncharacterized protein . -1,19884986
LPU83_3300 Uncharacterized protein C 1,24622831
msrB3 LPU83_3303 Peptide-methionine (R)-S-oxide reductase (EC 1.8.4.12) (o] -1,11123173
ohr3 LPU83_3305 Uncharacterized protein \ -1,25928821
LPU83_3308 Uncharacterized protein . 1,41720535
rpsU1 LPU83_3309 30S ribosomal protein S21 J 1,27286752
LPU83_3310 Uncharacterized protein 1,11255973
LPU83_3311 Uncharacterized protein 3,39084231
LPU83_3312 17 kDa surface antigen . 1,07678057
cyaO LPU83_3314 Adenylate/guanylate cyclase (EC 4.6.1.1) T 1,5182215
LPU83_3315 Putative acrEF/envCD operon repressor K -1,37600405
LPU83_3323 Aldo-keto reductase family 1 member C1 homolog (EC 1.1.1.149) R 1,23911882
LPU83_3325 Probable membrane transporter protein P 1,60422557
LPU83_3326 Carbapenem-hydrolyzing beta-lactamase transcriptional activator K 1,47523503
appD LPU83_3333 Dipeptide transport ATP-binding protein dppD EP -1,20647956
LPU83_3342 Lipid A export ATP-binding/permease protein msbA (EC 3.6.3.-) \ -1,03735786
LPU83_3343 Putative N-acetylgalactosaminyltransferase 6 (EC 2.4.1.-) G -1,31876098
LPU83_3346 Uncharacterized protein 1,49548186
LPU83_3356 tRNA-Met -1,39556105
LPU83_3358 23S ribosomal RNA -1,33976
LPU83_3359 tRNA-Ala -1,63943362
LPU83_3360 tRNA-lle -1,51326542
LPU83_3361 Uncharacterized protein . 2,05873727
acrA LPU83_3368 Multidrug resistance protein mdtE MV -1,27919621
acrfF5 LPU83_3369 Efflux pump membrane transporter \ -1,59897536
potC LPU83_3374 Spermidine/putrescine transport system permease protein potC E -1,07056145
ade3 LPU83_3377 Adenine deaminase (Adenase) (Adenine aminase) (EC 3.5.4.2) F -1,08399431
LPU83_3382 Uncharacterized protein . -1,06528446
LPU83_3385 Putative signaling protein CC_0091 T -1,64717767
omp1l LPU83_3386 25 kDa outer-membrane immunogenic protein M -1,14399883
LPU83_3390 Uncharacterized protein 1,22859057
LPU83_3398 Uncharacterized protein -1,15731586
LPU83_3402 Site-specific DNA recombinase . 2,17575078
LPU83_3407 Putative MFS-type transporter MJ1317 G -3,17520184
mael LPU83_3411 Malic acid transport protein Malate permease \ -1,0610685
LPU83_3413 Signaling protein ykow T -2,76546376
LPU83_3414 Uncharacterized protein T -2,49257658
LPU83_3415 Putative HTH-type transcriptional regulator PA4778 K 1,55922789
LPU83_3422 Uncharacterized protein M -1,13128104
LPU83_3423 Putative adhesin All_01215 M -1,22619257
mesl, tilS LPU83_3426 tRNA(lle)-lysidine synthase (EC 6.3.4.19) (tRNA(Ile)-2-lysyl-cytidine synthase) (tRNA(lle)-lysidine J -1,34851335
synthetase)
ygbF, LPU83_3427 Cell division coordinator CpoB R -1,04590324
cpoB
pal LPU83_3428 Peptidoglycan-associated protein M -1,11291608
tolB3 LPU83_3429 Tol-Pal system protein TolB u -1,25223061
LPU83_3437 L-seryl-tRNA(Sec) selenium transferase (EC 2.9.1.1) . -1,29493681
LPU83_3438 5-formyltetrahydrofolate cyclo-ligase (EC 6.3.3.2) H -1,10622578
LPU83_3440 Uncharacterized protein G -2,0241308
LPU83_3445 Uncharacterized protein R -2,30502839
coxP LPU83_3448 Cytochrome c oxidase subunit Ill (EC 1.9.3.1) C 1,20915084
cox0 LPU83_3449 Cytochrome c oxidase subunit Ill (EC 1.9.3.1) C 1,16906307
coxN LPU83_3450 Cytochrome c oxidase subunit 1 (EC 1.9.3.1) C 1,17522229
mcpA7 LPU83_3454 Putative chemoreceptor y4sl Methyl-accepting chemotaxis protein NT -1,12150978
ruvC LPU83_3455 Crossover junction endodeoxyribonuclease RuvC (EC 3.1.22.4) (Holliday junction nuclease RuvC) L -1,26305981
(Holliday junction resolvase RuvC)
acvB LPU83_3461 Virulence factor family protein u -1,01614179
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IpiA LPU83_3462 Uncharacterized protein S -1,17794563
phzF LPU83_3475 Diaminopimelate epimerase DAP epimerase (EC 5.1.1.7) R -1,10210979
LPU83_3482 Uncharacterized protein . -1,03368051
LPU83_3498 Uncharacterized protein S 1,17744076
purk LPU83_3501 N5-carboxyaminoimidazole ribonucleotide synthase (N5-CAIR synthase) (EC 6.3.4.18) (5- F -1,0135155
(carboxyamino)imidazole ribonucleotide synthetase)
ggt LPU83_3505 Gamma-glutamyltranspeptidase (EC 2.3.2.2) E 1,6087705
LPU83_3510 HTH-type transcriptional regulator gIxA K -1,00705454
LPU83_3520 UPF0335 protein LPU83_3520 S -1,36646113
LPU83_3521 Uncharacterized protein HR 4,136195
LPU83_3527 Nitrate reductase catalytic subunit (EC 1.7.99.4) C -1,20600647
exoN LPU83_3553 UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase (EC 2.7.7.9) (UDP-glucose pyrophosphorylase) M -1,24267376
gltD LPU83_3558 Glutamate synthase subunit beta (EC 1.4.1.14) ER -1,44128102
LPU83_3572 Uncharacterized protein 1,41178494
LPU83_3573 Uncharacterized protein 1,03713304
LPU83_3574 Uncharacterized protein . -1,09293489
yei LPU83_3575 Uncharacterized protein L -1,23887523
LPU83_3576 Uncharacterized protein . 1,26059889
LPU83_3577 Uncharacterized protein S 1,68289937
LPU83_3578 Uncharacterized protein . 2,03497144
LPU83_3579 Putative 52,8 kDa protein in TAR-I ttuC' 3'region ORFZ2 R 1,1153689
LPU83_3580 Putative tricarboxylic transport membrane protein S 1,62702169
LPU83_3581 UPF0065 protein C 1,88950039
LPU83_3589 Uncharacterized protein (o] -1,46545441
LPU83_3598 Alcohol dehydrogenase class-3 R 1,05542076
soxG LPU83_3600 Sarcosine oxidase, subunit gamma (EC 1.5.3.1) E -1,6038255
SoxA LPU83_3601 Sarcosine oxidase, subunit alpha (EC 1.5.3.1) E -1,69764111
soxB LPU83_3603 Sarcosine oxidase, subunit beta (EC 1.5.3.1) E -1,39563142
LPU83_3619 Uncharacterized protein Q -1,33272891
LPU83_3620 Putative TRAP transporter large permease protein HI0050 Q -1,6327923
LPU83_3634 Beta-lactamase (EC 3.5.1.46) Vv -1,45959099
LPU83_3636 Uncharacterized protein . 1,99953128
LPU83_3640 Uncharacterized protein R -1,22330411
LPU83_3641 Nickel/cobalt efflux system P -1,06537042
LPU83_3644 Inner membrane protein yebE S 1,16262376
LPU83_3650 Putative signaling protein CC_0091 T -1,16961246
xylA LPU83_3667 Xylose isomerase (EC 5.3.1.5) G -1,34373651
xylB LPU83_3668 Xylulose kinase (Xylulokinase) (EC 2.7.1.17) G -1,01413952
LPU83_3674 UPF0053 inner membrane protein P 1,39778192
LPU83_3675 Phytanoyl-CoA dioxygenase (EC 1.14.11.18) Q -1,42844795
rmrB LPU83_3677 Multidrug resistance protein B homolog G -3,84948409
rmrA3 LPU83_3678 Multidrug efflux transporter protein \ -3,29103862
rmrR LPU83_3679 Putative TetR family transcriptional regulator K -1,27005624
LPU83_3682 Uncharacterized protein -1,20755477
LPU83_3685 Putative Di-and tricarboxylate transporter protein G 1,05681632
gltX1 LPU83_3686 Glutamate--tRNA ligase (EC 6.1.1.17) (Glutamyl-tRNA synthetase) (GIuRS) J -1,09437363
lyss LPU83_3687 Lysine--tRNA ligase (EC 6.1.1.6) (Lysyl-tRNA synthetase) (LysRS) J -1,16713899
LPU83_3688 Uncharacterized protein -1,24754607
LPU83_3695 Uncharacterized protein . -1,19571947
LPU83_3697 Putative adenylate/guanylate cyclase (EC 4.6.1.2) T 1,34278147
LPU83_3705 Uncharacterized protein S -1,00709204
LPU83_3707 Uncharacterized protein E 1,853865
LPU83_3710 Putative hydrolase phosphatase protein (EC 3.1.3.18) GR 2,4629741
mtlK LPU83_3711 Mannitol 2-dehydrogenase (EC 1.1.1.67) G 4,9665219
smoK LPU83_3712 Sorbitol/mannitol ABC transporter, ATP-binding protein (EC 3.6.3.20) G 5,01661558
smoG LPU83_3713 Sorbitol/mannitol ABC transporter permease G 5,05486021
smoF LPU83_3714 Sorbitol/mannitol ABC transporter permease G 4,60577652
smoE LPU83_3715 Sorbitol/mannitol ABC transporter, substrate-binding protein G 3,64768002
LPU83_3720 Uncharacterized protein . 1,09615952
LPU83_3727 Uncharacterized protein Q 1,09074992
LPU83_3731 Uncharacterized protein 1,64286245
LPU83_3732 Uncharacterized protein M 1,6479338
LPU83_3733 Glycine betaine-binding periplasmic protein E 1,14343371
LPU83_3738 Efflux transporter, RND family, MFP subunit MV 1,06760153
LPU83_3739 Uncharacterized protein . 1,15713467
LPU83_3740 Putative sugar ABC transporter, ATP-binding protein (EC 3.6.3.27) G 2,39965974
cscA LPU83_3741 Beta-fructofuranosidase (EC 3.2.1.26) G 4,10812783
LPU83_3742 Putative ABC transporter permease protein G 4,08818022
LPU83_3743 Binding-protein-dependent transport systems inner membrane component G 4,1418828
LPU83_3744 Family 1 extracellular solute-binding protein G 3,51432375
cscR LPU83_3745 Lacl family transcriptional regulator K 1,69644388
LPU83_3746 Uncharacterized protein R 1,08750411
LPU83_3747 Uncharacterized protein 1,24306053
LPU83_3750 Uncharacterized protein 1,13470208
LPU83_3758 23S ribosomal RNA -1,33200376
LPU83_3759 tRNA-Ala -1,58344603
LPU83_3760 tRNA-lle . -1,48175803
LPU83_3769 NADH:flavin oxidoreductase/NADH oxidase (EC 1.6.99.1) C 1,23597028
LPU83_3776 Putative lipoprotein . 1,4522515
mutT LPU83_3785 NTP pyrophosphohydrolase protein (EC 3.6.1.-) \ -1,02416907
LPU83_3790 Putative polysaccharide biosynthesis associated protein M -1,13970207
LPU83_3818 Uncharacterized protein 1,55562615
LPU83_3824 Uncharacterized protein . -1,79475668
LPU83_3826 Putative two-component response regulator protein T -1,31838043
LPU83_3828 Putative conserved protein . -1,08414322
LPU83_3834 Putative conserved protein S -1,03407958
tyrC LPU83_3835 Cyclohexadienyl dehydrogenase (EC 1.3.1.12) E -1,06018238
gloB LPU83_3838 Hydroxyacylglutathione hydrolase (EC 3.1.2.6) (Glyoxalase I1) (Glx Il) R 1,20780061
LPU83_3843 Probable queuosine precursor transporter (Q precursor transporter) S -1,27020787
LPU83_3844 Putative conserved protein . -2,32242439
LPU83_3872 Putative conserved protein M -1,83260344
LPU83_3874 Uncharacterized protein . -1,414778
hemA LPU83_3877 5-aminolevulinate synthase (EC 2.3.1.37) (5-aminolevulinic acid synthase) (Delta-ALA synthase) H -1,6186223
(Delta-aminolevulinate synthase)
LPU83_3878 Carbon-monoxide dehydrogenase medium subunit (EC 1.2.99.2) C -1,59458534
LPU83_3881 Putative conserved protein . -1,63551375
chews LPU83_3887 Chemotaxis protein NT -1,27039673
LPU83_3888 Transposase is4 family protein -1,27085118
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fdsD LPU83_3889 Formate dehydrogenase, delta subunit (EC 1.2.1.2) . -1,9797696
fdsC, LPU83_3890 Sulfur carrier protein FdhD C -2,00159278
fdhD
fdsA LPU83_3891 Formate dehydrogenase, alpha subunit (EC 1.2.1.2) R -2,17426029
fdsG LPU83_3893 Formate dehydrogenase subunit gamma (EC 1.2.1.2) C -1,50522588
atpC LPU83_3898 ATP synthase epsilon chain (ATP synthase F1 sector epsilon subunit) (F-ATPase epsilon subunit) C -1,07583689
LPU83_3910 Putative cytochrome b561 protein C -2,18088584
IpdA LPU83_3911 Dihydrolipoyl dehydrogenase (EC 1.8.1.4) C -1,07860167
LPU83_3914 Putative conserved protein -1,12455432
sucB LPU83_3915 Dihydrolipoyllysine-residue succinyltransferase component of 2-oxoglutarate dehydrogenase C -1,4996319
complex (EC 2.3.1.61) (2-oxoglutarate dehydrogenase complex component E2)
sucA LPU83_3917 2-oxoglutarate dehydrogenase E1 component (EC 1.2.4.2) C -1,14167442
sucD LPU83_3918 Succinate--CoA ligase [ADP-forming] subunit alpha (EC 6.2.1.5) (Succinyl-CoA synthetase subunit C -1,19919721
alpha) (SCS-alpha)
sdhB LPU83_3923 Succinate dehydrogenase iron-sulfur subunit (EC 1.3.5.1) C -2,10835433
sdhA LPU83_3924 Succinate dehydrogenase flavoprotein subunit (EC 1.3.5.1) C -1,47125047
sdhD LPU83_3925 Succinate dehydrogenase hydrophobic membrane anchor protein (EC 1.3.99.1) C -1,67470952
sdhC LPU83_3926 Succinate dehydrogenase cytochrome b-556 subunit (EC 1.3.99.1) C -1,34820434
hemD LPU83_3934 Uroporphyrinogen-IIl synthase (EC 4.2.1.75) H -1,19167815
LPU83_3946 Phosphodiesterase/alkaline phosphatase D (EC 3.1.4.1) P 1,66871751
LPU83_3957 ATP-binding component of ABC transporter (EC 3.6.3.31) R -1,23577596
LPU83_3958 Putative transport system permease ABC transporter protein R -1,24207213
LPU83_3961 Putative conserved protein . -1,04327699
LPU83_3963 Putative conserved protein S 1,15955291
tesA LPU83_3966 Acyl-CoA thioesterase protein (EC 3.1.2.-) E 1,26288979
LPU83_3967 Putative ABC transporter, ATP-binding protein (EC 3.6.3.31) Q 1,23421851
LPU83_3972 Putative conserved protein S -1,16689669
acnA LPU83_3973 Aconitate hydratase (Aconitase) (EC 4.2.1.3) C -1,39455144
ccmC LPU83_3976 Heme exporter protein C (Cytochrome c-type biogenesis protein) o] -1,57270533
cycY LPU83_3977 Thiol:disulfide interchange protein o -1,17982281
LPU83_3978 UPF0314 protein LPU83_3978 . -1,04809722
ispZ LPU83_3979 Probable intracellular septation protein A D -1,03220469
ftsy LPU83_3980 Signal recognition particle receptor FtsY (SRP receptor) u -1,19911987
fusA LPU83_3983 Elongation factor G (EC 3.6.5.3) ] 1,51935874
tyrA LPU83_3986 Chorismate mutase (EC 5.4.99.5) E -1,0485064
rpsP LPU83_3987 30S ribosomal protein S16 J -1,58506546
LPU83_3990 Putative nucleotide permease protein FH 1,85452494
LPU83_3996 Putative phosphobhistidine phosphatase (EC 3.1.3.-) T -1,01049352
LPU83_4002 Outer-membrane lipoprotein carrier protein M -1,12895538
amtB LPU83_4004 Ammonium transporter P -2,2147778
ginkK LPU83_4005 Nitrogen regulatory protein P-II TE -1,81498323
lonD LPU83_4009 ATP-dependent protease LA 2 protein (EC 3.4.21.53) S 1,01847679
LPU83_4011 Putative conserved protein S -1,06873987
LPU83_4012 tRNA-Gly . -1,24284722
LPU83_4017 Glycerol uptake facilitator or related permease G 1,24895378
LPU83_4033 Uncharacterized protein E -1,03635052
LPU83_4050 Putative conserved protein 1Q -1,02572041
fdxA LPU83_4061 Ferredoxin F -1,45551493
LPU83_4062 Putative CarD family transcriptional regulator K 1,22604533
LPU83_4071 ABC transporter ATP-binding protein R -1,10053211
LPU83_4072 Putative conserved protein -1,95949936
LPU83_4080 Uncharacterized protein -1,68381641
LPU83_4081 Uncharacterized protein . -2,32960794
ispA LPU83_4090 Geranyltranstransferase (EC 2.5.1.10) H -1,42096001
LPU83_4091 Threonine efflux protein E -1,70946854
LPU83_4095 Putative amino acid ABC transporter, substrate-binding protein ET 1,33122334
ndvA LPU83_4101 Beta-(1-->2)glucan export ATP-binding/permease protein NdvA (EC 3.6.3.42) \2 -1,78986124
leuB LPU83_4105 3-isopropylmalate dehydrogenase (EC 1.1.1.85) (3-IPM-DH) (Beta-IPM dehydrogenase) (IMDH) CE -1,06288993
LPU83_4110 Putative conserved protein . 1,34643194
LPU83_4113 Putative conserved protein (o} 1,1444416
nadD LPU83_4129 Probable nicotinate-nucleotide adenylyltransferase (EC 2.7.7.18) (Deamido-NAD(+) H -1,17480981
diphosphorylase) (Deamido-NAD(+) pyrophosphorylase) (Nicotinate mononucleotide
adenylyltransferase) (NaMN adenylyltransferase)
LPU83_4139 Putative insertion sequence transposase protein . 1,09426827
LPU83_4143 Putative conserved protein S -1,40871525
LPU83_4145 Putative conserved protein 1,29481088
LPU83_4152 Putative conserved protein -1,92714969
LPU83_4157 Uncharacterized protein 1,13846363
LPU83_4164 Putative conserved protein . 1,26988717
dppA3 LPU83_4171 ABC transporter E -1,24079731
dppB3 LPU83_4172 ABC transporter EP -1,59218901
dppC3 LPU83_4173 ABC transporter EP -1,45220721
dppD3 LPU83_4174 ABC transporter (EC 3.6.3.-) EP -1,44584445
dppF3 LPU83_4175 ABC transporter EP -1,41178425
LPU83_4176 Putative conserved protein 1,6178821
LPU83_4177 Putative conseved protein . 1,35838291
LPU83_4178 UPF0391 membrane protein LPU83_4178 S 1,35003675
ndvB LPU83_4179 Cyclic beta-1,2-glucan synthetase (EC 2.4.1.-) G -1,23347146
LPU83_4194 Putative conserved protein S -1,01469874
LPU83_4196 Pyridoxal phosphate homeostasis protein (PLP homeostasis protein) R -1,03153352
leus LPU83_4197 Leucine--tRNA ligase (EC 6.1.1.4) (Leucyl-tRNA synthetase) (LeuRS) J -1,36501748
LPU83_4198 Hypotetical conserved protein S -1,03853473
LPU83_4206 UPF0093 membrane protein S -1,66987129
hemE LPU83_4207 Uroporphyrinogen decarboxylase (UPD) (URO-D) (EC 4.1.1.37) H -1,1886879
LPU83_pLPU83a_0004 Uncharacterized protein 1,03500107
LPU83_pLPU83a_0017 Uncharacterized protein . -1,40816555
LPU83_pLPU83a_0018 Multicopper oxidase (EC 1.10.3.2) DPM 1,39771318
LPU83_plLPU83a_0021 Uncharacterized protein -4,52789008
LPU83_pLPU83a_0027 Uncharacterized protein . 1,91304941
cumA LPU83_pLPU83a_0028 Putative multicopper oxidase protein (EC 1.10.3.2) DPM 3,28643382
LPU83_pLPU83a_0029 Uncharacterized protein S 2,98177797
tipA LPU83_pLPU83a_0030 Putative thioredoxin, thioldisulfide interchange protein ] 2,51147819
LPU83_pLPU83a_0031 Cytochrome c oxidase Cu(A) center assembly protein (o] 2,03102089
LPU83_pLPU83a_0033 Putative transcriptional regulator, MerR family K 1,16686017
LPU83_pLPU83a_0039 Transposase X 1,43728979
LPU83_pLPU83a_0040 Transposase X 1,18046967
LPU83_pLPU83a_0041 Putative transposase 1,63628132
LPU83_plLPU83a_0042 Transposase 1,32189855
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LPU83_pLPU83a_0051 Acyl-homoserine-lactone synthase (EC 2.3.1.184) (Autoinducer synthesis protein) T -1,43538285
tnpAl LPU83_pLPU83a_0059 Putative transposase protein -1,39528914
LPU83_pLPU83a_0079 Uncharacterized protein 2,18918922
LPU83_pLPU83a_0086 Uncharacterized protein . 1,19982585
LPU83_pLPU83a_0091 Putative transposase-related protein X 1,67885413
exoK LPU83_pLPU83a_0097 Putative glycanase (EC 3.2.1.-) G 1,56609754
exol LPU83_pLPU83a_0098 Putative glucosyltransferase protein (EC 2.-.-.-) . 1,59049126
exoA LPU83_pLPU83a_0099 Putative glycosyl transferase (EC 2.-.-.-) G 1,19940535
LPU83_plLPU83a_0113 DNA-directed DNA polymerase (EC 2.7.7.7) L 1,09883738
LPU83_pLPU83a_0119 Uncharacterized protein 2,29697227
LPU83_plLPU83a_0123 Uncharacterized protein 1,0219157
LPU83_pLPU83a_0133 Uncharacterized protein -1,26851228
LPU83_pLPU83a_0134 Uncharacterized protein . -1,18647978
trbl LPU83_pLPU83a_0151 Putative conjugal transfer protein trbl (Trbl) u 2,52534429
trbH LPU83_pLPU83a_0152 Putative conjugal transfer protein trbH (TrbH) . 2,54036609
trbG LPU83_pLPU83a_0153 Conjugal transfer protein trbG (TrbG) u 3,14756846
trbF LPU83_pLPU83a_0154 Conjugal transfer protein trbF (TrbF) U 3,06123592
trbL LPU83_pLPU83a_0155 Putative conjugal transfer protein trbL (TrbL) u 2,9159699
trbK LPU83_pLPU83a_0156 Putative conjugal transfer protein TrbK . 3,12748399
trbJ LPU83_pLPU83a_0157 Putative conjugal transfer protein trbJ (TrbJ) X 3,2473527
trbE LPU83_pLPU83a_0158 Conjugal transfer protein TrbE u 3,13868436
trbD LPU83_pLPU83a_0159 Conjugal transfer protein trbD (TrbD) u 3,33525282
trbC LPU83_pLPU83a_0160 Putative conjugal transfer protein trbC (TrbC) u 3,37835976
trbB LPU83_pLPU83a_0161 Putative conjugal transfer protein TrbB uw 3,53754322
LPU83_pLPU83b_0001 Peptide synthetase Q 1,92202241
LPU83_pLPU83b_0004 Resolvase domain-containing protein L 1,55398594
LPU83_pLPU83b_0009 Uncharacterized protein K -1,32303184
LPU83_pLPU83b_0010 Transposase-related protein X -1,00497572
LPU83_pLPU83b_0013 Uncharacterized protein R 1,21520994
LPU83_pLPU83b_0015 Uncharacterized protein ™M 1,0667426
LPU83_pLPU83b_0018 Acetoacetyl-CoA synthetase 1,01442881
LPU83_pLPU83b_0019 Uncharacterized protein 1,46676118
LPU83_pLPU83b_0020 Putative transposase y4bF . 2,32832802
LPU83_pLPU83b_0025 Uncharacterized protein M 1,55076546
LPU83_pLPU83b_0030 Uncharacterized protein 2,0525522
LPU83_pLPU83b_0031 Uncharacterized protein . 1,84345339
LPU83_pLPU83b_0034 Putative membrane protein P 1,16428324
fixt LPU83_pLPU83b_0035 Nitrogen fixation protein Fixl (EC 3.6.3.-) P 1,21592471
LPU83_pLPU83b_0038 Uncharacterized protein . 2,08647707
fixPc LPU83_pLPU83b_0039 Cbb3-type cytochrome c oxidase subunit C 1,52823339
LPU83_pLPU83b_0040 Uncharacterized protein C 1,31822583
LPU83_pLPU83b_0041 Cbb3-type cytochrome c oxidase subunit Il C 1,60621886
LPU83_pLPU83b_0043 cAMP-binding protein T 1,32330921
LPU83_pLPU83b_0049 Uncharacterized protein 1,39183563
LPU83_pLPU83b_0051 Putative membrane protein . 1,10370512
LPU83_pLPU83b_0052 Uncharacterized protein P 1,34592261
LPU83_pLPU83b_0053 Uncharacterized protein T 1,50669804
LPU83_pLPU83b_0054 Peptidase S46 family protein . 1,38860757
LPU83_plLPU83b_0056 ROK family protein KG 1,69742504
LPU83_pLPU83b_0057 DegT/Dnrl/EryC1/StrS aminotransferase M 1,61941314
LPU83_pLPU83b_0059 FMN-binding negative transcriptional regulator T 2,11378359
LPU83_pLPU83b_0060 Uncharacterized protein . 2,73827526
LPU83_pLPU83b_0061 GCNS5-like N-acetyltransferase J 2,1758494
LPU83_pLPU83b_0062 GntR family transcriptional regulator K 1,62961335
LPU83_pLPU83b_0063 Uncharacterized protein 3,47006286
LPU83_pLPU83b_0064 Uncharacterized protein . 3,51007932
LPU83_pLPU83b_0065 Phosphoenolpyruvate phosphomutase G 2,51947058
LPU83_pLPU83b_0066 Uncharacterized protein R 1,82386969
LPU83_pLPU83b_0067 Uncharacterized protein F 1,02087153
LPU83_pLPU83b_0068 Uncharacterized protein J 1,03175548
LPU83_pLPU83b_0069 Uncharacterized protein . 1,35006247
LPU83_pLPU83b_0070 Uncharacterized protein K 2,07172027
LPU83_pLPU83b_0071 Uncharacterized protein 2,52635186
LPU83_pLPU83b_0072 Uncharacterized protein . 1,00852593
LPU83_pLPU83b_0074 Putative transposase y4r) X 1,85147183
LPU83_pLPU83b_0075 Putative integrase/recombinase y4qK L 2,38390104
LPU83_pLPU83b_0076 Putative transposase y4q) . 2,10442366
LPU83_pLPU83b_0078 Uncharacterized protein K 1,11109557
panD LPU83_pLPU83b_0081 Aspartate 1-decarboxylase (EC 4.1.1.11) (Aspartate alpha-decarboxylase) [Cleaved into: Aspartate H 1,65575804
1-decarboxylase alpha chain; Aspartate 1-decarboxylase beta chain]
LPU83_pLPU83b_0082 Uncharacterized protein 1,56323656
LPU83_pLPU83b_0085 Uncharacterized protein . 1,19212415
LPU83_pLPU83b_0087 Uncharacterized protein E 1,68797658
LPU83_pLPU83b_0098 Ti-type conjugative transfer relaxase TraA L 1,99654158
LPU83_pLPU83b_0099 Ti-type conjugative transfer relaxase TraA L 3,08122122
LPU83_pLPU83b_0100 Uncharacterized protein L 2,47014955
LPU83_pLPU83b_0101 TraA . 2,29764616
LPU83_pLPU83b_0102 Uncharacterized protein L 1,91601256
LPU83_pLPU83b_0103 Putative Haloacid dehalogenase-like hydrolase (EC 3.-.-.-) GR 1,16059229
cpdA LPU83_pLPU83b_0104 3',5'-cyclic adenosine monophosphate phosphodiesterase CpdA (3',5'-cyclic AMP T 1,06963391
phosphodiesterase) (cCAMP phosphodiesterase) (EC 3.1.4.53)
LPU83_pLPU83b_0108 Solute-binding component of ABC transporter G 1,32458708
LPU83_pLPU83b_0109 Uncharacterized protein K 1,2722049
LPU83_pLPU83b_0110 Uncharacterized protein . 1,69220549
LPU83_pLPU83b_0119 Putative insertion sequence ATP-binding protein y4pL L 1,0505828
LPU83_pLPU83b_0121 Uncharacterized protein 1,44675215
LPU83_pLPU83b_0122 Integrase catalytic subunit 1,76295317
LPU83_pLPU83b_0123 DNA recombinase . 2,61023217
LPU83_pLPU83b_0124 Site-specific recombinase, DNA invertase Pin L 1,62541772
LPU83_pLPU83b_0125 Uncharacterized protein 2,01512234
LPU83_pLPU83b_0126 Uncharacterized protein . 1,63870771
IpsJ LPU83_pLPU83b_0127 Succinyl-CoA:3-ketoacid coenzyme A transferase subunit B (EC 2.8.3.5) | 1,65437975
Ips! LPU83_pLPU83b_0128 Succinyl-CoA:3-ketoacid coenzyme A transferase subunit A (EC 2.8.3.5) | 1,59182577
LPU83_pLPU83b_0129 Putative aldehyde-dehydrogenase-like protein y4uC (EC 1.2.1.-) C 2,13281548
LPU83_pLPU83b_0130 Putative aminotransferase y4uB (EC 2.6.1.-) H 1,64981748
LPU83_pLPU83b_0131 Uncharacterized protein . 1,64623783
LPU83_pLPU83b_0132 Putative family 20 transposase X 1,4743126
LPU83_pLPU83b_0138 Uncharacterized protein 1,03814638
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LPU83_pLPU83b_0139 Uncharacterized protein . 1,63682702
LPU83_pLPU83b_0140 Transposase L 1,48605032
LPU83_pLPU83b_0141 Uncharacterized protein 1,00588149
LPU83_pLPU83b_0142 Transposase 1,13154885
LPU83_pLPU83b_0143 Uncharacterized protein 1,26770552
LPU83_pLPU83b_0150 Uncharacterized protein . 2,02393403
LPU83_pLPU83b_0151 Uncharacterized protein R 2,01584502
LPU83_pLPU83b_0153 Uncharacterized protein 2,30227467
LPU83_pLPU83b_0154 Uncharacterized protein . 2,01180418
nylB LPU83_pLPU83b_0155 6-aminohexanoate-dimer hydrolase \ 1,24031525
LPU83_pLPU83b_0156 Putative peptide ABC transporter periplasmic-binding protein y4tO E 1,57668878
LPU83_pLPU83b_0157 Insertion sequence transposase X 1,822142
LPU83_pLPU83b_0159 Putative insertion sequence ATP-binding protein y4uH L 1,29507646
LPU83_pLPU83b_0162 Uncharacterized protein . 2,22919576
LPU83_pLPU83b_0165 Putative transposase y4r) X 1,49110561
LPU83_pLPU83b_0166 Uncharacterized protein E 1,65427127
LPU83_pLPU83b_0167 Uncharacterized protein M 1,55031492
LPU83_pLPU83b_0168 Putative peptide ABC transporter ATP-binding protein y4tS E 1,67630384
LPU83_pLPU83b_0169 Putative peptide ABC transporter ATP-binding protein y4tR EP 1,42338798
LPU83_plLPU83b_0173 Putative hydrolase y4tl (EC 3.-.-.-) R 1,08475989
LPU83_pLPU83b_0178 Transposase X 2,05390675
LPU83_pLPU83b_0179 Uncharacterized protein | 1,07168453
LPU83_pLPU83b_0180 Uncharacterized protein . 2,84770198
LPU83_pLPU83b_0181 Uncharacterized protein | 1,79458065
LPU83_pLPU83b_0182 Uncharacterized protein . 2,62009939
LPU83_pLPU83b_0184 Transposase X 2,31508831
LPU83_pLPU83b_0185 Transposase 1,41699608
LPU83_pLPU83b_0186 Uncharacterized protein . 2,29643635
LPU83_pLPU83b_0187 Uncharacterized protein X 2,5658564
LPU83_pLPU83b_0188 Uncharacterized protein 2,25350586
LPU83_pLPU83b_0189 Uncharacterized protein 1,46711636
LPU83_pLPU83b_0190 Resolvase domain-containing protein . 1,59754627
LPU83_pLPU83b_0192 Uncharacterized protein | 1,52079938
LPU83_pLPU83b_0193 Uncharacterized protein 2,45215683
LPU83_pLPU83b_0195 Putative MFS-type transporter y4rN 1,35260814
LPU83_pLPU83b_0197 Putative transposase y4q) . 1,35224708
LPU83_pLPU83b_0198 Putative integrase/recombinase y4gK L 2,65245211
LPU83_pLPU83b_0199 Uncharacterized protein E 1,11983428
LPU83_pLPU83b_0200 RpiR family transcriptional regulator K 1,19618427
LPU83_pLPU83b_0201 Uncharacterized protein 1,21066173
LPU83_pLPU83b_0204 Orf_Bo003 . 1,11604384
LPU83_pLPU83b_0206 Diaminobutyrate--2-oxoglutarate transaminase (EC 2.6.1.76) (DABA aminotransferase) E 2,09201165
LPU83_pLPU83b_0207 Putative peptidase y4nA (EC 3.4.21.-) E 1,22462852
hemN LPU83_pLPU83b_0209 Coproporphyrinogen-IIl oxidase (EC 1.3.98.3) H 2,43897659
LPU83_pLPU83b_0210 N-hydroxyarylamine O-acetyltransferase Q 1,2293782
LPU83_pLPU83b_0212 Uncharacterized protein 1,40598696
LPU83_pLPU83b_0213 Uncharacterized protein 1,20673986
LPU83_pLPU83b_0214 6-pyruvoyl-tetrahydropterin synthase H 1,74137726
LPU83_pLPU83b_0215 Uncharacterized protein K 2,4409766
LPU83_pLPU83b_0216 Uncharacterized protein . 2,36637578
LPU83_pLPU83b_0217 Carbonate dehydratase (EC 4.2.1.1) P 1,96590632
nodD2 LPU83_pLPU83b_0224 Nodulation protein D 2 K 1,44536399
LPU83_pLPU83b_0225 Sulfatase P 1,9713967
LPU83_pLPU83b_0226 Uncharacterized protein GR 3,13187646
LPU83_pLPU83b_0227 Uncharacterized protein T 3,23596998
LPU83_pLPU83b_0228 Uncharacterized protein . 4,54580856
LPU83_pLPU83b_0229 Putative dioxygenase Mb3440 (EC 1.-.-.-) Q 3,67640598
LPU83_pLPU83b_0230 Nitrate/sulfonate/bicarbonate ABC transporter periplasmic components-like protein P 3,69852635
LPU83_pLPU83b_0231 Binding-protein-dependent transport systems inner membrane component P 3,25257698
LPU83_pLPU83b_0232 Binding-protein-dependent transport systems inner membrane component P 2,88504569
LPU83_pLPU83b_0233 Putative ABC transporter ATP-binding protein MJ0412 P 3,3154692
LPU83_pLPU83b_0234 Uncharacterized protein . 2,97634834
LPU83_pLPU83b_0235 Putative transposase y4qE X 1,35742059
LPU83_pLPU83b_0237 Uncharacterized protein Q 1,53286064
LPU83_plLPU83b_0238 RNA-directed DNA polymerase (EC 2.7.7.49) X 1,53026966
LPU83_pLPU83b_0239 Transposase for insertion sequence element 1S1081 X 2,79153583
LPU83_pLPU83b_0241 Phage integrase family protein L 2,29597277
LPU83_pLPU83b_0246 Integrase family protein L 2,68482633
LPU83_pLPU83b_0247 Uncharacterized protein . 1,40717634
LPU83_pLPU83b_0248 Uncharacterized protein X 1,81026632
LPU83_pLPU83b_0250 Uncharacterized protein 1,09528978
LPU83_pLPU83b_0251 Uncharacterized protein . 1,17427146
LPU83_pLPU83b_0252 Uncharacterized protein \ 1,59540931
nodM, LPU83_pLPU83b_0254 Glutamine--fructose-6-phosphate aminotransferase [isomerizing] (EC 2.6.1.16) (D-fructose-6- M 1,88402537
glms phosphate amidotransferase) (GFAT) (Glucosamine-6-phosphate synthase) (Hexosephosphate
aminotransferase) (L-glutamine--D-fructose-6-phosphate amidotransferase)
nolfF LPU83_pLPU83b_0255 Nodulation protein NolF MV 1,75423629
nolG LPU83_pLPU83b_0256 Nodulation protein NolG \ 1,88898209
nodN LPU83_pLPU83b_0257 Nodulation protein N | 1,5613399
LPU83_pLPU83b_0258 Uncharacterized protein 1,7007185
LPU83_pLPU83b_0259 Uncharacterized protein 1,92754819
LPU83_pLPU83b_0260 Uncharacterized protein . 1,63796486
LPU83_pLPU83b_0261 Putative 1S4 family transposase X 2,43470084
LPU83_pLPU83b_0264 Resolvase domain protein . 1,3858969
LPU83_pLPU83b_0268 Uncharacterized protein X 1,60336527
LPU83_pLPU83b_0269 Uncharacterized protein 1,93082688
LPU83_pLPU83b_0270 Putative transposase . 1,60098428
LPU83_pLPU83b_0271 Uncharacterized protein F 1,56249415
LPU83_pLPU83b_0272 Uncharacterized protein . 1,63978144
LPU83_pLPU83b_0273 LuxR family transcriptional regulator K 2,03215259
LPU83_pLPU83b_0274 Acyl-homoserine-lactone synthase (EC 2.3.1.184) (Autoinducer synthesis protein) T 1,41904477
LPU83_pLPU83b_0275 Uncharacterized protein 1,5484302
LPU83_pLPU83b_0276 Uncharacterized protein . 2,40300037
LPU83_pLPU83b_0277 Glucan 1,4-alpha-glucosidase (EC 3.2.1.3) G 1,57685885
LPU83_pLPU83b_0278 Uncharacterized protein . 1,25616198
LPU83_pLPU83b_0279 FAD dependent oxidoreductase IR 1,42520925
LPU83_pLPU83b_0281 Uncharacterized protein L 2,06588878
LPU83_pLPU83b_0282 Plasmid pRiA4b ORF-3-like protein 1,94988249
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LPU83_pLPU83b_0284 Uncharacterized protein 1,97571868
LPU83_pLPU83b_0285 Uncharacterized protein . 1,61156819
dnaE2-3 LPU83_pLPU83b_0286 DNA-directed DNA polymerase (EC 2.7.7.7) L 1,86608546
dnaE2-2 LPU83_plLPU83b_0287 DNA-directed DNA polymerase (EC 2.7.7.7) L 2,0228488
LPU83_pLPU83b_0288 Putative nucleotidyltransferase protein L 3,41340036
ligb LPU83_pLPU83b_0290 ATP-dependent DNA ligase L 2,62818111
ligD LPU83_plLPU83b_0292 ATP-dependent DNA ligase L 2,04953337
LPU83_pLPU83b_0293 Uncharacterized protein 1,51327856
LPU83_pLPU83b_0294 Uncharacterized protein . 1,63624998
hspAT1 LPU83_pLPU83b_0295 Small heat shock protein (o] 1,62724135
LPU83_plLPU83b_0296 ATP-dependent DNA ligase L 2,42445528
LPU83_pLPU83b_0297 Uncharacterized protein L 2,49725196
LPU83_pLPU83b_0298 Uncharacterized protein L 1,29964511
LPU83_pLPU83b_0299 Putative DNA repair protein RSKD131_1858 L 1,95755419
LPU83_pLPU83b_0302 Exodeoxyribonuclease Il L 1,16315304
LPU83_pLPU83b_0303 Uncharacterized protein 2,26603999
LPU83_pLPU83b_0304 Uncharacterized protein 2,20808356
LPU83_pLPU83b_0305 Uncharacterized protein 2,13177755
LPU83_pLPU83b_0306 Uncharacterized protein . 1,32689544
LPU83_pLPU83b_0312 Restriction endonuclease \ 1,23097985
LPU83_pLPU83b_0317 Uncharacterized protein 1,13980156
LPU83_pLPU83b_0319 Uncharacterized protein 2,15874439
LPU83_pLPU83b_0320 TniB . 1,85764095
LPU83_pLPU83b_0323 Replication protein B D 1,67009746
LPU83_pLPU83b_0324 Putative replication protein A N 1,58282912
tral LPU83_pLPU83b_0325 Acyl-homoserine-lactone synthase (EC 2.3.1.184) (Autoinducer synthesis protein) T 5,95075269
trbB LPU83_pLPU83b_0326 Putative conjugal transfer protein TrbB uw 8,0259707
trbC LPU83_pLPU83b_0327 Conjugal transfer protein TrbC U 10,1002628
LPU83_pLPU83b_0328 Conjugal transfer protein TrbD U 7,2021687
trbE LPU83_pLPU83b_0329 Conjugal transfer protein TrbE U 6,55103709
trbJ LPU83_pLPU83b_0330 Putative conjugal transfer protein TrbJ X 6,84004147
LPU83_pLPU83b_0331 Uncharacterized protein . 6,27269088
trbL LPU83_pLPU83b_0332 Putative conjugal transfer protein TrbL U 6,21265257
trbF LPU83_pLPU83b_0333 Putative conjugal transfer protein TrbF U 7,76519556
trbG LPU83_pLPU83b_0334 Putative conjugal transfer protein TrbG U 7,4607586
riorf121 LPU83_pLPU83b_0335 Conjugal transfer protein TrbH . 8,80375035
trbl LPU83_pLPU83b_0336 Putative conjugal transfer protein Trbl U 7,43200592
traR LPU83_pLPU83b_0337 Putative transcriptional activator protein TraR K 2,50686864
LPU83_pLPU83b_0339 Uncharacterized protein J 1,92588455
LPU83_pLPU83b_0340 Uncharacterized protein 1,62168162
LPU83_pLPU83b_0341 Uncharacterized protein . 6,81669838
traB LPU83_pLPU83b_0342 Putative conjugal transfer protein TraB R 4,88918984
traF LPU83_pLPU83b_0343 Putative conjugal transfer protein TraF ou 6,62315676
traA LPU83_pLPU83b_0344 Putative conjugal transfer protein TraA L 6,73154353
LPU83_pLPU83b_0345 Uncharacterized protein 7,43239481
LPU83_pLPU83b_0346 Uncharacterized protein . 7,19225705
traG LPU83_pLPU83b_0347 Putative conjugal transfer protein TraG U 6,63688928
LPU83_pLPU83b_0348 Rcorf73 L 6,56793138
LPU83_pLPU83b_0349 Uncharacterized protein K 5,16239658
LPU83_pLPU83b_0351 Uncharacterized protein 2,63669768
LPU83_pLPU83b_0352 Uncharacterized protein . 2,68400334
LPU83_pLPU83b_0353 Uncharacterized protein S 2,99292454
LPU83_pLPU83b_0354 Site-specific recombinase XerD L 1,60836823
LPU83_pLPU83b_0355 Site-specific recombinase XerD L 1,00078996
LPU83_pLPU83b_0356 Putative integrase/recombinase y4rA L 2,17491882
LPU83_pLPU83b_0357 Uncharacterized protein . 1,6705633
LPU83_pLPU83b_0358 Uncharacterized protein KL 1,30156563
LPU83_pLPU83b_0359 Uncharacterized protein KL 1,09444632
LPU83_pLPU83b_0361 Uncharacterized protein \ 1,96090661
LPU83_pLPU83b_0362 Uncharacterized protein 1,56746389
LPU83_pLPU83b_0363 Uncharacterized protein . 2,07072665
LPU83_pLPU83b_0364 Putative integrase/recombinase L 1,59500073
LPU83_pLPU83b_0365 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, type | G 1,08108458
LPU83_pLPU83b_0366 Rcorf59 8,66250814
LPU83_pLPU83b_0367 Uncharacterized protein . 1,25801665
LPU83_pLPU83b_0368 Uncharacterized protein G 1,250475
LPU83_pLPU83b_0369 Uncharacterized protein G 2,51625825
LPU83_pLPU83b_0370 Uncharacterized protein M 2,54276517
LPU83_pLPU83b_0371 Transcriptional regulator K 2,37876079
LPU83_pLPU83b_0372 Uncharacterized protein G 2,35179874
LPU83_pLPU83b_0373 ROK family protein K 1,49302906
LPU83_pLPU83b_0374 Family 1 extracellular solute-binding protein G 1,0064972
LPU83_pLPU83b_0375 Binding-protein-dependent transport systems inner membrane component G 1,36783511
LPU83_pLPU83b_0377 Oxidoreductase domain-containing protein R 1,06407592
sugC LPU83_pLPU83b_0378 Trehalose import ATP-binding protein SugC (EC 3.6.3.-) G 1,34115876
LPU83_pLPU83b_0380 ATPase central domain-containing protein MDT 1,04144283
LPU83_pLPU83b_0381 Uncharacterized protein . 1,91217582
LPU83_pLPU83b_0383 Uncharacterized protein K 2,87331549
LPU83_pLPU83b_0386 Uncharacterized protein | 2,04536673
LPU83_pLPU83b_0387 Putative membrane protein . 1,97845784
LPU83_pLPU83b_0388 Uncharacterized protein R 1,24127001
LPU83_pLPU83b_0389 Oxidoreductase domain-containing protein R 1,26803113
LPU83_pLPU83b_0390 Uncharacterized protein C 1,08430913
LPU83_pLPU83b_0393 Uncharacterized protein M 1,27550243
degT LPU83_pLPU83b_0394 Pleiotropic regulatory protein M 1,3586509
LPU83_pLPU83b_0395 Uncharacterized protein R 1,04805372
ectB LPU83_pLPU83b_0396 Diaminobutyrate--2-oxoglutarate transaminase (EC 2.6.1.76) (DABA aminotransferase) E 1,41106
LPU83_pLPU83b_0397 Cell filamentation protein . 1,28541423
LPU83_pLPU83b_0398 Putative cell filamentation protein T 1,34008048
acdS LPU83_pLPU83b_0401 1-aminocyclopropane-1-carboxylate deaminase (ACC deaminase) (ACCD) (EC 3.5.99.7) E 3,08917851
LPU83_pLPU83b_0404 Uncharacterized protein R 1,48868933
LPU83_pLPU83b_0409 Antirestriction protein L 2,16735955
LPU83_pLPU83b_0411 Uncharacterized protein X 1,83857671
LPU83_pLPU83b_0412 Uncharacterized protein 1,903663
LPU83_pLPU83b_0413 Uncharacterized protein 1,0649197
LPU83_pLPU83b_0414 Uncharacterized protein . 1,29153238
LPU83_pLPU83b_0415 GntR family transcriptional regulator K 1,04995829
LPU83_pLPU83b_0417 Hydrolase HR 1,08441828
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LPU83_pLPU83b_0418 Flavin monooxygenase/reductase C 1,21178499
LPU83_pLPU83b_0419 Monooxygenase HR 1,21122524
aldA LPU83_pLPU83b_0420 Aldehyde dehydrogenase (EC 1.2.1.3) C 1,18505478
LPU83_pLPU83b_0421 Uncharacterized protein . 1,22831194
LPU83_pLPU83b_0423 Polyamine ABC transporter permease E 1,14733751
LPU83_pLPU83b_0425 ABC transporter protein E 1,02494541
gabD LPU83_pLPU83b_0426 Succinate-semialdehyde dehydrogenase [NADP(+)] GabD (EC 1.2.1.79) C 1,20864178
LPU83_pLPU83b_0428 Uncharacterized protein 1,88748514
LPU83_pLPU83b_0434 Uncharacterized protein K 1,11007466
LPU83_pLPU83b_0435 Transcriptional regulator (Activator) protein, AsnC/GntR family K 1,03120449
LPU83_pLPU83b_0439 Uncharacterized protein . 1,22382431
LPU83_pLPU83b_0441 Aliphatic nitrilase (EC 3.5.5.7) R 1,62125997
LPU83_pLPU83b_0442 Endoribonuclease L-PSP \ 1,8801356
LPU83_pLPU83b_0443 LysR family transcriptional regulator K 1,56501625
LPU83_pLPU83b_0444 Cysteine desulfurase E 3,13859537
LPU83_pLPU83b_0445 Uncharacterized protein . 1,22512607
LPU83_pLPU83b_0447 Cytochrome P450-family protein Qv 1,84121269
LPU83_pLPU83b_0451 Uncharacterized protein 1,9490608
LPU83_pLPU83b_0452 Uncharacterized protein 2,04148441
LPU83_pLPU83b_0454 Uncharacterized protein 1,8161793
LPU83_pLPU83b_0455 Uncharacterized protein . 1,26012337
LPU83_pLPU83b_0456 Putative farnesyl diphosphate synthase (EC 2.5.1.10) H 1,80980981
cyp117A2  LPU83_pLPU83b_0457 Cytochrome P450 BJ-4 homolog (EC 1.14.14.-) Qv 3,30547871
LPU83_pLPU83b_0458 Putative short-chain type dehydrogenase/reductase blr2146 (EC 1.-.-.-) IaR 3,87971336
LPU83_pLPU83b_0459 Cytochrome P450 BJ-3 homolog (EC 1.14.14.-) C 3,31650442
cyp112A2  LPU83_pLPU83b_0460 Cytochrome P450 BJ-1 homolog (EC 1.14.14.-) Qv 4,00461262
LPU83_pLPU83b_0465 Efflux transporter, RND family, MFP subunit MV 1,50345063
LPU83_pLPU83b_0466 RND efflux system outer membrane lipoprotein M 1,54958217
LPU83_pLPU83b_0467 Uncharacterized protein 1,53912777
LPU83_pLPU83b_0468 Uncharacterized protein 1,94516254
LPU83_pLPU83b_0473 Uncharacterized protein . 1,6072406
LPU83_pLPU83b_0474 Putative sugar ABC transporter, sugar-binding protein G 1,3190184
LPU83_pLPU83b_0475 Uncharacterized protein X 1,30150519
cyp127A1  LPUS3_pLPUS3b_0476 Putative cytochrome P450 127A1 (EC 1.14.14.-) av 1,65514665
LPU83_pLPU83b_0477 Uncharacterized protein . 4,18452922
dctA LPU83_pLPU83b_0480 C4-dicarboxylate transport protein C 1,60481364
nifQ LPU83_pLPU83b_0481 Protein NifQ homolog . 1,09931492
nifs LPU83_pLPU83b_0484 Cysteine desulfurase (EC 2.8.1.7) (Nitrogenase metalloclusters biosynthesis protein NifS) E 1,01744179
LPU83_pLPU83b_0485 Uncharacterized protein 1,43729577
nifw LPU83_pLPU83b_0486 Nitrogenase-stabilizing/protective protein Nif W . 1,25581175
nifA LPU83_pLPU83b_0491 Nif-specific regulatory protein KT 1,47741586
nifB LPU83_pLPU83b_0492 FeMo cofactor biosynthesis protein NifB R 1,20984001
LPU83_pLPU83b_0493 Uncharacterized protein C 1,26489283
LPU83_pLPU83b_0495 Uncharacterized protein Q 1,16795549
nodA LPU83_pLPU83b_0497 Nodulation protein A (EC 2.3.1.-) . 1,75368165
nodB LPU83_pLPU83b_0498 Chitooligosaccharide deacetylase (EC 3.5.1.-) (NodB) GM 1,56957456
nod! LPU83_pLPU83b_0500 Nod factor export ATP-binding protein | (EC 3.6.3.-) (Nodulation ATP-binding protein I) Y 1,21365929
nodQ, LPU83_pLPU83b_0502 Multifunctional fusion protein [Includes: Sulfate adenylyltransferase subunit 1 (EC 2.7.7.4) (ATP- P 1,91943762
cysC sulfurylase large subunit) (Sulfate adenylate transferase) (SAT); Adenylyl-sulfate kinase (EC
2.7.1.25) (APS kinase) (ATP adenosine-5'-phosphosulfate 3'-phosphotransferase) (Adenosine-5'-
phosphosulfate kinase)]
nodP, LPU83_pLPU83b_0503 Sulfate adenylyltransferase subunit 2 (EC 2.7.7.4) (ATP-sulfurylase small subunit) (Sulfate adenylate EH 2,5453386
cysD transferase) (SAT)
nodG LPU83_pLPU83b_0504 NodG . 3,87523712
nodE LPU83_pLPU83b_0505 NodE (Nodulation protein E) (EC 2.3.1.-) Q 1,73051839
nodF LPU83_pLPU83b_0506 NodF 1Q 1,74272047
LPU83_pLPU83b_0507 Uncharacterized protein 1,26760647
LPU83_pLPU83b_0509 Uncharacterized protein . 1,19268763
LPU83_pLPU83b_0511 Putative insertion sequence ATP-binding protein y4bM/y4kl/y4tA L 2,83894058
LPU83_pLPU83b_0512 Putative transposase y4bL/y4kl/y4tB X 1,84771922
LPU83_pLPU83b_0513 Putative transposase y4bL/y4k]/y4tB K 2,14328525
LPU83_pLPU83b_0514 Transposase 15116/1S110/1S902 family protein X 1,86765852
LPU83_pLPU83b_0518 Uncharacterized protein . 1,45515368
LPU83_pLPU83b_0519 IstB domain-containing protein ATP-binding protein L 1,51481555
LPU83_pLPU83b_0522 Putative outer-membrane protein y4mB M 2,04725816
LPU83_pLPU83b_0523 Uncharacterized protein Q 1,1187488
LPU83_pLPU83b_0524 Transposase 2,7909045
LPU83_pLPU83b_0525 Uncharacterized protein 2,56228836
LPU83_pLPU83b_0526 Uncharacterized protein . 3,73612455
LPU83_pLPU83b_0527 Uncharacterized protein X 2,34719736
LPU83_pLPU83b_0528 Uncharacterized protein HR 3,72903814
LPU83_pLPU83b_0529 Flavin reductase domain-containing FMN-binding protein C 3,88893345
LPU83_pLPU83b_0530 Transposase 153/1S911 family protein X 4,27348877
LPU83_pLPU83b_0531 Transposase 153/15911 family protein 4,09072865
noeB LPU83_pLPU83b_0532 Nodulation protein NoeB . 1,54200758
noeA LPU83_pLPU83b_0533 Nodulation protein NoeA J 1,38127946
LPU83_pLPU83b_0534 Putative membrane protein . 1,51795328
LPU83_pLPU83b_0536 Flavin reductase domain-containing protein C 1,27411691
LPU83_pLPU83b_0537 Uncharacterized protein . 1,76600733
LPU83_pLPU83b_0539 Putative zinc protease y4wA (EC 3.4.24.-) R 1,44691589
LPU83_pLPU83b_0540 Putative zinc protease-like protein y4wB R 1,78518355
LPU83_pLPU83b_0543 Uncharacterized protein X 1,50976648
LPUS3_pLPU83b_0544 1566 Orf2 family protein X 1,8900366
LPU83_pLPU83b_0546 Uncharacterized protein . 1,69931784
LPU83_pLPU83b_0547 Uncharacterized protein H 2,17347644
LPU83_pLPU83b_0548 MATE efflux family protein \ 2,52105484
LPU83_pLPU83b_0549 Amino acid adenylation protein Q 1,42865838
LPU83_pLPU83b_0550 Putative membrane protein . 1,26424355
nifE LPU83_pLPU83b_0556 Nitrogenase iron-molybdenum cofactor biosynthesis protein NifE P 1,19881811
nifD1 LPU83_pLPU83b_0558 Nitrogenase protein alpha chain (EC 1.18.6.1) P 1,5107103
LPU83_pLPU83b_0560 Uncharacterized protein HR 1,92424337
LPU83_pLPU83b_0561 Uncharacterized protein . 1,27873824
LPU83_pLPU83b_0562 Transposase X 1,48518948
LPU83_pLPU83b_0563 Uncharacterized protein . 1,61391137
LPU83_pLPU83b_0565 Peptide synthetase Q 1,13864559
LPU83_pLPU83b_0566 Uncharacterized protein L 1,51713227
LPU83_pLPU83b_0567 Putative integrase/recombinase y4rB L 1,6767137
LPU83_pLPU83b_0568 Uncharacterized protein 1,79051142
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LPU83_pLPU83b_0569 Uncharacterized protein . 1,5183756
LPU83_pLPU83b_0570 Putative SOS response-associated peptidase (EC 3.4.-.-) o] 2,10656586
LPU83_pLPU83b_0571 Uncharacterized protein . 1,39625996
LPU83_pLPU83b_0572 Uncharacterized protein E 2,27674516
LPU83_pLPU83b_0573 Type 11 methyltransferase QR 1,02565594
LPU83_pLPU83b_0576 Glyoxalase family protein ER 2,45821467
LPU83_pLPU83b_0578 Uncharacterized protein . 2,35313707
LPU83_pLPU83b_0580 GntR family transcriptional regulator KE 1,74710051
LPU83_pLPU83b_0581 Uncharacterized protein 2,63146127
LPU83_pLPU83b_0582 Uncharacterized protein . 2,03093498
cspAl LPU83_pLPU83c_0006 Putative cold shock protein y4cH K -1,16675701
LPU83_pLPU83c_0013 Putative oxidoreductase yusZ (EC 1.-.-.-) R 1,05481375
fabF LPU83_pLPU83c_0025 3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] synthase 2 (EC 2.3.1.179) (e} -1,07691014
LPU83_pLPU83c_0034 Uncharacterized protein . 1,55818289
LPU83_pLPU83c_0035 Uncharacterized protein C 1,36069233
LPU83_pLPU83c_0056 Uncharacterized protein . -1,81097911
LPU83_pLPU83c_0061 Uncharacterized protein S -2,28880369
LPU83_pLPU83c_0062 UPF0276 protein LPU83_pLPU83c_0062 S -1,05762663
LPU83_pLPU83c_0063 Uncharacterized protein . -1,06233767
LPU83_pLPU83c_0064 Uncharacterized protein S -1,03201037
LPU83_pLPU83c_0065 Uncharacterized protein S -1,18180277
LPU83_pLPU83c_0070 Uncharacterized protein . -2,40740495
LPU83_plLPU83c_0071 46 kDa membrane protein P -1,47423907
LPU83_pLPU83c_0072 Uncharacterized protein 1,77230413
LPU83_pLPU83c_0087 Uncharacterized protein 1,54894376
LPU83_pLPU83c_0100 Uncharacterized protein C 1,24080977
LPU83_pLPU83c_0127 Protein tyrosine phosphatase R -1,33224959
LPU83_pLPU83c_0133 Uncharacterized protein GER -1,56945122
LPU83_pLPU83c_0135 Sulfonate/nitrate/taurine transport system substrate-binding protein P -2,83641925
LPU83_pLPU83c_0136 Putative ABC transporter ATP-binding protein MJ0412 P -2,76618843
LPU83_pLPU83c_0137 Putative ABC transporter permease protein ytID P -1,70776439
LPU83_pLPU83c_0150 Uncharacterized protein . -2,53357285
opgC LPU83_plLPU83c_0154 OpgC protein S -2,42595474
LPU83_pLPU83c_0155 Uncharacterized protein -1,18773296
LPU83_pLPU83c_0158 Uncharacterized protein . -1,42963696
LPU83_pLPU83c_0161 Uncharacterized protein G -1,62653073
SoxA1 LPU83_pLPU83c_0165 Uncharacterized protein HR 1,00059954
rbsC1 LPU83_pLPU83c_0166 Simple sugar transport system permease protein (EC 3.6.3.17) G 1,2569708
rbsC3 LPU83_pLPU83c_0167 Ribose transport system permease protein rbsC G 1,71331648
rbsA1 LPU83_pLPU83c_0168 Simple sugar transport system ATP-binding protein (EC 3.6.3.17) G 1,47336374
rbsB1 LPU83_pLPU83c_0169 Simple sugar transport system substrate-binding protein G 1,6427232
LPU83_plLPU83c_0173 Dibenzothiophene desulfurization enzyme C DBT sulfur dioxygenase | 1,71871094
LPU83_plLPU83c_0174 FMNH2-dependent monooxygenase protein (EC 1.1.-.-) | 1,33879001
LPU83_pLPU83c_0180 Uncharacterized protein R -1,04086308
potG LPU83_pLPU83c_0181 Putrescine transport system ATP-binding protein (EC 3.6.3.31) E -1,85363648
potC LPU83_pLPU83c_0182 Spermidine/putrescine transport system permease protein potC E -2,3224085
potB LPU83_plLPU83c_0183 Putrescine transport system permease protein potH E -2,61385832
potD1 LPU83_pLPU83c_0184 Spermidine/putrescine-binding periplasmic protein 2 SPBP E -2,17170699
LPU83_pLPU83c_0208 Putative ABC transporter permease protein y4oQ G 1,11078666
LPU83_pLPU83c_0209 Multiple sugar transport system substrate-binding protein G 2,23197926
LPU83_pLPU83c_0210 Uncharacterized protein . 1,86485417
LPU83_pLPU83c_0213 Putative ABC transporter permease protein yufP R -1,38066329
LPU83_pLPU83c_0219 Arylsulfatase (EC 3.1.6.1) P 1,16423958
LPU83_pLPU83c_0220 Uncharacterized protein . 1,36309458
ssuD1 LPU83_pLPU83c_0221 Alkanesulfonate monooxygenase (EC 1.14.14.5) HR 1,54552966
LPU83_pLPU83c_0222 Uncharacterized protein . -1,18890755
acd1 LPU83_pLPU83c_0224 Acyl-CoA dehydrogenase (EC 1.3.99.-) | 1,01442635
LPU83_pLPU83c_0226 Luciferase family protein (EC 1.14.-.-) HR 1,17318944
LPU83_pLPU83c_0227 Putative ABC transporter peptide-binding protein BRA0409 E 1,65840794
LPU83_plLPU83c_0228 Putative peptide transport system permease protein BMEII0209 EP 1,29255628
LPU83_plLPU83c_0229 Oligopeptide transport system permease protein appC EP 1,58679538
oppD LPU83_pLPU83c_0230 Putative peptide import ATP-binding protein BRA1094 (EC 3.6.3.-) EP 1,37581501
mocA LPU83_pLPU83c_0231 Aldo/keto reductase (EC 1.-.-.-) R 1,07279893
acd3 LPU83_pLPU83c_0232 Dibenzothiophene desulfurization enzyme C DBT sulfur dioxygenase | 1,41453333
ssuB LPU83_pLPU83c_0244 Sulfonate/nitrate/taurine transport system ATP-binding protein (EC 3.6.3.25) P 1,35407389
LPU83_pLPU83c_0246 Putative aliphatic sulfonates transport permease protein ssuC P 1,00576825
LPU83_pLPU83c_0249 Uncharacterized protein . 1,63193668
LPU83_pLPU83c_0250 Short-chain dehydrogenase/reductase SDR (EC 1. ) 1R 1,59763137
LPU83_pLPU83c_0263 Uncharacterized protein . 1,01194404
LPU83_pLPU83c_0266 Uncharacterized protein J 1,21260418
LPU83_pLPU83c_0270 Bicyclomycin resistance protein Sulfonamide resistance protein G 1,91012964
LPU83_pLPU83c_0271 Aldo/keto reductase (EC 1.1.1.-) R 3,66153825
LPU83_pLPU83c_0289 Uncharacterized protein 1,93869991
LPU83_pLPU83c_0290 Uncharacterized protein . 1,68927923
arsA2 LPU83_pLPU83c_0293 Arylsulfatase (EC 3.1.6.1) P 3,17146391
LPU83_pLPU83c_0294 Uncharacterized protein 2,27647022
LPU83_pLPU83c_0295 Uncharacterized protein . 1,75515252
LPU83_pLPU83c_0296 Uncharacterized protein M 1,63210963
LPU83_pLPU83c_0297 Uncharacterized protein 1,38913971
LPU83_pLPU83c_0300 Uncharacterized protein . 1,89255695
LPU83_pLPU83c_0301 NapD-like protein E 1,78070905
ARSA LPU83_pLPU83c_0302 Sulfatase (EC 3.1.6.8) P 2,53135017
LPU83_pLPU83c_0303 Sensor protein fixL (EC 2.7.13.3) T 1,12659901
LPU83_pLPU83c_0304 Transcriptional regulatory protein fixJ TK 1,43031541
LPU83_pLPU83c_0305 Transcriptional regulatory protein fixJ TK 1,65689087
LPU83_pLPU83c_0306 Uncharacterized protein . 2,23187936
LPU83_plLPU83c_0314 Aldo/keto reductase R 1,62963837
LPU83_plLPU83c_0315 Putative oxidoreductase SSP0419 C 1,30279307
sthC LPU83_pLPU83c_0320 Putative plasmid stability protein y4jJ \Y -1,53893121
LPU83_pLPU83c_0322 Uncharacterized protein . 1,108882
LPU83_pLPU83c_0324 Putative transposase X -1,57782296
LPU83_pLPU83c_0332 Uncharacterized protein S -1,91311925
LPU83_pLPU83c_0333 Uncharacterized protein S -1,97450818
SSUA3 LPU83_pLPU83c_0335 Putative aliphatic sulfonates-binding protein P 1,92443723
LPU83_plLPU83c_0347 Uncharacterized protein . 1,3023219
LPU83_pLPU83c_0348 Uncharacterized protein R 2,08098437
LPU83_pLPU83c_0349 Uncharacterized protein S 2,79433851
LPU83_pLPU83c_0372 Uncharacterized protein C 1,83278979
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LPU83_plLPU83c_0373 Uncharacterized protein NW 1,69067499
LPU83_pLPU83c_0374 Uncharacterized protein 1,41924567
LPU83_pLPU83c_0376 Uncharacterized protein 1,95125174
LPU83_pLPU83c_0377 Uncharacterized protein 1,87434155
LPU83_pLPU83c_0378 Uncharacterized protein . 2,19573517
LPU83_pLPU83c_0379 Uncharacterized protein R 2,31312742
LPU83_pLPU83c_0380 Sulphate transporter P 1,63639593
LPU83_pLPU83c_0382 Putative mscS family protein ybiO M 2,68926422
LPU83_pLPU83c_0384 Uncharacterized protein . 4,441867
LPU83_pLPU83c_0385 Inner membrane protein yiaV \ 4,03316626
LPU83_pLPU83c_0386 lon transport 2 domain protein . 2,98295015
LPU83_pLPU83c_0387 Ca(2+)/H(+) antiporter 4 2,89721735
LPU83_pLPU83c_0397 Lectin-like protein BA14k -1,41181308
LPU83_pLPU83c_0403 Uncharacterized protein 1,88397731
LPU83_plLPU83c_0404 Uncharacterized protein . 1,4491454
livG LPU83_pLPU83c_0412 Branched-chain amino acid transport system ATP-binding protein (EC 3.6.3.30) E -1,51665495
livF LPU83_pLPU83c_0413 Branched-chain amino acid transport system ATP-binding protein (EC 3.6.3.-) E -1,24250485
LPU83_pLPU83c_0414 High-affinity branched-chain amino acid transport system permease protein braD E -1,52458349
braE LPU83_pLPU83c_0415 High-affinity branched-chain amino acid transport system permease protein brak E -1,31597578
gpuA LPU83_plLPU83c_0428 Agmatinase (EC 3.5.3.11) E 1,27678553
dsdC LPU83_pLPU83c_0440 Glycine cleavage system transcriptional activator Gev operon activator K 1,01865595
LPU83_pLPU83c_0444 Polar amino acid ABC transporter, inner membrane subunit E -1,07582615
LPU83_pLPU83c_0445 Putative amino-acid ABC transporter permease protein yckA E -1,27219882
LPU83_pLPU83c_0483 Uncharacterized protein F 1,63572222
pvdP LPU83_plLPU83c_0484 Uncharacterized protein 1,32058138
LPU83_pLPU83c_0486 Uncharacterized protein . 1,55011453
LPU83_pLPU83c_0490 Uncharacterized protein S 1,439876
LPU83_pLPU83c_0493 Uncharacterized protein . 1,20954066
mctP LPU83_pLPU83c_0502 Solute:Na+ symporter, SSS family E -2,29922269
LPU83_pLPU83c_0503 Uncharacterized protein . -2,41410304
dppB LPU83_pLPU83c_0509 Putative D,D-dipeptide transport system permease protein ddpB EP -1,03989916
kdgD LPU83_pLPU83c_0513 Probable 5-dehydro-4-deoxyglucarate dehydratase (EC 4.2.1.41) (5-keto-4-deoxy-glucarate EM -1,39587761
dehydratase) (KDGDH)
LPU83_pLPU83c_0519 Uncharacterized protein . 1,41258379
LPU83_pLPU83c_0538 Uncharacterized protein S -1,12536646
LPU83_pLPU83c_0547 Putative short-chain type dehydrogenase/reductase vdIC (EC 1.-.-.-) R -1,39450108
LPU83_pLPU83c_0555 Uncharacterized protein 1,64475058
LPU83_pLPU83c_0556 Uncharacterized protein 2,36887332
LPU83_pLPU83c_0565 Uncharacterized protein 2,06800187
LPU83_pLPU83c_0567 Uncharacterized protein . 1,15799639
cyaH5 LPU83_pLPU83c_0568 Adenylate/guanylate cyclase (EC 4.6.1.1) T 1,35932328
LPU83_pLPU83c_0570 Uncharacterized protein . 1,32325081
LPU83_pLPU83c_0571 DNA polymerase LigD, ligase domain protein (EC 6.5.1.1) L 1,53390097
LPU83_pLPU83c_0572 Uncharacterized protein 1,21808327
LPU83_pLPU83c_0574 Uncharacterized protein 1,20348138
LPU83_pLPU83c_0584 Uncharacterized protein 1,50185449
LPU83_pLPU83c_0595 Uncharacterized protein . 1,41131098
LPU83_pLPU83c_0597 Uncharacterized protein S 1,32494783
LPU83_pLPU83c_0598 Uncharacterized protein . 1,45973877
LPU83_pLPU83c_0605 Uncharacterized protein K -1,81259424
parA LPU83_pLPU83c_0606 Chromosome partitioning protein (Protein virC1) N 1,30380359
traA LPU83_pLPU83c_0607 Uncharacterized protein . 1,6835053
LPU83_pLPU83c_0624 Glycoside hydrolase 15-related G 1,98461452
LPU83_pLPU83c_0626 Micrococcal nuclease (Thermonuclease) 1,00714536
LPU83_pLPU83c_0627 Uncharacterized protein . 2,92283986
LPU83_pLPU83c_0629 Putative HTH-type transcriptional regulator Smed_0045 K 1,36191194
LPU83_pLPU83c_0631 Autoinducer synthesis protein T 2,36795108
LPU83_pLPU83c_0634 Uncharacterized protein . 1,36179008
LPU83_pLPU83c_0636 Carbonic anhydrase (EC 4.2.1.1) (Carbonate dehydratase) P 1,49827542
adi LPU83_pLPU83c_0639 Arginine decarboxylase (EC 4.1.1.19) E 1,24687015
LPU83_pLPU83c_0640 Putative transporter bll3476 R 1,07990096
LPU83_pLPU83c_0643 Uncharacterized protein . 1,47835707
CcspA5 LPU83_pLPU83c_0645 Cold shock protein K 1,14292858
redB LPU83_pLPU83c_0650 Uncharacterized protein \ 1,5998288
rcdA LPU83_pLPU83c_0651 Cellulose synthase (UDP-forming) (EC 2.4.1.12) N 1,22152579
TRm5 LPU83_pLPU83c_0652 Transposase for insertion sequence element ISRM5 X 1,89430921
LPU83_pLPU83c_0653 Uncharacterized protein R 1,20043788
LPU83_pLPU83c_0660 Putative transposase y4bF . 1,42542174
LPU83_pLPU83c_0664 Putative transposase y4bF X 1,37324337
LPU83_pLPU83c_0666 Putative transposase y4bF X 1,3135916
LPU83_pLPU83c_0676 Putrescine transport system permease protein potl E -1,15005929
LPU83_pLPU83c_0677 Spermidine/putrescine transport system permease protein potB E -1,30323258
LPU83_pLPU83c_0683 Putative membrane protein S 1,92161514
tnp3 LPU83_pLPU83c_0687 Transposase X 1,31414704
glxB LPU83_pLPU83c_0691 Amidophosphoribosyl transferase protein (EC 2.4.2.-) E -1,20266204
ginT LPU83_pLPU83c_0694 Glutamine synthetase (EC 6.3.1.2) E -1,278852
purU LPU83_pLPU83c_0695 Formyltetrahydrofolate deformylase (EC 3.5.1.10) (Formyl-FH(4) hydrolase) F -1,77015191
folD LPU83_pLPU83c_0696 Bifunctional protein FolD [Includes: Methenyltetrahydrofolate cyclohydrolase (EC 3.5.4.9); H -1,14637376
Methylenetetrahydrofolate dehydrogenase (EC 1.5.1.5)]
LPU83_pLPU83c_0697 Aminomethyltransferase (EC 2.1.2.10) E -1,47300295
LPU83_pLPU83c_0698 Uncharacterized protein . -1,85013372
vanB LPU83_pLPU83c_0699 Ferredoxin protein (EC 1.14.13.-) C -1,39058219
LPU83_pLPU83c_0701 Dimethylaniline monooxygenase (N-oxide forming) (EC 1.14.13.8) P -1,42821046
tktB LPU83_pLPU83c_0739 Transketolase (EC 2.2.1.1) G -1,14814228
LPU83_pLPU83c_0757 Uncharacterized protein . 1,43959771
LPU83_pLPU83c_0767 Pyridine nucleotide-disulphide oxidoreductase family protein | 1,13673903
LPU83_pLPU83c_0775 Isopenicillin-N N-acyltransferase (EC 2.3.1.164) 1,3862374
LPU83_plLPU83c_0783 Uncharacterized protein . 1,15398396
LPU83_pLPU83d_0013 Permease component of ABC-type sugar transporter G 2,12787015
LPU83_pLPU83d_0028 7-keto-8-aminopelargonate synthetase-like enzyme H 1,68988063
bioB LPU83_plLPU83d_0029 Biotin synthase (EC 2.8.1.6) H 1,57997867
LPU83_pLPU83d_0040 Transcriptional regulator K -1,7540038
mmsB LPU83_pLPU83d_0043 3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase (HIBADH) (EC 1.1.1.31) | 1,37256072
ampC LPU83_plLPU83d_0054 Beta-lactamase (EC 3.5.2.6) \ -3,51249803
LPU83_pLPU83d_0057 Putative D-xylulose reductase (EC 1.1.1.9) ER 1,20600415
LPU83_pLPU83d_0059 Phosphotransferase system mannitol/fructose-specifc IIA component (Ntr-type) GT 1,78760508
LPU83_pLPU83d_0076 Uncharacterized protein \ 1,04454991
LPU83_pLPU83d_0077 Uncharacterized protein \2 1,16287646
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LPU83_pLPU83d_0098 Uncharacterized protein 1,53192538
LPU83_pLPU83d_0099 Putative membrane protein . 1,38487493
pcaF LPU83_pLPU83d_0104 Beta-ketoadipyl-CoA thiolase (EC 2.3.1.174) | -1,01080649
cat) LPU83_pLPU83d_0105 3-oxoadipate CoA-transferase subunit B (EC 2.8.3.6) | -1,29141738
catl LPU83_pLPU83d_0106 3-oxoadipate CoA-transferase subunit A (EC 2.8.3.6) | -1,56898025
LPU83_pLPU83d_0128 Family 3 adenylate cyclase T 1,95210842
gsiAl LPU83_plLPU83d_0129 Glutathione import ATP-binding protein GsiA (EC 3.6.3.-) (o] -1,07073776
LPU83_pLPU83d_0130 ABC-type dipeptide transport system, periplasmic component E -1,23586541
LPU83_pLPU83d_0131 ABC-type dipeptide/oligopeptide/nickel transport system, permease component EP -1,47213586
LPU83_pLPU83d_0132 ABC-type dipeptide/oligopeptide/nickel transport system, permease component EP -1,62762733
LPU83_pLPU83d_0133 Putative glycosyl transferase R -1,2549475
LPU83_pLPU83d_0134 Glycosyltransferase M -1,55886967
LPU83_pLPU83d_0135 Putative glycosyl transferase R -2,26994453
LPU83_plLPU83d_0144 Uncharacterized protein R 1,438697
LPU83_pLPU83d_0148 Putative ABC transporter ATP-binding protein y40S G 1,09533017
cobM LPU83_pLPU83d_0181 Precorrin-4 C(11)-methyltransferase (EC 2.1.1.133) H -1,22961613
cobl LPU83_pLPU83d_0185 Precorrin-2 C(20)-methyltransferase (EC 2.1.1.130) H -1,0727763
LPU83_pLPU83d_0192 Uncharacterized protein R 1,0203375
LPU83_pLPU83d_0193 Putative transmembrane transcriptional regulator (Anti-sigma factor) K 1,18908076
hmrR LPU83_pLPU83d_0195 HTH-type transcriptional regulator HmrR K -2,78616193
actP LPU83_pLPU83d_0196 Copper-transporting P-type ATPase (EC 3.6.3.4) P -2,01843763
msrA2 LPU83_pLPU83d_0204 Peptide methionine sulfoxide reductase MsrA (Protein-methionine-S-oxide reductase) (EC 1.8.4.11) o] -1,52392846
(Peptide-methionine (S)-S-oxide reductase) (Peptide Met(O) reductase)
LPU83_pLPU83d_0205 Response regulator with CheY-like receiver, AAA-type ATPase, and DNA-binding domains T -1,5701072
uxuA2 LPU83_pLPU83d_0206 Mannonate dehydratase (EC 4.2.1.8) (D-mannonate hydro-lyase) G -1,17694908
LPU83_pLPU83d_0211 Uncharacterized protein P 1,07900513
LPU83_pLPU83d_0212 Uncharacterized protein P 1,56210682
LPU83_pLPU83d_0223 Family 2 glycosyl transferase G 1,05658944
LPU83_pLPU83d_0228 Uncharacterized protein S 1,1714071
LPU83_pLPU83d_0229 Uncharacterized protein M 1,52598307
LPU83_pLPU83d_0245 Phenylacetic acid degradation protein PaaD Q 1,49946524
LPU83_plLPU83d_0248 Uncharacterized protein (o] 1,51528583
LPU83_pLPU83d_0249 Uncharacterized protein o] 1,25958606
LPU83_pLPU83d_0250 ABC-type sugar transport system, periplasmic component G 1,59925469
LPU83_pLPU83d_0251 Permease component of ABC-type sugar transporter G 1,69736874
msmX LPU83_pLPU83d_0253 Maltodextrin import ATP-binding protein MsmX (EC 3.6.3.-) G 1,16063971
LPU83_pLPU83d_0254 Uncharacterized protein o 1,02181686
LPU83_plLPU83d_0268 Uncharacterized protein . 1,48323047
LPU83_pLPU83d_0269 COBW domain-containing protein DDB_G0274527 R 1,61545229
LPU83_pLPU83d_0270 Mo-co oxidoreductase dimerization domain-containing protein . 2,38854115
mmgC LPU83_pLPU83d_0282 Acyl-CoA dehydrogenase (EC 1.3.99.-) | 1,31171711
LPU83_pLPU83d_0283 Putative acetyl-CoA acetyltransferase, cytosolic 2 (EC 2.3.1.9) | 1,80575917
LPU83_pLPU83d_0287 Putative ABC-type transport system, permease component R -2,20996693
LPU83_pLPU83d_0288 ABC-type uncharacterized transport system, permease component R -3,26636813
LPU83_pLPU83d_0289 ATPase component of uncharacterized ABC-type transporter R -2,5222447
LPU83_pLPU83d_0290 Putative ABC-type transport system, periplasmic component/surface lipoprotein M -2,82834392
atzB LPU83_pLPU83d_0291 Hydroxydechloroatrazine ethylaminohydrolase (EC 3.5.99.3) FR -2,0267169
LPU83_pLPU83d_0292 Glutathione S-transferase (o] -2,44850733
LPU83_pLPU83d_0293 Uncharacterized protein PR -1,58741167
LPU83_pLPU83d_0296 Uncharacterized protein . 1,02501648
LPU83_pLPU83d_0300 UPF0065 protein C 1,13780557
LPU83_pLPU83d_0301 Tripartite tricarboxylate transporter TctB family . 1,69149869
LPU83_pLPU83d_0302 Putative 52,8 kDa protein in TAR-I ttuC' 3'region R 1,30996292
LPU83_pLPU83d_0314 Uncharacterized protein 1,70641969
LPU83_pLPU83d_0320 Uncharacterized protein . 1,52168626
phaz2 LPU83_pLPU83d_0339 Poly(3-hydroxyalkanoate) depolymerase C (EC 3.1.1.-) Q 1,15542094
LPU83_pLPU83d_0340 Uncharacterized protein K 1,03009353
LPU83_pLPU83d_0354 Uncharacterized protein HR 1,04963517
uxs1 LPU83_pLPU83d_0365 UDP-glucuronic acid decarboxylase 1 (EC 4.1.1.35) M 1,04871754
LPU83_pLPU83d_0366 Uncharacterized protein . 1,04942477
LPU83_pLPU83d_0369 HAD-superfamily class IIA hydrolase, TIGR01459 F -1,25042498
LPU83_pLPU83d_0372 Transcriptional regulator, DeoR family KG -1,17156303
rbsC LPU83_pLPU83d_0375 Ribose transport system permease protein rbsC R -1,07206376
LPU83_pLPU83d_0381 Uncharacterized protein 1,54448967
LPU83_pLPU83d_0382 Uncharacterized protein 1,34508787
LPU83_plLPU83d_0387 Uncharacterized protein . 1,24428315
LPU83_pLPU83d_0425 Uncharacterized protein L 1,07671545
LPU83_pLPU83d_0427 Uncharacterized protein 1,02257296
LPU83_pLPU83d_0431 Transposase . 1,14949859
LPU83_pLPU83d_0432 Putative membrane protein X 1,12346024
LPU83_pLPU83d_0433 Uncharacterized protein . 1,53778069
LPU83_pLPU83d_0447 Uncharacterized protein P 1,12723497
LPU83_plLPU83d_0448 Uncharacterized protein . 1,14309336
LPU83_pLPU83d_0454 FMN reductase C 1,26107534
LPU83_pLPU83d_0455 Ketopantoate reductase H 1,99921511
LPU83_pLPU83d_0456 Putative acyl-CoA dehydrogenase | 2,19392286
LPU83_plLPU83d_0457 Putative alkanesulfonate monooxygenase HR 1,94701352
LPU83_pLPU83d_0458 Oxidoreductase HR 1,53155579
LPU83_pLPU83d_0459 Peptide ABC transporter (0] 1,65912551
LPU83_pLPU83d_0460 Putative ABC transporter (Permease protein) EP 1,84764719
LPU83_pLPU83d_0461 Peptide ABC transporter EP 1,25458637
LPU83_pLPU83d_0462 ABC-type dipeptide transport system, periplasmic component E 1,93150171
clpP1 LPU83_pLPU83d_0474 ATP-dependent Clp protease proteolytic subunit (EC 3.4.21.92) (Endopeptidase Clp) [0} -1,10031241
LPU83_pLPU83d_0484 Cysteine desulfurase (EC 2.8.1.7) (Nitrogenase metalloclusters biosynthesis protein NifS) X 2,58018945
LPU83_pLPU83d_0505 Uncharacterized protein . 1,39751929
tal LPU83_pLPU83d_0506 Probable transaldolase (EC 2.2.1.2) G 1,70005648
LPU83_plLPU83d_0509 HAD family hydrolase GR 1,9201822
LPU83_pLPU83d_0510 Uncharacterized protein . 2,34057192
LPU83_pLPU83d_0520 Sugar ABC transporter permease G 1,49721377
LPU83_pLPU83d_0521 Binding-protein-dependent transporters inner membrane component G 1,68772041
LPU83_pLPU83d_0522 Extracellular solute-binding protein G 1,18016837
cyaF4 LPU83_pLPU83d_0531 CyaF4 adenylate cyclase R 1,8677341
yvaG3 LPU83_pLPU83d_0533 Putative oxidoreductase yvaG (EC 1.-.-.-) I0R 1,0577114
LPU83_pLPU83d_0536 Uncharacterized protein . 1,32367016
LPU83_plLPU83d_0547 Uncharacterized protein K -1,48823611
LPU83_pLPU83d_0550 Uncharacterized protein -1,0589049
LPU83_pLPU83d_0551 Uncharacterized protein . 1,27257551
LPU83_plLPU83d_0557 Uncharacterized protein G 1,51914479
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LPU83_pLPU83d_0566 Uncharacterized protein -1,00096596
LPU83_pLPU83d_0576 ABC transporter substrate-binding protein P -1,1573198
LPU83_pLPU83d_0582 Uncharacterized protein S 1,77612434
LPU83_pLPU83d_0598 Uncharacterized protein -1,46707303
LPU83_pLPU83d_0612 Uncharacterized protein 1,15135604
LPU83_pLPU83d_0625 Putative membrane protein 1,02377093
LPU83_pLPU83d_0626 Uncharacterized protein 1,09085002
LPU83_pLPU83d_0648 Uncharacterized protein 1,27488351
LPU83_pLPU83d_0650 Uncharacterized protein 1,69656799
LPU83_pLPU83d_0654 Uncharacterized protein 1,24335162
LPU83_pLPU83d_0655 Putative transposase y4qJ . 1,25637422
LPU83_pLPU83d_0656 Putative integrase/recombinase y4qK L 2,20352002
LPU83_pLPU83d_0658 Secretion protein HlyD family protein \ 1,65058912
alsT LPU83_pLPU83d_0661 Amino-acid carrier protein AlsT E 1,04525686
LPU83_pLPU83d_0662 Carbonic anhydrase (EC 4.2.1.1) (Carbonate dehydratase) P 1,93186721
selD LPU83_pLPU83d_0663 Selenide, water dikinase (EC 2.7.9.3) (Selenium donor protein) (Selenophosphate synthase) E 1,42976782
fdhE LPU83_plLPU83d_0669 Protein FdhE homolog co 1,04500336
LPU83_plLPU83d_0674 Inosine-5"-monophosphate dehydrogenase T 1,16261401
LPU83_pLPU83d_0676 Methyl-accepting chemotaxis protein NT 1,28352127
LPU83_pLPU83d_0679 Putative SOS response-associated peptidase (EC 3.4.-.-) (o] 1,32886439
LPU83_pLPU83d_0682 Putative secreted protein 1,19317515
LPU83_pLPU83d_0683 Putative membrane protein . 1,0696726
nuokK LPU83_pLPU83d_0697 NADH-quinone oxidoreductase subunit K (EC 1.6.5.11) (NADH dehydrogenase | subunit K) (NDH-1 C 1,14700757
subunit K)
LPU83_pLPU83d_0710 Uncharacterized protein T 1,43399628
acrA LPU83_pLPU83d_0713 Acriflavine resistance protein A % 1,28304333
LPU83_pLPU83d_0723 ABC transporter permease EP 1,03942973
LPU83_pLPU83d_0755 Endopolygalacturonase G 1,5072711
LPU83_pLPU83d_0756 ABC-type sugar transport system, periplasmic component G 1,42900328
LPU83_pLPU83d_0757 Permease component of ABC-type sugar transporter G 2,00822093
LPU83_pLPU83d_0758 ABC-type sugar transport system, permease component G 1,37463403
LPU83_pLPU83d_0759 Glycogen debranching enzyme G 1,32944688
malk3 LPU83_pLPU83d_0762 Maltose/maltodextrin import ATP-binding protein MalK (EC 3.6.3.19) G 1,03368987
ddpC LPU83_pLPU83d_0774 Putative D,D-dipeptide transport system permease protein ddpC EP -1,00711352
LPU83_pLPU83d_0783 DNA-binding domain-containing protein, AraC-type K 1,61512592
LPU83_pLPU83d_0784 Uncharacterized protein . 1,37627761
LPU83_pLPU83d_0786 NADH/ubiquinone/plastoquinone cp 1,52754272
LPU83_pLPU83d_0787 Putative membrane protein P 2,12680062
LPU83_pLPU83d_0788 Na+/H+ antiporter MnhB subunit-related protein P 2,87029185
LPU83_pLPU83d_0789 Putative membrane protein P 3,67313849
LPU83_pLPU83d_0790 Putative membrane protein R 3,54756797
LPU83_pLPU83d_0791 Putative membrane protein P 2,8080249
LPU83_pLPU83d_0792 Putative membrane protein P 2,7347044
LPU83_pLPU83d_0794 Uncharacterized protein . 3,39478128
LPU83_pLPU83d_0795 Citrate transporter G 2,74423241
LPU83_pLPU83d_0796 Peptidase M20 E 3,633799
LPU83_pLPU83d_0797 AbgT putative transporter H 3,99861404
LPU83_pLPU83d_0798 Uncharacterized protein . 2,88382117
LPU83_pLPU83d_0799 Acetyltransferases and hydrolases with the alpha/beta hydrolase fold-like protein | 1,39842941
bepG LPU83_pLPU83d_0800 Efflux pump membrane transporter \ 1,32626326
LPU83_pLPU83d_0801 RND family efflux transporter, MFP subunit MV 2,01144412
LPU83_pLPU83d_0802 Uncharacterized protein . 1,82615456
LPU83_pLPU83d_0803 Putative membrane protein S 1,98198836
LPU83_pLPU83d_0805 Alpha/beta hydrolase fold protein HR -1,70638503
LPU83_pLPU83d_0807 Uncharacterized protein X 1,47995846
LPU83_pLPU83d_0823 Uncharacterized protein -1,54310845
LPU83_pLPU83d_0825 Uncharacterized protein . -1,26887442
LPU83_pLPU83d_0833 Orf_Bo015 X 1,43155278
LPU83_pLPU83d_0837 Helix-turn-helix--domain containing protein arac type K 1,07743708
LPU83_pLPU83d_0840 Uncharacterized protein 1,32803481
LPU83_pLPU83d_0847 Uncharacterized protein . -1,78889586
LPU83_pLPU83d_0865 Uncharacterized protein K 1,36704746
LPU83_pLPU83d_0876 Uncharacterized protein 2,10066696
LPU83_pLPU83d_0878 Uncharacterized protein . 2,95042023
LPU83_pLPU83d_0879 ATPase involved in chromosome partitioning N 2,46468006
LPU83_pLPU83d_0880 Uncharacterized protein 2,23192179
traA LPU83_pLPU83d_0881 TraA . 2,19501761
LPU83_pLPU83d_0885 Type IV secretory pathway, VirB10 component u 1,09243833
LPU83_pLPU83d_0886 Type IV secretory pathway, VirB9 component u 1,19913187
LPU83_pLPU83d_0888 Type IV secretory pathway, VirB6 component U 1,71661437
LPU83_pLPU83d_0889 Uncharacterized protein 1,16341079
LPU83_pLPU83d_0890 Type IV secretion system protein . 1,96453801
LPU83_pLPU83d_0891 Soluble lytic murein transglycosylase-like protein M 2,08390347
LPU83_pLPU83d_0892 Type IV secretion/conjugal transfer ATPase, VirB4 family u 1,82015559
LPU83_pLPU83d_0893 Putative membrane protein u 2,58661007
LPU83_pLPU83d_0894 Putative secreted protein u 2,45694915
LPU83_pLPU83d_0895 Uncharacterized protein M 2,16715474
nodws3 LPU83_pLPU83d_0899 Nodulation protein W TK 1,94549643
LPU83_pLPU83d_0900 Histidine kinase T 1,24739296
LPU83_pLPU83d_0934 Uncharacterized protein . -2,71493174
LPU83_pLPU83d_0935 Dyp-type peroxidase family protein P -2,92095582
LPU83_pLPU83d_0936 Uncharacterized protein . -1,04488718
LPU83_pLPU83d_0937 Acetoacetate decarboxylase (EC 4.1.1.4) Q -1,20155228
rute LPU83_pLPU83d_0938 Putative NADH dehydrogenase/NAD(P)H nitroreductase LPU83_pLPU83d_0938 (EC 1.-. C -1,11792145
LPU83_pLPU83d_0939 Uncharacterized protein IR -1,21009909
LPU83_pLPU83d_0940 Uncharacterized protein . -1,31332644
LPU83_pLPU83d_0941 NADH dehydrogenase, FAD-containing subunit C -1,43536442
ndh LPU83_pLPU83d_0942 NADH dehydrogenase (EC 1.6.99.3) C -1,72505809
LPU83_pLPU83d_0943 Uncharacterized protein -1,74915282
LPU83_pLPU83d_0944 Putative membrane protein -2,37189091
LPU83_pLPU83d_0960 Uncharacterized protein 3,17759628
LPU83_pLPU83d_0961 Uncharacterized protein 2,59487122
LPU83_pLPU83d_0962 Uncharacterized protein 1,06220352
LPU83_pLPU83d_0963 Uncharacterized protein . 1,10687595
LPU83_pLPU83d_0980 Uncharacterized protein (o] 1,32540801
LPU83_pLPU83d_0989 Major facilitator superfamily protein 1,16184352
LPU83_pLPU83d_1004 Uncharacterized protein . 1,18695815
LPU83_plLPU83d_1023 Uncharacterized protein K -1,71805267
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LPU83_pLPU83d_1024 HipA domain-containing protein T -1,53618848
LPU83_pLPU83d_1028 Arylsulfatase A family protein P 1,90780321
LPU83_pLPU83d_1038 Uncharacterized protein 2,63833913
LPU83_pLPU83d_1039 Uncharacterized protein 1,39843541
LPU83_pLPU83d_1041 Uncharacterized protein . 1,84466637
LPU83_pLPU83d_1049 Uncharacterized protein KL -1,28543672
LPU83_pLPU83d_1051 Uncharacterized protein 1,02230959
LPU83_pLPU83d_1052 Uncharacterized protein 1,11845924
LPU83_pLPU83d_1054 Uncharacterized protein 1,54586154
LPU83_pLPU83d_1055 Uncharacterized protein 1,6094205
LPU83_pLPU83d_1058 Uncharacterized protein . 1,5533552
LPU83_pLPU83d_1067 Uncharacterized protein R 1,37430001
LPU83_pLPU83d_1069 Uncharacterized protein 1,61943319
LPU83_pLPU83d_1070 Putative membrane protein 2,03126717
LPU83_pLPU83d_1071 Putative membrane protein . 2,27010211
LPU83_pLPU83d_1076 Uncharacterized protein G -1,04201826
LPU83_plLPU83d_1096 YecA family protein s 2,00291271
LPU83_plLPU83d_1100 Uncharacterized protein 1,09869454
LPU83_pLPU83d_1101 Uncharacterized protein 1,65813217
LPU83_pLPU83d_1107 Putative membrane protein . 1,26375666
exoY LPU83_plLPU83d_1117 Exopolysaccharide production protein ExoY M 1,3650413
LPU83_pLPU83d_1122 Uncharacterized protein R 1,86848473
LPU83_pLPU83d_1123 Protoporphyrinogen oxidase H 2,41490229
LPU83_plLPU83d_1124 Glycosyltransferase M 2,12303445
LPU83_pLPU83d_1125 Uncharacterized protein 2,21395014
LPU83_pLPU83d_1126 Uncharacterized protein 2,21941511
LPU83_plLPU83d_1127 Methyltransferase 1,27825921
LPU83_plLPU83d_1129 Uncharacterized protein . 1,15093155
LPU83_pLPU83d_1138 Sugar ABC transporter substrate-binding protein G 2,27169168
LPU83_plLPU83d_1142 Putative nucleoside-diphosphate sugar epimerase R -1,74516423
GTT2 LPU83_pLPU83d_1146 Glutathione S-transferase 2 (EC 2.5.1.18) o -1,87126224
LPU83_plLPU83d_1160 Isochorismatase family protein HR 1,06358496
LPU83_pLPU83d_1170 Putative membrane protein F -1,2084098
LPU83_plLPU83d_1210 Alpha/beta hydrolase fold protein HR -1,00712376
laaA LPU83_pLPU83d_1219 L-amino acid amidase (EC 3.5.1.101) HR 1,18867405
LPU83_pLPU83d_1235 Uncharacterized protein TK 1,04140494
algD3 LPU83_pLPU83d_1236 UDP-glucose 6-dehydrogenase (EC 1.1.1.22) M 1,456353
LPU83_pLPU83d_1259 Uncharacterized protein \ 1,34560174
LPU83_pLPU83d_1260 MOSC domain containing protein C 1,02544334
LPU83_pLPU83d_1265 Enoyl-CoA hydratase/isomerase | 2,00973637
LPU83_pLPU83d_1271 Uncharacterized protein . 1,48933062
LPU83_pLPU83d_1295 Malate/L-lactate dehydrogenase C -2,02676553
LPU83_pLPU83d_1296 NADH:flavin oxidoreductase/NADH oxidase C -1,00000858
opuAA LPU83_pLPU83d_1297 Glycine betaine transport ATP-binding protein OpuAA (EC 3.6.3.32) E -2,77165043
prow LPU83_pLPU83d_1298 Glycine betaine/L-proline transport system permease protein prow E -2,7360914
LPU83_pLPU83d_1299 ABC-type proline/glycine betaine transport system, periplasmic component E -2,13584809
stcD LPU83_pLPU83d_1302 Putative N-methylproline demethylase (EC 1.-.-.-) C -1,2728241
LPU83_pLPU83d_1306 Uncharacterized protein . -1,2741184
LPU83_pLPU83d_1308 Flavodoxin reductase family protein C -1,00217039
LPU83_pLPU83d_1317 Putative amino-acid ABC transporter ATP-binding protein y4tH E -1,32748343
LPU83_pLPU83d_1318 ABC transporter substrate-binding protein ET -1,1537252
LPU83_plLPU83d_1320 ABC transporter permease E -1,20134296
LPU83_pLPU83d_1321 Putative arylmalonate decarboxylase protein Q -1,26212639
LPU83_pLPU83d_1326 Uncharacterized protein 1,9974914
LPU83_plLPU83d_1327 Uncharacterized protein 2,26949086
LPU83_plLPU83d_1328 Uncharacterized protein . 1,33531332
LPU83_pLPU83d_1329 Putative secreted protein R 1,46545537
LPU83_plLPU83d_1331 Glyoxalase R 1,90013135
LPU83_plLPU83d_1338 Periplasmic component of amino acid ABC-type transporter/signal transduction system ET -1,01738716
napC LPU83_plLPU83d_1342 Cytochrome c-type protein C -1,14854776
napB LPU83_pLPU83d_1343 Periplasmic nitrate reductase, electron transfer subunit (Diheme cytochrome c NapB) CcP -1,12017558
LPU83_plLPU83d_1348 Uncharacterized protein . 1,0805367
LPU83_pLPU83d_1355 Putative exported ErfK/YbiS/YhnG family protein M 1,27219432
LPU83_pLPU83d_1356 Uncharacterized protein . 1,5105881
gshB LPU83_pLPU83d_1357 Glutathione synthetase (EC 6.3.2.3) (GSH synthetase) (GSH-S) (GSHase) (Glutathione synthase) HJ 1,13865382
LPU83_plLPU83d_1358 Uncharacterized protein S 1,32871385
LPU83_pLPU83d_1359 Uncharacterized protein E 1,60447026
LPU83_pLPU83d_1361 Histidine kinase (EC 2.7.13.3) NT 1,8635896
LPU83_pLPU83d_1362 Putative two-component sensor histidine kinase/response regulator hybrid protein T 1,37718996
LPU83_pLPU83d_1363 Uncharacterized protein . -1,50356547
LPU83_pLPU83d_1364 Uncharacterized protein L -1,64503807
LPU83_pLPU83d_1365 Uncharacterized protein 1,67227656
LPU83_plLPU83d_1368 Uncharacterized protein 2,7529934
LPU83_pLPU83d_1369 Uncharacterized protein . -1,18639519
ycgB LPU83_pLPU83d_1375 Uncharacterized protein D 1,35391152
LPU83_pLPU83d_1376 UPF0229 protein LPU83_pLPU83d_1376 R 1,46454141
yeaG LPU83_plLPU83d_1377 Uncharacterized protein T 1,55301827
LPU83_pLPU83d_1398 Pyruvate/2-oxoglutarate dehydrogenase complex, dehydrogenase component beta subunit C 1,03867079
LPU83_pLPU83d_1399 Uncharacterized protein S 1,67722735
LPU83_pLPU83d_1405 Aerobic-type carbon monoxide dehydrogenase, middle subunit CoxM/CutM-like protein C -1,36903003
LPU83_pLPU83d_1406 Aerobic-type carbon monoxide dehydrogenase, large subunit CoxL/CutL-like protein C -1,47510856
ttuB LPU83_plLPU83d_1414 Putative tartrate transporter G 1,07077977
LPU83_plLPU83d_1417 Transcriptional regulator K 1,05920303
lack1 LPU83_pLPU83d_1419 Lactose transport ATP-binding protein Lack G -1,03811296
LPU83_pLPU83d_1420 Permease component of ABC-type sugar transporter G -1,30545139
thuG LPU83_pLPU83d_1421 Trehalosemaltose ABC transporter G -1,39588068
prsD LPU83_plLPU83d_1427 Type | secretion system ATP-binding protein PrsD u 1,35536889
prsE LPU83_pLPU83d_1428 Type | secretion system membrane fusion protein PrsE \ 1,82606612
exsH LPU83_pLPU83d_1429 Endo-1,3-1,4-beta-glycanase ExsH (EC 3.2.1.-) G 2,36124319
LPU83_pLPU83d_1430 Transposase 1S4 family protein (Transposase for insertion sequence element 1S1106) K 1,05521136
kdul2 LPU83_plLPU83d_1431 4-deoxy-L-threo-5-hexosulose-uronate ketol-isomerase (EC 5.3.1.17) (5-keto-4-deoxyuronate G 2,19072677
isomerase) (DKI isomerase)
LPU83_pLPU83d_1432 Cupin domain-containing protein R 1,45036028
kduD LPU83_pLPU83d_1433 2-dehydro-3-deoxy-D-gluconate 5-dehydrogenase (EC 1.1.1.127) IOR 1,34281409
LPU83_pLPU83d_1439 Lipid A core-O-antigen ligase-like enyme M- -1,01520361
LPU83_pLPU83d_1440 Uncharacterized protein M -1,1043649
LPU83_plLPU83d_1444 Putative membrane protein . 1,98611163
LPU83_pLPU83d_1446 Transcriptional regulator K -1,33158143
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LPU83_pLPU83d_1453 Uncharacterized protein S 1,5170995
LPU83_pLPU83d_1454 Family 3 adenylate cyclase T 1,39140213
LPU83_pLPU83d_1455 Uncharacterized protein S -1,51355515
LPU83_plLPU83d_1456 Glycosyl transferase possibly involved in lipopolysaccharide synthesis M -1,28037194
galE LPU83_pLPU83d_1457 UDP-glucose 4-epimerase (EC 5.1.3.2) M -1,183094
LPU83_pLPU83d_1458 Putative nucleoside-diphosphate sugar epimerase MO -1,2402603
LPU83_pLPU83d_1459 Lipid A core-O-antigen ligase-like enyme . -1,12259297
LPU83_pLPU83d_1463 Uncharacterized protein | 1,77514747
LPU83_pLPU83d_1474 Uncharacterized protein . 2,81765528
ginil LPU83_pLPU83d_1475 Glutamine synthetase (EC 6.3.1.2) E -1,91664044
LPU83_pLPU83d_1486 Sulfite oxidase C 1,12923675
LPU83_pLPU83d_1501 Binding-protein-dependent transport systems inner membrane component G -1,35182889
LPU83_pLPU83d_1507 Dnal-class molecular chaperone with C-terminal Zn finger domain-containing protein (o] 1,72870126
LPU83_plLPU83d_1547 Permease component of ribose/xylose/arabinose/galactoside ABC-type transporter G -1,31254672
yuxG LPU83_pLPU83d_1551 Putative oxidoreductase yuxG (EC 1.-.-.-) G -1,13875841
LPU83_pLPU83d_1553 Alkyl hydroperoxide reductase AhpD (EC 1.11.1.15) P 1,37619513
LPU83_pLPU83d_1554 RNA polymerase sigma factor, sigma-70 family K 1,17997501
LPU83_pLPU83d_1555 Uncharacterized protein 1,64514903
LPU83_pLPU83d_1559 Putative membrane protein 1,31271953
LPU83_pLPU83d_1564 Putative secreted protein . 1,16036605
LPU83_plLPU83d_1570 Putative insertion sequence protein X 1,08877206
LPU83_pLPU83d_1571 Uncharacterized protein X 1,46896505
LPU83_pLPU83d_1575 Esterase, PHB depolymerase family (EC 3.1.1.73) Q 1,11265341
LPU83_pLPU83d_1586 Uncharacterized protein J 1,26507189
LPU83_pLPU83d_1587 Uncharacterized protein R 1,60102881
LPU83_pLPU83d_1602 Putative membrane protein 3,07942264
LPU83_pLPU83d_1603 Putative membrane protein 1,08909683
LPU83_plLPU83d_1624 Putative secreted protein . -1,21528637
LPU83_pLPU83d_1636 Uncharacterized protein S 1,18512404
LPU83_pLPU83d_1655 Uncharacterized protein . 1,4755655
LPU83_pLPU83d_1656 Uncharacterized protein X 2,46335008
LPU83_pLPU83d_1663 Uncharacterized protein . 1,21556847
fur LPU83_pLPU83d_1670 Ferric uptake regulation protein P 1,05172418
LPU83_pLPU83d_1676 Uncharacterized protein S -1,068098
LPU83_pLPU83d_1685 Uncharacterized protein T 2,113277
LPU83_pLPU83d_1706 Putative ATP-binding ABC transporter protein G 1,20514331
LPU83_pLPU83d_1714 Uncharacterized protein . 2,17924004
LPU83_plLPU83d_1716 Cupin 2 conserved barrel domain protein R 1,00013381
LPU83_pLPU83d_1717 Putative membrane protein 1,27833523
LPU83_pLPU83d_1719 Putative transmembrane protein . -1,43591303
LPU83_pLPU83d_1736 Putative transcriptional regulator K -1,66864701
LPU83_plLPU83d_1742 Uncharacterized protein L -1,83320504
LPU83_pLPU83d_1743 Uncharacterized protein -1,66394128
LPU83_plLPU83d_1744 Uncharacterized protein . -1,07747185
LPU83_pLPU83d_1745 Uncharacterized protein S -1,08753792
LPU83_pLPU83d_1749 Uncharacterized protein . 1,23356707
LPU83_pLPU83d_1765 Spermidine/putrescine-binding periplasmic protein-like protein E 1,25330186
PputA LPU83_plLPU83d_1781 Bifunctional protein PutA [Includes: Proline dehydrogenase (EC 1.5.5.2) (Proline oxidase); Delta-1- E -1,87344566
pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase (P5C dehydrogenase) (EC 1.2.1.88) (L-glutamate gamma-
semialdehyde dehydrogenase)]
LPU83_pLPU83d_1804 FAD/FMN-dependent dehydrogenase C -1,13772319
LPU83_plLPU83d_1808 Transcriptional regulator containing an amidase domain and an AraC-type DNA-binding HTH K 1,09671781
domain
LPU83_pLPU83d_1809 ABC-type xylose transport system, periplasmic component G 1,55324441
LPU83_pLPU83d_1810 ABC-type sugar transport system, ATPase component G 1,9058954
LPU83_plLPU83d_1814 Rrf2 family protein, putative transcriptional regulator K 1,0590381
LPU83_pLPU83d_1815 Small-conductance mechanosensitive channel Y 3,19159842
LPU83_plLPU83d_1816 Uncharacterized protein R 2,77124143
LPU83_plLPU83d_1817 Putative nucleoside-diphosphate sugar epimerase R 3,27058616
LPU83_plLPU83d_1818 Alkyl hydroperoxide reductase AhpD (EC 1.11.1.15) P 2,62582926
LPU83_pLPU83d_1819 Transcriptional regulator K 1,76906498
LPU83_pLPU83d_1822 Putative dehydrogenase R -1,24327908
LPU83_pLPU83d_1823 Permease component of ABC-type sugar transporter G -1,82322842
LPU83_pLPU83d_1825 ABC-type sugar transport system, periplasmic component G -1,1020227
LPU83_plLPU83d_1827 Putative secreted protein 1,29315839
LPU83_plLPU83d_1836 Arabinose efflux permease family protein . -2,10326148
LPU83_pLPU83d_1839 Permease component of ABC-type sugar transporter G -1,26307519
LPU83_pLPU83d_1851 Uncharacterized protein . 1,16512137
aglk3 LPU83_pLPU83d_1861 Alpha-glucoside transport ATP-binding protein AglK G 1,40260617
tauA LPU83_pLPU83d_1872 Taurine-binding periplasmic protein P 1,93327192
tauB LPU83_plLPU83d_1873 Taurine import ATP-binding protein TauB (EC 3.6.3.36) P 2,74358248
tauC LPU83_plLPU83d_1874 Taurine transport system permease protein tauC P 2,23012575
LPU83_pLPU83d_1875 FMN-dependent oxidoreductase, nitrilotriacetate monooxygenase family HR 1,08309052
LPU83_pLPU83d_1879 Uncharacterized protein R 1,30732334
LPU83_pLPU83d_1896 Uncharacterized protein . -1,10844619
LPU83_pLPU83d_1900 ABC-type sugar transport system, permease component G 1,00390394
LPU83_pLPU83d_1905 Dihydroxyacid dehydratase/phosphogluconate dehydratase EG -1,24757456
LPU83_pLPU83d_1921 Putative transcriptional regulator K 2,06477228
LPU83_pLPU83d_1922 Uncharacterized protein R 2,04469682
LPU83_pLPU83d_1923 Uncharacterized protein . 1,73443018
LPU83_pLPU83d_1924 Uncharacterized protein J 1,58379118
LPU83_pLPU83d_1925 Uncharacterized protein S 1,39421998
LPU83_plLPU83d_1926 Uncharacterized protein 1,07141591
LPU83_pLPU83d_1939 Putative secreted protein 1,0732989
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locus tag Valor M (Prot.) Valor M (ARN)
LPU83_0176 ON -0.68
LPU83_0683 ON -0.49
LPU83_1733 ON -1.73
LPU83_1748 ON -0.90
LPU83_2906 ON -0.33
LPU83_3025 ON -0.64
LPU83_3826 ON -1.32
LPU83_3925 ON -1.67
LPUS3_pLPU83c_0218 ON -0.10
LPU83_pLPU83c_0248 ON -0.98
LPU83_pLPU83d_0204 ON -1.52
LPU83_pLPU83d_0292 ON -2.45
LPU83_pLPU83a_0021 -4.40 -4.53
LPU83_2651 -4.12 -1.43
LPU83_3075 -2.92 -1.36
LPU83_3943 -2.80 -0.77
LPU83_1662 -2.80 -2.45
LPU83_0951 -2.77 -0.07
LPU83_2264 -2.63 -1.45
LPU83_2903 -2.55 -0.36
LPU83_2124 -2.51 -1.03
LPU83_pLPU83d_1781 -2.33 -1.87
LPU83_0944 -2.27 -0.02
LPU83_4171 -2.27 -1.24
LPU83_3973 -2.20 -1.39
LPU83_1140 -2.19 -0.86
LPU83_1473 -2.16 -0.81
LPU83_3442 -2.14 -0.87
LPU83_1658 -2.14 -1.66
LPU83_2016 -2.06 -2.66
LPU83_0323 -1.98 -0.16
LPU83_3132 -1.97 -0.06
LPU83_4032 -1.96 -0.27
LPU83_1011 -1.91 -0.48
LPU83_3200 -1.88 -3.01
LPU83_0652 -1.86 -0.77
LPU83_1350 -1.85 -0.63
LPU83_4172 -1.79 -1.59
LPU83_2336 -1.79 -0.36
LPU83_1655 -1.77 -1.41
LPU83_3251 -1.70 -0.52
LPU83_1826 -1.67 -0.34
LPU83_0909 -1.65 -0.73
LPU83_3380 -1.62 -0.95
LPU83_3977 -1.60 -1.18
LPU83_pLPU83d_0291 -1.59 -2.03
LPU83_1043 -1.58 -0.71
LPU83_0739 -1.53 -0.03
LPU83_1394 -1.50 -1.50
LPU83_1661 -1.50 -2.21
LPU83_0650 -1.48 -0.13
LPU83_1666 -1.45 -2.75
LPU83_pLPU83d_1757 -1.45 -0.43
LPU83_3672 -1.45 -0.28
LPU83_0036 -1.43 -0.37
LPU83_1609 -1.43 -1.10
LPU83_pLPU83d_1305 -1.41 -0.23
LPU83_0256 -1.39 -0.27
LPU83_pLPU83c_0701 -1.39 -1.43
LPU83_0874 -1.38 -0.07
LPU83_1265 -1.36 -0.99
LPU83_0140 -1.33 -0.18
LPU83_3508 -1.32 -0.80
LPU83_3589 -1.31 -1.47
LPU83_1492 -1.29 -1.21
LPU83_3934 -1.27 -1.19
LPU83_0873 -1.24 -0.39
LPU83_2580 -1.24 -0.73
LPU83_0133 -1.22 -0.39
LPU83_pLPU83c_0694 -1.21 -1.28
LPU83_0314 -1.21 -0.68
LPU83_2577 -1.21 -0.75
LPU83_2485 -1.21 -0.22
LPU83_1659 -1.19 -1.70
LPU83_0164 -1.19 -0.34
LPU83_2339 -1.17 -1.34
LPU83_0053 -1.16 -0.97
LPU83_0031 -1.15 -0.90
LPU83_0364 -1.15 -0.59
LPU83_2242 -1.14 -0.18
LPU83_3679 -1.14 -1.27
LPU83_0520 -1.12 -0.66
LPU83_0384 -1.11 -0.76
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locus tag Valor M (Prot.) Valor M (ARN)
LPU83_3919 -1.10 -0.86
LPU83_1380 -1.09 -0.01
LPU83_0044 -1.08 -0.26
LPU83_1440 -1.08 -0.61
LPU83_0159 -1.07 -0.81
LPU83_1479 -1.07 -0.74
LPU83_2574 -1.06 -0.39
LPU83_1441 -1.06 -1.02
LPU83_3062 -1.03 -1.11
LPU83_pLPU83d_0725 -1.03 -0.19
LPU83_0315 -1.02 -1.29
LPU83_3429 -1.02 -1.25
LPU83_2747 -1.00 -0.59
LPU83_2464 1.06 2.03
LPU83_pLPU83d_1809 1.06 1.55
LPU83_0482 1.06 0.19
LPU83_pLPU83b_0279 1.06 1.43
LPU83_2674 1.09 0.27
LPU83_3052 1.09 0.66
LPU83_1827 1.12 0.03
LPU83_pLPU83d_1820 1.12 0.22
LPU83_pLPU83d_0192 1.13 1.02
LPU83_2663 1.14 4.37
LPU83_2831 1.15 0.31
LPU83_pLPU83d_0057 1.20 1.21
LPU83_pLPU83d_1817 1.22 3.27
LPU83_1498 1.23 0.15
LPU83_pLPU83b_0324 1.24 1.58
LPU83_3741 1.25 4.11
LPU83_pLPU83d_1921 1.26 2.06
LPU83_3421 1.34 0.45
LPU83_pLPU83d_1837 1.36 0.11
LPU83_pLPU83d_0097 1.36 0.42
LPU83_3593 1.36 0.78
LPU83_pLPU83d_1123 1.41 2.41
LPU83_pLPU83d_1511 1.45 0.40
LPU83_pLPU83d_1558 1.48 0.11
LPU83_2149 1.50 0.31
LPU83_pLPU83d_1922 1.52 2.04
LPU83_pLPU83d_1902 1.53 0.36
LPU83_3149 1.58 2.89
LPU83_pLPU83d_1890 1.62 0.04
LPU83_pLPU83d_1549 1.63 0.14
LPU83_3710 1.65 2.46
LPU83_2148 1.66 0.87
LPU83_pLPU83d_1124 1.67 2.12
LPU83_pLPU83c_0775 1.73 1.39
LPU83_3745 1.76 1.70
LPU83_0565 1.79 0.24
LPU83_2824 1.92 1.26
LPU83_3255 1.99 0.26
LPU83_0147 2.01 0.79
LPU83_pLPU83d_1818 2.02 2.63
LPU83_pLPU83d_1443 2.13 0.10
LPU83_3188 2.16 4.44
LPU83_1690 217 0.97
LPU83_2945 2.18 0.52
LPU83_0686 2.18 1.25
LPU83_3712 2.20 5.02
LPU83_1458 2.28 0.76
LPU83_pLPU83d_1815 2.29 3.19
LPU83_3711 231 4.97
LPU83_0567 231 0.46
LPU83_3363 2.47 0.06
LPU83_3744 2.50 3.51
LPU83_3849 2.54 0.32
LPU83_pLPU83c_0629 2.54 1.36
LPU83_3143 2.63 2.85
LPU83_2265 2.72 0.46
LPU83_pLPU83d_0203 2.78 0.85
LPU83_2210 2.79 1.64
LPU83_pLPU83d_0303 3.29 0.92
LPU83_3147 3.39 2.77
LPU83_0893 3.47 0.09
LPU83_0525 3.48 0.33
LPU83_pLPU83d_1361 3.73 1.86
LPU83_3146 4.14 2.74
LPU83_3186 4.76 4.32
LPU83_3144 4.85 2.18
LPU83_0131 OFF 0.99
LPU83_0370 OFF 0.16
LPU83_0515 OFF 0.91
LPU83_0710 OFF 2.18
LPU83_0722 OFF 0.60
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locus tag Valor M (Prot.) Valor M (ARN)
LPU83_0834 OFF 0.08
LPU83_0885 OFF 0.54
LPU83_0916 OFF 0.24
LPU83_1071 OFF 0.47
LPU83_1147 OFF 0.08
LPU83_1679 OFF 0.42
LPU83_1882 OFF 0.52
LPU83_1945 OFF 0.60
LPU83_2069 OFF 0.71
LPU83_2189 OFF 0.35
LPU83_2209 OFF 1.55
LPU83_2211 OFF 2.52
LPU83_2212 OFF 2.85
LPU83_2417 OFF 0.70
LPU83_2822 OFF 2.65
LPU83_3537 OFF 0.20
LPU83_3713 OFF 5.05
LPU83_3715 OFF 3.65
LPU83_3742 OFF 4.09
LPU83_3743 OFF 4.14
LPU83_3770 OFF 0.45
LPU83_3781 OFF 0.31
LPU83_pLPU83a_0034 OFF 0.74
LPU83_pLPU83a_0038 OFF 0.04
LPU83_pLPU83a_0096 OFF 0.90
LPU83_pLPU83b_0056 OFF 1.70
LPU83_pLPU83b_0169 OFF 1.42
LPU83_pLPU83b_0254 OFF 1.88
LPU83_pLPU83c_0143 OFF 0.23
LPU83_pLPU83c_0264 OFF 0.62
LPU83_pLPU83c_0307 OFF 0.46
LPU83_pLPU83c_0380 OFF 1.64
LPU83_pLPU83c_0449 OFF 0.69
LPU83_pLPU83c_0651 OFF 1.22
LPU83_pLPU83d_0144 OFF 1.44
LPU83_pLPU83d_0187 OFF 0.05
LPU83_pLPU83d_0873 OFF 0.07
LPU83_pLPU83d_1168 OFF 0.08
LPU83_pLPU83d_1504 OFF 0.23
LPU83_pLPU83d_1923 OFF 1.73
LPU83_3191 5.18 4.33
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