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I. RESUMEN

En las ultimas décadas, se ha intensificado el descubrimiento de ambientes
extremos y de los organismos que los habitan, ampliando el conocimiento sobre
como funciona la vida tanto en la Tierra como fuera de ella. Aunque los
extremoéfilos incluyen miembros de los tres dominios de la vida, arquea, bacteria
y eucariota, se ha desarrollado un gran interés hacia las bacterias que viven en
ecosistemas extremos con el propdsito de entender las estrategias de
supervivencia Unicas evolucionadas por estos organismos extremofilos y usarlas
para desarrollar aplicaciones biotecnoldgicas. Entre las bacterias extremofilas,
tienen interés especial las bacterias xerotolerantes o resistentes a la desecacion,
que son capaces de perder casi toda el agua al sufrir estrés hidrico, pero recuperar

sus funciones normales tras la rehidratacién.

Los mecanismos por los cuales una bacteria es capaz de resistir la
desecacion son principalmente dos: la esporulacién, que es una forma de
resistencia metabolicamente inactiva y que la presentan miembros de los géneros
Clostridium y Bacillus, entre otros; y la latencia, que engloba un abanico de
mecanismos de resistencia que protegen a la célula, ralentizan su metabolismo y

le permiten recuperarse cuando desaparece el estrés.

Esta tesis doctoral tiene como objetivo general la caracterizacion de la
bacteria xerotolerante Exiguobacterium sp. Helios, aislada de las placas solares,
descifrando los mecanismos que le confieren poliextremofilia. Para abordar este
objetivo general se marcaron los siguientes objetivos parciales: 1) el estudio
genético y fenotipico de la bacteria Exiguobacterium sp. Helios.; 2) el estudio de
los mecanismos que confieren xerotolerancia a la bacteria Exiguobacterium sp.
Helios mediante anadlisis morfolégicos y transcriptémicos y 3) el estudio

metabdlico de Exiguobacterium sp. Helios.

Los antecedentes de esta tesis doctoral son la bioprospeccion de la
microbiota de un nicho extremo, los paneles solares. Esta tesis doctoral comienza
con la descripcion en detalle de uno de los aislados obtenidos en ese analisis, del
aislado xerotolerante Exiguobacterium sp. Helios. Esta bacteria mostré una
relacidon cercana con la bacteria Exiguobacterium sibiricum 255-15, aislada de

permafrost siberiano. La comparacidon de los genomas de Exiguobacterium sp.
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Helios y E. sibiricum 255-15 revelé varias similitudes y diferencias interesantes.
Ambas cepas contienen un conjunto de genes relacionados con la transformacion
por competencia, sugiriendo que podrian tener competencia natural, y un
conjunto incompleto de genes relacionados con la esporulacidn; es mas, estas
cepas no producen esporas, sugiriendo que estos genes podrian estar
relacionados con la xerotolerancia. La xerotolerancia no habia sido descrita
previamente como una caracteristica del género Exiguobacterium, pero ambas
cepas, Helios y 255-15, mostraron una resistencia comparable a la descrita en la
cepa modelo de xerotolerancia Deinococcus radiodurans. La resistencia a la
desecacion o xerotolerancia de células en su forma vegetativa (no esporulada) es
un tema de gran interés en agricultura o en la industria alimentaria, y que sigue
suscitando preguntas acerca de qué mecanismos estan implicados en esta
tolerancia. Ademas, en esta tesis se han explorado diversos protocolos de
transformaciéon genética, consiguiendo transformantes que expresan proteina
fluorescente, siendo esta la primera vez que una bacteria del género

Exiguobacterium ha sido modificada genéticamente.

El estudio morfoldgico de la forma de resistencia responsable de la
poliextremofilia de Exiguobacterium sp. Helios a través de diferentes técnicas de
microscopia y el analisis de sus capacidades mecanicas empleando microscopia
atomica de fuerza permitio la descripcion en detalle de los cambios significativos
observados en la morfologia celular después de la desecacion, que sugieren que la
superficie de la estructura celular juega un papel importante en la xerotolerancia.
Por ultimo, se traté de desengranar los mecanismos de resistencia a desecacion y
los cambios en la expresion genética que debe sufrir la célula para adquirir la
morfologia resistente empleando tecnologias démicas como el estudio del

transcriptoma.

Por otro lado, se analizaron los resultados obtenidos mediante la validacion
del modelo metabdlico elaborado por el grupo de Ingenieria Metabdlica de
Sistemas del Instituto de Biologia Integrativa de Sistemas 12SysBio (UVEG-CSIC).
Este modelo metabdlico constituye el primero publicado del género
Exiguobacterium y sera vital para el andlisis de su metabolismo. Se comprob6 la

validez del modelo metabdlico con crecimientos en diferentes fuentes de carbono
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como azucares o compuestos aromaticos, asi como la capacidad de la bacteria de
crecer en condiciones de anaerobiosis, ayudando a ajustar las simulaciones del
modelo a los ensayos in vivo. La construccién del modelo metabodlico destaco la
ausencia de genes necesarios para la degradacién de varios compuestos que se
habia comprobado in vivo que son degradados por Helios como, por ejemplo, la

degradacion del acetato, que se ha estudiado en detalle en esta tesis.
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II. SUMMARY

In recent decades, the discovery of extreme environments and the
organisms inhabiting them has been intensified, expanding our knowledge of how
life functions both on Earth and beyond. Although extremophiles include
members from all three domains of life—archaea, bacteria, and eukaryotes—
there has been a particular interest in bacteria living in extreme ecosystems with
the purpose of understanding the unique survival strategies evolved by these
extremophilic organisms and using them to develop biotechnological applications.
Among extremophilic bacteria, special attention has been given to xerotolerant or
desiccation-resistant bacteria, capable of losing almost all water under water

stress but recovering their normal functions upon rehydration.

The mechanisms by which bacteria can resist desiccation primarily include
two: sporulation, a form of metabolically inactive resistance found in members of
the genera Clostridium and Bacillus, among others; and latency, encompassing a
range of resistance mechanisms that protect the cell, slow down its metabolism,

and enable recovery when stress disappears.

The overall objective of this doctoral thesis is the characterization of the
xerotolerant bacterium Exiguobacterium sp. Helios, isolated from solar panels,
deciphering the mechanisms that confer polyextremophilia. To address this
general objective, the following specific objectives were outlined: 1) Genetic and
phenotypic study of the bacterium Exiguobacterium sp. Helios; 2) Study of the
mechanisms conferring xerotolerance to the bacterium Exiguobacterium sp.
Helios through morphological and transcriptomic analyses and 3) the metabolic

study of Exiguobacterium sp. Helios.

As a result of the bioprospecting of the microbiota in an extreme niche,
solar panels, this doctoral thesis emerged, starting with the detailed description
of the xerotolerant isolate Exiguobacterium sp. Helios. This bacterium showed a
close relationship with the bacterium Exiguobacterium sibiricum 255-15, isolated
from Siberian permafrost. The comparison of the genomes of Exiguobacterium sp.
Helios and E. sibiricum 255-15 revealed several interesting similarities and
differences. Both strains contain a set of genes related to competence

transformation, suggesting they might have natural competence, and an
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incomplete set of genes related to sporulation; furthermore, these strains do not
produce spores, suggesting that these genes might be related to xerotolerance.
Xerotolerance had not been previously described as a characteristic of the genus
Exiguobacterium, but both Helios and 255-15 strains showed xerotolerance
comparable to that described in the model xerotolerant strain Deinococcus
radiodurans. The desiccation resistance or xerotolerance of cells in their
vegetative form (non-sporulated) is of great interest in agriculture or the food
industry and continues to raise questions about the mechanisms involved in this
tolerance. In addition, various genetic transformation protocols were explored,
achieving transformants expressing fluorescent protein. This is the first time that

a bacterium of the genus Exiguobacterium has been genetically modified.

The morphological study of the resistance form, responsible for the
polyextremophilia of Exiguobacterium sp. Helios through different microscopy
techniques and the analysis of its mechanical capabilities using atomic force
microscopy allowed for a detailed description of significant changes observed in
cell morphology after desiccation, suggesting that the surface of the cell structure
plays a crucial role in xerotolerance. Finally, an attempt was made to unravel the
mechanisms of desiccation resistance and the changes in gene expression that the
cell must undergo to acquire resistant morphology using omics technologies such

as transcriptome studies.

On the other hand, the results were analyzed by validating the metabolic
model developed by the Systems Metabolic Engineering group of 12SysBio (UVEG-
CSIC). This metabolic model is the first one published for the genus
Exiguobacterium and it will be essential for the analysis of its metabolism. The
validity of the metabolic model was confirmed with growth on different carbon
sources such as sugars or aromatic compounds, as well as the bacterium's ability
to grow under anaerobic conditions, helping to adjust model simulations to in vivo
experiments. The construction of the metabolic model highlighted the absence of
genes necessary for the degradation of several compounds that had been
demonstrated in vivo to be degraded by Helios, such as acetate degradation, which

has been studied in detail in this thesis.
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1. La vida en habitats extremos

Hasta no hace mucho tiempo, se creia que la vida solo podia encontrarse en
unos rangos muy estrechos de condiciones ambientales de temperatura, presion,
acidez, alcalinidad o salinidad. De este modo, las condiciones fisiol6gicas mas
favorables fisiolégicas descritas para el crecimiento de microorganismos son una
temperatura de 379C, un pH de 7,4, una presion de 1 atm y una concentracion salina
de hasta un 3% (Merino et al, 2019). Se define como extremoéfilos a aquellos
organismos que son capaces de resistir y sobrevivir lejos de esos parametros en
cuanto a, por ejemplo, factores como la temperatura, el pH, la salinidad o la presién
o incluso con una combinacién de estos factores en ambientes definidos como
hostiles para la vida (Canganella & Wiegel, 2011). Desde que el primer extremoéfilo
no formador de esporas, Thermus aquaticus, fuese aislado hace ya 50 afios (Brock &
Freeze, 1969), se han encontrado muchos organismos en ambientes extremos como
aguas termales, lagos salinos, desiertos, lagos alcalinos o acidos, zonas altamente
radioactivas o irradiadas y en las profundidades del mar (Coker, 2023; Kumar et al.,
2022). Sin embargo, resulta curioso que una vez adaptados algunos de estos
extremofilos no son capaces de prosperar en entornos lejos de esas condiciones

ambientales extremas (Seckbach et al., 2013).

Aunque el término extremofilo englobe a bacterias, arqueas, hongos, algas,
virus y protistas ciliados, la mayor parte de ellos son procariotas (Zgonik et al,,
2021). Los microorganismos extremofilos presentan una gran capacidad para
habitar ambientes hostiles y sobrevivir bajo condiciones bidticas y abioticas
extremadamente adversas que son letales para otras formas de vida, como en nichos
extremadamente calientes, en el hielo, en soluciones con alta fuerza iénica, o en
condiciones de pH extremos acidos o alcalinos (Rampelotto, 2013). Gracias a los
avances tecnologicos, es posible actualmente aislar especies de estos medios tan
extremos considerados hasta ahora inhabitables, aunque a menudo es necesario
optimizar y encontrar un método adecuado de aislamiento (Molina-Menor et al,,

2023; Wang et al., 2022).

Los microorganismos extremofilos pueden dividirse en dos amplias

categorias: i) Extremofilos, que requieren una o mas condiciones extremas para
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crecer; ii) extremo-tolerantes, que pueden tolerar valores extremos de uno o mas
parametros fisicoquimicos mientras crecen de forma Optima en condiciones

normales (Gerday & Glansdorff, 2007).

En las ultimas décadas ha aumentado el interés por las bacterias capaces de
sobrevivir e incluso de desarrollarse de manera 6ptima en ambientes extremos, con
el proposito de entender las estrategias de supervivencia tnicas evolucionadas por
estos organismos extremdfilos y usarlas para desarrollar aplicaciones
biotecnoldgicas (Kaur et al., 2019; Milojevic & Weckwerth, 2020; Zannier et al,
2022). En esta tesis doctoral nos vamos a centrar en las bacterias extremofilas

aisladas de un panel solar.

De acuerdo con el parametro fisicoquimico que determina la condicion
ambiental extrema en un determinado hdabitat, las bacterias extremoéfilas pueden
clasificarse en diferentes grupos (Tabla I1). No obstante, muchas de estas bacterias
se incluyen en varias categorias y se clasifican como poliextreméfilas porque pueden
vivir en diferentes ambientes extremos. Por ejemplo, muchas fuentes termales
también son acidas o alcalinas y ricas en metales pesados; las profundidades del
océano son generalmente frias; o los lagos hipersalinos también son muy alcalinos

(Orellana et al., 2018; Rekadwad et al., 2023; Varrella et al., 2020).

Para estudiar la poliextremofilia en las bacterias se necesitan organismos
que puedan servir como modelos. Aunque se han estudiado los genes y proteinas
responsables de las propiedades extremafilas mediante su expresion en organismos
modelo como Escherichia coli y los experimentos 6micos han proporcionado alguna
informacién, ofreciendo un enfoque proteémico (Zannier et al, 2022),
transcriptémico (Xue et al, 2019) o metagenémico (Cowan et al., 2015), estos
estudios no pueden reemplazar a los andlisis que deben realizarse in vivo con las

bacterias extremofilas.

Algunos ejemplos de estos organismos modelo extremoéfilos son:
Leptospirillum ferriphilum (acidofilo), Natronomonas pharaonis (alcaléfilo y
haléfilo), Bacillus halodurans (hal6filo), Halobacterium sp. NRC-1 (halofilo y
radiofilo), Deinococcus radiodurans (radiofilo), o Thermus thermophilus (termofilo)

(Coker, 2019).
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Tabla I1. Tipos de bacterias extremofilas segin el tipo de condicion extrema.
Adaptado de Rekadwad, (2023).

Acidéfilos pH<5 Acidithiobacillus (Falagan & Johnson,
ferriphilus sp. nov. 2016)
Basofilos pH>9 Alkalibacterium sp. (Park etal., 2012)
Halofilos >1,5M Halomonas (Chikkanna et al.,
NaCl nitroreducens strain 2018)
WB1
Radiofilos <1000 Gy  Deinococcus (Blasius et al., 2008)
radiacion radiodurans
gamma
Piezofilos o Alta Shewanella strains (Wang et al,, 2004)
baréfilos presion WP2, WP3
(110 MPa)
Psicroéfilos o <20°C Pseudomonas putida (Rodriguez-R &
criofilos ATH-43 Konstantinidis,
2016)
Termofilos >450C Methanofollis tationis (Orellana et al,,
2018)
Xerofilos <0,8 aw Burkholderia grimmiae (Tian etal., 2013)
(xerotolerantes) R27

D. radiodurans, una bacteria no esporuladora, es una cepa referente no sélo
de resistencia a radiacion xerotolerancia, sino que ademas ha sido propuesta como
“chasis” biotecnoldgico con interés industrial y sistema modelo para estudiar los
factores metabdlicos que sustentan la poliextremofilia y, en particular, la tolerancia
a la irradiacion y a la desecacion (Gerber et al., 2015). La extraordinaria capacidad
de D. radiodurans para sobrevivir a altas dosis de radiacién ionizante ha sido

postulada como una adaptacién a la desecacion, debido a que ambos factores de
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estrés llevan a la formacién de roturas en la doble cadena de ADN (Mattimore &

Battista, 1996).

Se ha descrito para esta bacteria algunos procesos en biorreactores,
enfocados en la optimizacion del medio de cultivo y el aumento de la biomasa (He,
2009) y recientemente en la producciéon de compuestos de valor afiadido (Helalat et
al., 2021). Ademas, se han desarrollado varias herramientas genéticas y puede ser
modificada para llevar a cabo diferentes aplicaciones biotecnoldgicas (Brim et al.,

2000; Brumwell et al., 2022).

De todos estos tipos de extremofilia mostrados en la Tabla 11, nos vamos a

centrar a continuacion en la xerotolerancia.

2. Resistencia/tolerancia a la desecacion o xerotolerancia

Los microorganismos que viven en ambientes en donde escasea el agua, se
denominan xerotolerantes (Tabla I1). Las zonas aridas en las que sobreviven
organismos xerotolerantes constituyen aproximadamente el 10% de la superficie
terrestre del planeta y se prevé que este area aumentara sustancialmente como
resultado del cambio climatico y los procesos de desertificacion impulsados por la
actividad humana (Lebre et al.,, 2017). La anhidrobiosis (resistencia o tolerancia a la
desecacion, xerotolerancia) es la capacidad que tienen algunos organismos de
perder casi toda el agua cuando se secan con aire para entrar en un estado
metabdlico de equilibrio reversible que les permite recuperar sus funciones

normales tras la rehidratacion (Grzyb & Sktodowska, 2022).

Los organismos pueden experimentar estrés hidrico de dos maneras, o bien
en forma de estrés matricial, causado por una baja disponibilidad de agua
(desecacion, congelacion), o bien como estrés osmotico, resultante del aumento de
la concentracién de sal (Karagulyan et al., 2022). De esta manera, los organismos
haléfilos que crecen en altas concentraciones de NaCl también son xeréfilos. Todo

esto ha llevado a que se ha tendido a confundir en ocasiones la desecacién con el
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estrés osmotico, lo que ha exigido definir mas estrictamente qué se entiende por

este proceso de desecacion (Bosch et al., 2021).

Una definicién cuantitativa de la desecacién total establece que el contenido
de agua en una anhidrobiota (tolerante a la completa desecacién) es menora 0,1 g
de agua disponible por 1,0 g de peso seco celular (Alpert, 2005). Se sabe que la
mayoria de las bacterias no se pueden dividir a una actividad de agua aw<0,91
aunque el valor limite de la actividad de agua a partir del cual se da la supervivencia,
es muy dependiente del microorganismo (Bosch et al., 2021). Se ha propuesto un
limite teérico de supervivencia para los tres dominios de la vida de aw=0,61

(Stevenson et al,, 2015).

Los microorganismos xerofilos son microbios que pueden crecer con poca
disponibilidad de agua o baja actividad de agua (aw<0,8) (Kanekar & Kanekar, 2022).
Sin embargo, en términos practicos, los xerdéfilos obligados no existen, ya que estos
organismos invariablemente tienen actividades fisioloégicas y bioquimicas 6ptimas
con una actividad de agua mucho mayor. Por lo tanto, el término xerotolerante
podria ser mas apropiado para describir organismos que son capaces de resistir el
estrés xérico, pero que no requieren una baja actividad hidrica para prosperar

(Lebre etal., 2017).

Ante la escasez de agua intracelular, los microorganismos sufren una serie de
cambios que se resumen en la Tabla 2. Las bacterias en condiciones de hidratacion
normal pueden contener entre un 43 y un 69% de contenido en agua (Bratbak &
Dundas, 1984). Cuando las bacterias se deshidratan, pasan por dos fases (Greffe &
Michiels, 2020). En la primera fase, se pierde el agua extracelular incrementado la
concentracion de sales y solutos fuera de la bacteria la cual sufre fuertes presiones
osmoticas en su interior y se genera un estrés mecanico sobre la membrana (Potts
et al., 2005; ]J. A. C. Vriezen et al., 2007). Como consecuencia, se desplaza el agua
citoplasmatica al exterior y la célula se encoge y se deforma, ya que la superficie de

la membrana se mantiene constante.

Las concentraciones de metabolitos e iones se incrementan dentro de la
bacteria (Lebre et al., 2017). Paralelamente, el metabolismo se frena por la falta de

fluidez interna, el citoplasma adquiere una consistencia parecida al cristal y las
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moléculas encuentran dificultad para moverse en el interior (Lebre et al., 2017,
Parry et al.,, 2014). En bacterias aerobias, el desequilibrio metabdlico lleva a que se
acumulen especies reactivas de oxigeno (ROS) como el anién superéxido, el
peroxido de hidrégeno y el radical hidroxilo causando estrés oxidativo (Franga et
al., 2007; Fredrickson et al., 2008). Los ROS atacan a diferentes moléculas afectando
a la membrana plasmatica, a lipidos y proteinas y a las macromoléculas. (Figura I1).
Por ejemplo, se dan reacciones de peroxidacién y de desesterificacion que dafian el
estado micelar de la membrana, y sufre cambios estructurales importantes

(Halverson & Firestone, 2000).

Tabla I12. Resumen de los cambios descritos en bacterias durante el proceso de
desecacion (adaptado de Greffe y Michiels, 2020; Bosch et al,, 2021; Rekadwad,2023).

Medioambientales

Pérdida del agua extracelular y aumento de la presién (Potts et al., 2005;
osmotica sobre la bacteria. Vriezen et al.,, 2007)

Fisioldgicas

Dafios en la membrana plasmatica.

Pérdida de volumen citoplasmatico.

Pérdida de la motilidad y capacidad de division celular.  (Katoh et al., 2004;
Pazos-Rojas et al,,
2019; Vriezen et al,,
2012)

(Suzina et al,, 2022)

Menor fluidez intracelular.

La pérdida de agua dentro de la célula incrementa la
concentracion interna de metabolitos e iones, y hace
disminuir la fluidez.

(Filipovi¢, 2020)

Moleculares
Acumulacion de ROS. (Bogdanov etal,

» . . . 2008; Chaffey, 2003;
Formaciéon de radicales libres por cambios en las :
func ul Cooper & McNeil,

unciones celulares. 2015)

Daiios en el ADN.

Reacciones de Maillard, rupturas de la doble cadena, (Lebreetal,2017)
entrecruzamiento, etc.
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Mecanismos de proteccion de ADN y reparaciéon
ralentizados, el dafio se acumula.

Baja actividad metabdlica.

Menor fluidez en el interior de la bacteria y menor (Lebreetal,2017)
disponibilidad del agua que ralentiza el metabolismo.

Dafios en las proteinas.

(Fredrickson et al.,
2008; Garcia, 2011;

Kohn & Kovermann,
las proteinas y produce cambios conformacionales, 2019)

agregaciones, etc.

Estrés oxidativo que oxida las proteinas.

Falta de agua intracelular que altera el plegamiento de

Por otra parte, la pérdida de agua en el interior bacteriano modifica
propiedades de las proteinas como su estabilidad, tasas de asociacién y su
conformacion funcional (K6hn & Kovermann, 2019). El dafio estructural a proteinas
provoca que pierdan funcionalidad o tiendan a agregar, causando estrés metabolico.
M4s atn, esta disfuncién proteica lleva también a que se generen mas ROS, acelere
los procesos de agregacion molecular, induce la peroxidacién lipidica y provoca

reorganizaciones de la membrana (Bednarska et al.,, 2013).

El estrés oxidativo se considera que puede ser la principal causa de
sensibilidad a la desecacion en bacterias (Garcia, 2011). No menos importantes son
los dafios al ADN, que tiene lugar a través de modificaciones covalentes como
rupturas del doble enlace, modificaciones covalentes o entrecruzamientos (Lebre et
al, 2017). Ademas, los mecanismos de proteccién y reparaciéon del ADN se

encuentran ralentizados lo cual lleva a que los dafios se vayan acumulando.

En la segunda fase de la desecacidn, se pierde parcialmente el agua que esta
asociada a las macromoléculas y que puede suponer un 15% del contenido total de
agua bacteriano (Francga et al., 2007). Si ademads hay presencia de radiacién solar, se

generarian mas ROS y la viabilidad se veria disminuida.

Otros autores en vez de dos fases durante el proceso de desecaciéon
distinguen tres etapas en funcién del contenido en agua celular (Bosch et al., 2021):
un estado totalmente hidratado al que se denomina tipo III (0,85<aw<1,00), el estado
anhidrobiético o tipo I (aw<0,25) y un estado de transicion entre ambos o tipo II. De

cualquier modo, el proceso de desecacidn es un proceso complejo debido a todos los
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mecanismos y cambios que se desencadenan en las membranas, proteinas y DNA
que llevan a la bacteria a un estado de estrés intenso que termina finalmente con la
muerte de la mayoria de las bacterias (Greffe & Michiels, 2020). Las causas de
muerte debido a la anhidrobiosis incluyen cambios irreversibles de lipidos,
proteinas y acidos nucleicos debidos a la desnaturalizacién o rotura estructural, y
acumulacién de especies reactivas del oxigeno durante el proceso de secado,

especialmente cuando tiene lugar bajo radiacion solar.
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Figura I1. Esquema de los diferentes tipos de dafio molecular que tienen lugar en las
bacterias durante la desecacion. Adaptado de Greffe & Michiels (2020).
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2.1. Mecanismos de tolerancia a la desecacion

Para evitar la disfuncién celular y la muerte, los organismos xerotolerantes
cuentan con mecanismos protectores. Veamos a continuaciéon con mas detalle los

mecanismos bacterianos frente a la xerotolerancia.

2.2. Esporulacion

Algunos géneros, como Bacillus, Streptomyces 'y Clostridium, han desarrollado
células especializadas, denominadas esporas, para sobrevivir periodos prolongados
de escasez de nutrientes o de falta de agua. Estas esporas latentes contienen un
citoplasma deshidratado encerrado en una multicapa altamente protectora,

haciéndolas resistentes a condiciones ambientales extremas (Gray et al., 2019).

La endospora (Figura 12) consta de un compartimento central, delimitado
por una bicapa lipidica, que contiene una copia del genoma. El nucleo esta rodeado
por una serie de estructuras concéntricas que mantienen la latencia y la proteccidn.
El peptidoglicano (PG) de la corteza es esencial para la adquisicion y el
mantenimiento de la resistencia al calor, y la cubierta proteica (capa interna) que
rodea la corteza la protege de la accidon de enzimas degradadoras del PG (Abecasis

etal, 2013).

Capa externa

Capa interna

Corteza (PG)

Nucleo

Nucleoide

Figura I2. Corte transversal de una espora de B. subtilis visualizada por microscopia
electronica de transmision (MET). Adaptado de Nicholson et al. (2000).
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Las capas superficiales de las esporas (la cubierta y el exosporio o capa
externa, cuando estan presentes) también median en las interacciones ambientales
de la endospora, incluida la adhesion y el reconocimiento de compuestos que

desencadenan la germinacion (Abecasis et al.,, 2013).

Las esporas son conocidas como la forma de vida mas resistente de la Tierra,
y se ha invertido un esfuerzo considerable en comprender los mecanismos
moleculares responsables de la resistencia de las esporas a ambientes que existen
en los extremos fisicos de la vida terrestre (Nicholson et al., 2000). En estado latente,
las esporas no experimentan ningdn metabolismo detectable y exhiben un mayor
grado de resistencia a diversos estreses fisicos, como calor humedo y seco,
radiaciones ultravioleta y gamma, desecaciéon extrema (incluido el vacio) y agentes

oxidantes (Nicholson et al., 2000).

2.3. Latencia

La latencia o letargo es otra de las estrategias que presentan las bacterias
para contrarrestar el estrés. Las células entran en un estado de actividad reducida y
mayor resistencia en el que permanecen hasta que las condiciones de estrés
desaparecen (McDonald et al., 2023). Las caracteristicas mas comunes de las formas
quisticas o latentes son la presencia de envolturas celulares engrosadas, la
estructura alterada de las membranas celulares, el citoplasma de grano fino o

grumoso, y el nucleoide condensado (Suzina et al., 2006).

Las células latentes comparten algunos rasgos comunes asociados con la
entrada, el mantenimiento y la salida de la latencia, pero la combinacion especifica
de rasgos puede ser diferente en los distintos géneros. Ademas, la latencia no esta
definida por ningun rasgo unico, sino que las células pueden emplear una variedad
de mecanismos para aumentar su resiliencia ambiental y al mismo tiempo disminuir

su actividad general (McDonald et al., 2023).

La latencia es una estrategia presentada principalmente por bacterias Gram-
positivas y cianobacterias, aunque no exclusivamente, (Garcia, 2011). En este
sentido es interesante el caso de los quistes de Azotobacter vinelandii, cuyo

desarrollo comienza con la reduccién de nutrientes, formando una célula grande y
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esférica que almacena intracelularmente granulos de polihidroxibutirato (PHB) y
presenta una capa exterior compleja, ademas de varias capas protectoras. Estos
quistes son altamente resistentes a la desecacién, pero, a diferencia de las

endosporas, tienen una resistencia minima al calor (Berleman & Bauer, 2004).

Dado que durante el proceso de desecacion el metabolismo esta muy
afectado, es de esperar que se generen moléculas protectoras y se reorganice el
metabolismo desde el mismo momento que la actividad de agua sea baja. Los
estudios transcriptomicos realizados en Rhodococcus o Anabaena han probado que
entre 1 y 3 h desde el inicio del proceso de desecacion tienen lugar cambios en la
expresion a la baja mientras que los cambios al alza tienen lugar de 6 a 12 h desde
el fin de la etapa de sequedad (Katoh et al., 2004; LeBlanc et al., 2008). Sin embargo,
otros estudios realizados en bacterias indican que en las primeras horas de
desecacion si que se sobreexpresan genes relacionados con los sistemas de
proteccion como chaperonas, proteinas frente al estrés oxidativo, sistemas de
reparacion del ADN, metabolismo de acidos grasos o la sintesis de ADN entre otros
(Cytryn et al., 2007; Garcia-Fontana et al., 2016; Li et al., 2012; Palud et al., 2020;
Rajeev et al., 2013). Posteriormente, en la fase de rehidratacién, se observan
cambios bruscos en la expresidon génica. Por ejemplo, P. putida regula al alza el
catabolismo de la fenilalanina y la tirosina tan solo 20 min desde la adicidn de agua
probablemente para proveer de una fuente de carbono que permita obtener energia
(Lopez-Lara et al, 2020). De manera similar, el estudio metatranscriptomico
realizado con microbiomas de un suelo desecado mostré que se regularon al alza
genes relacionados con sistemas de transporte y motilidad mientras que se
regularon a la baja genes de respuesta a estrés y genes de adquisicion de carbono

autotrofico tan solo 10 min después de adicionar agua (Ledn-Sobrino et al., 2021).

Por otra parte, aunque las funciones metabdlicas son muy limitadas una vez
que se entra en la fase anhidrobiética, se siguen detectando tasas de expresion,
aunque muy bajas. Por ejemplo, menos del 5% de todo el genoma se expresa en
Salmonella entérica en una aw de 0,3 (Deng et al,, 2012). De igual manera para otras
bacterias como Bradyrhizobium japonicum, se detectd la expresion de una proteina
de shock por calor Hsp20, de factores sigma, de reguladores transcripcionales y de

la subunidad CtpA del pili (Cytryn et al., 2007).
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Estos estudios transcriptémicos se han realizado en el laboratorio, pero
existen algunos intentos de estudios in situ con el microbioma de una muestra de
suelo desecada y asi en el desierto hiperarido de Namib, se ha detectado
transcripciéon de genes de enzimas relativas al metabolismo del nitrato y del
metabolismo del 3-P-glicerato (Carlos Ledn-Sobrino et al.,, 2021), lo que reafirma la

idea de que se puede detectar cierto nivel de transcripciéon durante la fase anhidra.

Pero ;cémo puede la bacteria sobrevivir una vez que ya permanece en la fase
de desecacién? Para minimizar los dafios, los organismos xerotolerantes han
desarrollado mecanismos tnicos que les permiten mantenerse viables (Greffe &

Michiels, 2020; Lebre et al., 2017) (Figura [3):

e Cambio en las concentraciones de metales. Se ha visto que las
concentraciones de hierro y manganeso afecta al proceso de desecacion. Una
baja concentraciéon intracelular de hierro es capaz de aumentar la
xerotolerancia porque muchas de las reacciones que generan radicales
dependen de este elemento (Garcia, 2011). El manganeso por otra parte,
forma complejos que mantienen la concentracién de radicales bajo. Por
ejemplo, el aumento de la relacion Mn2+/Fe2* en D. radiodurans esta
estrechamente relacionado con la resistencia a la radiacién y a la desecacion.
El Mn2+ puede proteger algunas proteinas reparadoras del ADN del dafo

oxidativo y asi preservar la actividad enzimatica (Liu et al., 2023).

e Cambios metabélicos. El proceso de desecacion lleva a importantes cambios
metabolicos con el fin de preservar energia. Se utilizan fuentes alternativas de
carbono, como los acidos grasos, para producir mayores rendimientos de ATP
(Finn et al,, 2013), y se reprimen procesos que consumen energia, como la
motilidad flagelar. Disminuir la tasa metabdlica puede también llevar a reducir
la presencia de ROS (Franca et al., 2007). De todos modos, en algunas bacterias
se ha detectado que se activan determinadas rutas durante el proceso de
desecacion: en bacterias desecadas de Cronobacter sakazakii y B. japonicum, se
activa la ruta de las pentosas fosfato (Cytryn et al., 2007; Srikumar et al., 2019).
Pero otras rutas como la glicolisis o la fosforilacién oxidativa se encuentran

potenciadas en varias especies bacterianas durante la desecacién (Gruzdev et
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al., 2012; Katoh et al., 2004; Srikumar et al,, 2019). La respuesta general a la
desecacion se activa en fase estacionaria y se ha descrito que la tolerancia a la
desecacion se incrementa si este proceso tiene lugar en esta fase(Vriezen et al.,
2007). Es posible que la respuesta general al estrés permita que se expresen
muchos genes que den una proteccion cruzada a la desecaciéon (Greffe &
Michiels, 2020). Por ejemplo, permitiendo la expresion de proteinas
intrinsecamente desestructuradas (Boothby et al, 2017) y expresién de

proteinas de shock por calor o por frio (Xue et al., 2019).

Incremento de la concentracién intracelular de osmolitos y solutos
compatibles. Los osmolitos reemplazan al potasio después del choque
hiperosmético y se toman del medio o se sintetizan intracelularmente (Paul,
2013). Estas moléculas organicas se acumulan intracelularmente para
contrarrestar la presibn osmoética, pero no son tdéxicas a altas
concentraciones. Ademads, son capaces de estabilizar la membrana, y
previenen la formacién de radicales hidroxilo al disminuir las tasas de
difusion intracelular. La desnaturalizacion proteica puede verse también
disminuida por la presencia de osmolitos que reemplazan al puente de
hidrégeno de la molécula de agua. Algunos ejemplos de estos solutos
compatibles son: i) azticares como la trehalosa, la fructosa, la sacarosa, etc.; ii)
polioles o derivados como glicerol, sorbitol, orcinol etc.; iii) aminoacidos o
derivados como taurina, arginina, ectoina etc.; iv) metilaminas como la glicina
betaina y otras betainas; v) moléculas tipos metilsulfonio (Vilchez et al., 2018,
Manzanera, 2020, Gonzalez et al., 2019, Kageyama & Waditee-Sirisattha,
2022). Los efectos concretos de estos compuestos osmoprotectores dependen
de la cepa en cuestion (Lebre et al.,, 2017). La trehalosa podria actuar no solo
como una chaperona quimicamente sino también como un metabolito que de
modo indirecto contrarresta los procesos de acetilacion y glicacion de las

proteinas (Laskowska & Kuczynska-Wisnik, 2020).

Produccion de moléculas que estabilizan a las proteinas tipo chaperonas
y proteasas que degraden proteinas daiadas (Lebre et al, 2017). Las
chaperonas permitirian el correcto plegamiento de las proteinas. Las

chaperonas DnaK y DnaJ intervienen en la proteccién a la desecaciéon en
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Salmonella typhimurium (Mandal & Kwon, 2017). También se ha descrito el
incremento en la co-chaperona GrpE y la proteasa ClpB en células desecadas de
Acinetobacter baumanni (Gayoso et al, 2014). Se ha visto también
sobrexpresion de chaperonas tras la desecacion de B. japonicum (Cytryn et al.,

2007).

e Regulacion de la expresion de captadores de ROS. Los captadores de ROS,
como las peroxidasas, la superoxido dismutasa y las catalasas, estan regulados
positivamente (Seixas et al., 2022), mientras que procesos como la fotosintesis
se regulan negativamente o incluso degradando el aparato fotosintético
(Rachedi et al,, 2020). La enzima superéxido dismutasa es capaz de convertir
el anién superdxido en oxigeno y peroxido de hidrégeno que pasa a ser
degradado por catalasas y peroxidasas. La induccion de genes chrCy sodF que
codifican a la superéxido dismutasa se encuentra regulada al alza durante la
desecacion de B. japonicum (Cytryn et al., 2007). También se ha descrito en
células desecadas de A. baumanii (Gayoso et al., 2014) y de Anabaena sp. (Singh
et al., 2013). Existen otros antioxidantes como el glutatidn, el acido ascorbico y
la vitamina E que pueden prevenir el dafio oxidativo y que podrian estar
interviniendo en la desecacion. Por ejemplo, se ha visto que la insercién de un
transposon en el gen de sintesis del glutation en Listeria monocytogenes lleva a
que la tasa de supervivencia tras la desecacion sea menor (Hingston et al,,

2015).

e Reparacion del dafio al ADN. La reparacion del ADN es importante durante el
proceso de desecacion y de hecho, se ha visto que las tres rutas de reparacion
del ADN estan relacionadas con la xerotolerancia, permitiendo la expresiéon de
proteinas de uniéon al ADN que actian como escudo fisico y proteinas
reparadoras del ADN que corrigen los cortes de doble cadena (Rath & Das,
2023). Como ejemplos, los mutantes de Ensifer meliloti en los genes uvr que son
parte del sistema de reparacion NER (reparacion por escisidon de nucledtido)
presentaron mayor dificultad ante desecaciéon prolongada (Humann et al,,
2009). De igual manera, se ha probado que mutantes en las rutas de reparacion

de recombinaciéon homéloga y en la de NHE] (non-homologous end joining),
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afectan al proceso de desecacion en diferentes bacterias (Aranda et al,, 2011;

Cytryn et al., 2007; Dupuy et al., 2017).

e Cambios en la composicion de la membrana (modificaciéon de los
fosfolipidos de membrana). El cambio en la composicién de la membrana lleva
a que se modifique la fluidez evitando cambios de fase de la membrana
indeseados y disminuyendo la posibilidad de sufrir estrés oxidativo. Pueden
actuar por tanto como antioxidantes y mantienen la impermeabilidad i6nica de
la membrana celular, ademas de ayudar a retener agua (Liu et al., 2023). Se ha
encontrado una alta saturacién y altas ratios trans/cis de acidos grasos
monoinsaturados después del proceso de desecacion, lo que lleva a disminuir
la fluidez (Halverson & Firestone, 2000). Ademas, de este modo se evitan los
fosfolipidos insaturados que son mas sensibles al estrés oxidativo. Se ha visto
también en bacterias xerotolerantes como L. monocytogenes que se evitan los
acidos grasos de cadena corta y ramificada ya que aumentan la fluidez de la
membrana (Hingston et al, 2015). Ademas de los fosfolipidos, los
lipopolisacaridos también tienen importancia durante la desecacion (Mandal &
Kwon, 2017). Esto se ha comprobado en células desecadas de Salmonella
entérica (Gruzdev et al., 2012), Rhizobium leguminosarum (Vanderlinde et al.,

2009) y B. japonicum (Cytryn et al., 2007).

¢ Incremento de la biosintesis de sustancias poliméricas extracelulares
(e.g., exopolisacaridos, EPS) y construccion de biopeliculas. Se ha
demostrado su implicacion en la xerotolerancia de muchas bacterias, estando
su expresion al alza en B. japonicum, L. monocytogenes y S. enterica (Cytryn et
al., 2007; Hansen & Vogel, 2011; A. P. White et al., 2006). Los exopolisacaridos
protegen de la desecaciéon de diferentes maneras: tienen una naturaleza
higroscopica sirviendo como reservorio de agua por periodos largos (Lebre et
al, 2017), sirven de escudo de estreses abidticos (Casillo et al, 2018),
promueven la agregacion bacteriana y la formacion de biopeliculas y evitan la

entrada compuestos tdxicos al interior celular (Vriezen et al., 2007).

Una vez que la célula detecta una reduccion en la aw, responde

progresivamente en funcién de la intensidad y duracién de la ausencia de agua. Los
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mecanismos que se activan primero son aquellos que son los mas favorables
energéticamente, dejando los mas especializados si estos no resultan suficientes
(Bremer & Kramer, 2019; Manzanera, 2021). Aunque se desconocen los
interruptores moleculares que activan estos mecanismos, se ha sugerido que los
factores sigma alternativos, que estan involucrados en las respuestas generales al
estrés, son cruciales para coordinar la adaptacion celular al estrés xérico (Lebre et

al, 2017).
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3. Aplicaciones de las bacterias extremofilas xerotolerantes

La bioprospeccidon es la busqueda de microorganismos, o sus partes (p. ej.
enzimas), para desarrollar herramientas con fines biomédicos, farmacéuticos,
agricolas o aplicaciones industriales (Ayilara et al., 2023; Saeed et al,, 2022; Stirk &
van Staden, 2022; Tanner et al., 2018). Las bacterias extremoéfilas representan un
gran recurso que pueden explotarse para muchas aplicaciones (Irwin, 2020). Entre
estas bacterias, los microorganismos procedentes de ambientes altamente
irradiados y secos ya sean naturales (p. ej. desiertos) o artificiales (p. ej. paneles
solares) poseen caracteristicas especificas caracteristicas que los hacen
interesantes desde una perspectiva biotecnoldgica, ya que estos microorganismos
desarrollan mecanismos para hacer frente a la alta dosis de radiacién (en particular,

radiacién ultravioleta) y al proceso de desecacion.

Por ejemplo, conocer los mecanismos que llevan a resistir a la desecacion
puede abrir nuevos campos que permitan aplicarlo en otras bacterias. Se han
realizado algunos intentos de extrapolar los mecanismos de xerotolerancia a
bacterias o componentes de estas que no lo son; por ejemplo, utilizando ocho
diferentes combinaciones de compuestos xerotolerantes detectados en
actinobacterias, se ha conseguido proteger de la desecacién a algunas enzimas (p.
ej., lipasas) o microorganismos sensibles a este proceso (p. €j., E. coli) (Narvaez-
Reinaldo et al,, 2010). Por esta razon, la busqueda de nuevos xeroprotectores junto
con protocolos de desecacion adecuados podrian ser utiles para aplicarlos a la

preservacion de organismos dificiles de conservar (Manzanera, 2021).

Conocer y controlar el proceso de la desecacion seria util también para
almacenar microorganismos en colecciones de cultivos, pero también tendria otras
posibles aplicaciones: i) Produccion de probiéticos para tener cepas resistentes a la
desecacion o xeroprotectores para combatir el estrés oxidativo (Garcia, 2011;
SantaCruz-Calvo et al,, 2013); ii) en el campo de la nutricion para obtener alimentos
funcionales no perecederos o en la industria alimentaria en donde se desea prevenir
la contaminacién bacteriana en alimentos con escaso contenido en agua (Lopez-
Rubio et al, 2006); iii) en agricultura para producir bioestimulantes o

biofertilizantes resistentes a periodos de sequia (Vilchez et al., 2018); iv) en la
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industria del biocombustible (Godoy et al., 2018; Yarberry et al., 2019). En todos
estos casos, el peso de los indculos bajo una forma seca y estable que fuera
rehidratable por el usuario final, facilitaria el transporte, evitaria el dafio por estrés
que afectara a la viabilidad y disminuiria costes, pues evitaria romper la cadena del

frio (Manzanera, 2021).

Otro modo de explotar a las bacterias xerotolerantes, es aprovechar su
potencial de producciéon de compuestos que pueden ser interesantes. Por ejemplo,
las abenquinas con capacidad anti-inflamatoria que se pueden obtener de
Streptomyces sp. DB634 aislada de Salar de Tara del desierto de Atacama, Chile, una
region cuyo suelo se ha comparado con Marte por sus caracteristicas tan extremas
(Komatsu et al., 2013; Schulz et al., 2011). En la Tabla I3 se recogen otros ejemplos

de biocompuestos obtenidos de organismos xerotolerantes con interés médico.

Por otro lado, la tolerancia a la desecaciéon o xerotolerancia ofrece también
perspectivas para aplicaciones directas de las propias bacterias (Chen & Jiang,
2018). Se esta estudiando, por ejemplo, como microorganismos que han sido
expuestos al estrés de la sequia, entre otros estreses, podrian mejorar la respuesta
y aumento de la resiliencia al cambio climatico de los bosques (Ahmed et al., 2022;

Allsup et al., 2023; Maestre et al., 2015; Makhalanyane et al,, 2015).

Sin embargo, aun es necesario desarrollar métodos innovadores para
optimizar la explotacidn directa de los microorganismos xerotolerantes, abordando
las dificultades para su cultivo a escala industrial y empleando el organismo
completo como biocatalizador (Coker, 2016). De todos modos, hay que tener en
cuenta también que el comportamiento de las comunidades microbianas en
condiciones distintas a las del laboratorio pueden ser diferentes, ya que a menudo
se tienen interacciones con el resto de las especies que pueden dar diferentes
resultados. Por ejemplo, la cianobacteria Microcoleus vaginatus puede continuar
fijando carbono a actividades de agua inferiores a los reportados en los
experimentos del laboratorio cuando se ha analizado in situ en costras de suelo

(Rajeev et al., 2013).
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Tabla I3. Compuestos bioactivos obtenidos de actinobacterias xerotolerantes.

(Adaptado de Hui et al,, 2021).

Streptomyces
sp. DB634

Streptomyces
sp. C34

Lentzea sp.
H45

Streptomyces
sp. DA3-7

Salar de Tara del
desierto de

Atacama, Chile.
Salar de Tara del
desierto de

Atacama, Chile.

A mas de 5000m
de altura en el
Desierto de
Atacama.

Desierto de Arabia
Saudi.

Abenquinas
AyD

Chaxamicina
A-D

Lentzeosidos
A-F
C121—12205

Piridina-2,5-
diacetamida

Anti-
inflamatorio.

Antibidtico
contra E. coli,
S. aureus
Actividad
antitumoral.
Inhibicién de
la integrasa de
VIH.

Actividad
antibacteriana
frente a E. coli,

S.
typhimurium,

S. aureus,

P. vulgaris,

P. aeruginosa,
E. faecalis,

K.
pneumoniae.

Actividad
antifingica
frente a C.
albicans

S. cerevisiae

C. neoformans.

(Schulz et
al,, 2011)

(Rateb et
al, 2011)

(Wichner
etal,
2017)

(Nithya et
al,, 2018)

A continuacién, se revisan algunas de las posibles aplicaciones de estas

bacterias xerotolerantes.
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La exposicion a compuestos xenobidticos es una preocupacién creciente por
el peligro que suponen para la salud, y por eso cada vez recibe mas atencién la
busqueda de procesos bioldgicos sostenibles, rentables y robustos para la
eliminacién de estos compuestos. Las bacterias extremofilas poseen sistemas
enzimaticos y cataliticos para la degradacion eficaz de contaminantes (Shukla &
Singh, 2020), por lo que han surgido como una gran oportunidad para enfrentarse a

estos contaminantes.

Los contaminantes organicos son una clase de compuestos organicos muy
amplia desde el punto de vista quimico, liberados en el medio ambiente como
desechos toxicos producto de aguas residuales que incluyen pesticidas, fertilizantes,
hidrocarburos, fenoles, plastificantes, bifenilos, detergentes, aceites, grasas y

productos farmacéuticos (Gallo et al., 2021).

Para hacer frente a este tipo de contaminantes se han encontrado
extremofilos como Geobacillus pallidus XS2 y XS3, que se aislaron de muestras de
suelo contaminadas con petréleo en el yacimiento petrolifero de Yumen, China, y
fueron capaces de producir bioemulsionantes a partir de diferentes hidrocarburos
(Zheng et al, 2011), o la cepa termdfila (temperatura Optima 65°C) Bacillus
termoleovorans sp. A2, con capacidad para degradar el fenol y que es insensible al

estrés hidrodinamico en biorreactores con agitacion (Feitkenhauer et al., 2001).

La biometalurgia es la rama de la biotecnologia que explota la interaccion
entre microorganismos y metales. Incluye procesos microbianos como la biosorcién
de metales, la bioacumulacidn o la biomineria (Gallo et al., 2021). Existen ejemplos
de extremofilos empleados en la biorremediacién de metales, metaloides o
lantanidos, como la bioacumulacién de europio por una bacteria terméfila Thermus
scotoductus SA-01 (Maleke et al., 2019), o la reduccién de metales pesados como el
cromato o el plomo por la bacteria Anoxybacillus rupiensis 19S, aislada de aguas

termales en Limpopo, Sudafrica (Jardine et al., 2018).

Otro de los objetivos de la biorremediacion es la eliminacién de residuos
plasticos, cuyo impacto negativo afecta a seres humanos y vida salvaje. El uso de
microorganismos extremofilos, que en un periodo relativamente corto de tiempo

han evolucionado para adaptarse a este nuevo sustrato, abre la puerta a procesos
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llevados a cabo bajo condiciones extremas que contribuyen a la degradacién de los
plasticos (Atanasova et al, 2021). Se ha estudiado la degradaciéon de plasticos
empleando termofilos, como la bacteria Brevibacillus borstelensis, que degrada
polietileno con mayor eficiencia si éste es tratado con radiaciéon UV (ultravioleta)
(Hadad et al., 2005). Sin embargo, la aplicacién industrial de estas enzimas
extremofilas degradadoras de plasticos es todavia limitada debido a las dificultades

de cultivo y a la reducida actividad de las enzimas (Atanasova et al., 2021).

La fermentacion en estado soOlido es una técnica en la que los
microorganismos se cultivan en condiciones controladas en soportes sélidos con

suficiente humedad para mantener el metabolismo microbiano (Krishna, 2005).

Estas fermentaciones en estado so6lido surgen de la necesidad de encontrar
nuevos procesos mas baratos, que ocupen un menor volumen y que no necesiten
esterilidad. No existen todavia muchos estudios de fermentacion en estado sélido
realizados con extremofilos; a modo de ejemplo, se ha reportado la producciéon de
extremo-enzimas (actividades enzimdaticas que provienen de organismos
extremofilos y pueden seguir funcionando en condiciones extremas) con actividad
lipasa/esterasa a partir de arqueas (Martin del Campo et al., 2015) y la produccién
del péptido antimicrobiano halocina C8 a partir de Halorubrum sp. SSR (Meknaci et
al., 2014). Se ha planteado también un método novedoso de ingenieria en el que las
biotransformaciones podrian mantenerse en condiciones de escasez de agua o casi
sequedad (Arora et al., 2018). Para alcanzar este objetivo, seria necesario recurrir a
extremofilos capaces de resistir la desecacién y mantenerse activos en condiciones

de baja disponibilidad de agua.

4. Bioprospeccion de nichos extremofilos

Los entornos poco explorados y en especial los nichos hostiles son muy
prometedores para el descubrimiento de compuestos, microorganismos o

consorcios con nuevas aplicaciones industriales (Tanner et al., 2018).
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Hasta la fecha, los habitats marinos extremos no se han explotado
adecuadamente como recurso de quimiodiversidad. Algunos estudios recientes
revelan la existencia de moléculas implicadas en las interacciones entre
invertebrados y microbios en condiciones ambientales extremas (Lo Giudice &
Rizzo, 2022). Existen también entornos artificiales o humanizados extremos que se
encuentran habitados por microorganismos con cualidades especiales. Nos
centramos a modo de ejemplo, en dos de estos entornos: los que imitan condiciones

que se puedan encontrar en otros ambientes fuera de la Tierra y los paneles solares.

4.1. Astrobiologia

La investigacion de los extremdfilos realiza una valiosa aportacion al avance
de la astrobiologia. A través de este campo, se busca comprender la capacidad de
algunos organismos para sobrevivir en la Tierra en condiciones extremas, lo que
amplia la capacidad de descubrir la existencia potencial de vida en otros planetas

(Irwin, 2020).

Existen multiples habitats en la Tierra que simulan nichos que podriamos
encontrar fuera de nuestro planeta. Uno de los habitats extremofilos mas conocidos
en Espaia, Rio Tinto (Huelva), es un lugar en el que el pH acido del agua (pH 2) y la
produccion de minerales precipitados (p. ej., jarosita, goethita) representan un
entorno geoldgico distintivo que es util para la evaluacion de procesos bioldgicos e
inorganicos comparables a los encontrados por los Rover enviados para la

exploracién de Marte (Thombre et al., 2020).

Otro nicho extremo, cuya comunidad microbiana singular podria ofrecer una
perspectiva significativa para la posibilidad de vida en entornos frios
extraterrestres, son los manantiales del Alto Artico canadiense. En este ecosistema,
sostenido por permafrost y que presenta condiciones andéxicas, oligotroéficas y con
temperaturas cercanas a cero, se describié como la bacteria Thiomicrorhabdus, una
especie quimiolitoautétrofa oxidante de sulfuros, domina estas aguas, junto con

actinobacterias, bacteroidetes y cianobacterias (Magnuson et al., 2021).

En los ultimos afios se ha intensificado la investigaciéon del microbioma en la

Estacion Espacial Internacional debido a consideraciones cruciales como la salud de
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los astronautas o a la gran oportunidad que plantea el aislamiento de nuevas
especies, que podrian ser de interés en el &mbito de la Astrobiologia (Thombre et
al., 2020). Se ha informado del descubrimiento de nuevos organismos, como
Solibacillus kalamii ISSFR-015, aislado de un filtro de detencién de particulas de alta

energia a bordo de la Estacion Espacial Internacional (Thombre et al., 2020).

4.2. Elpanel solar

Aunque en la Tierra se pueden encontrar muchos entornos naturales
extremos y complejos, se han realizado investigaciones sobre si los
microorganismos pueden adaptarse a estructuras fabricadas industrialmente
soportando condiciones ambientales extremas, como es el caso de los paneles

solares (Dorado-Morales et al., 2016).

Las superficies de los paneles solares son de vidrio, lisas, con una capacidad
minima de retencion de agua y una exposicion maxima a la luz solar (orientada al
ecuador). Estas estructuras artificiales se pueden encontrar practicamente en todo
el mundo, y su configuraciéon bidimensional, inerte y no porosa, las convierten en
una representacion de los entornos naturales expuestos al sol, como las rocas, la
filosfera o la capa superior del suelo. Ademas, las superficies de los paneles solares
no solo estan expuestas a la desecacion y a una alta irradiacion, sino también a
frecuentes fluctuaciones de temperatura, lo que las convierte en fuentes ideales de
microorganismos resistentes al estrés (Dorado-Morales et al.,, 2016; Porcar et al,,

2018; Satari et al.,, 2023).

Curiosamente, los paneles solares albergan una comunidad microbiana muy
diversa, que puede proporcionar potenciales poliextremdfilos (Porcar et al,, 2018;
Tanner et al., 2018). El analisis del metagenoma de los paneles solares en un estudio
realizado por Dorado-Morales et al., 2016, indic6é que su perfil se mapea proximo al
de otros ambientes expuestos a luz solar, como las alfombras microbianas polares,
el filoplano, las rocas orientadas al sol y los desiertos frios y calientes, y se situaban

muy lejos de los metagenomas asociados al ser humano (Figura [4).

El analisis metaproteémico revelé abundancia de proteinas implicadas en la

resistencia a condiciones adversas y la formacién de biopeliculas, asi como
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diferencias entre la composicién proteica en muestras tomadas durante el dia y la
noche, lo que sugiere que las comunidades microbianas que habitan estas
superficies son biol6gicamente activas y poseen mecanismos de respuesta al estrés
(Dorado-Morales et al., 2016). La bioprospeccidn de este nicho tan singular ha dado
como resultado el aislamiento de bacterias pigmentadas en las que se estudiaron

sus propiedades antioxidantes (Tanner et al., 2019).
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Figura I14. Contexto biogeografico de los microbiomas de los paneles solares segiin se
deduce de su perfil taxonémico. Analisis de coordenadas principales realizado con el
perfil taxonémico de una variedad de metagenomas de diversos ecosistemas. Adaptado de
Dorado-Morales et al. (2016).

Dentro del grupo de investigacion en donde se ha llevado a cabo esta tesis
doctoral, se aislaron del mismo panel solar la bacteria Arthrobacter sp. Helios, que

se ha estudiado también por sus caracteristicas poliextremofilas (Hernandez-
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Fernandez et al., 2022), y la bacteria Exiguobacterium sp. Helios, cuyo estudio es el

objetivo principal de este trabajo.

5. El género Exiguobacterium

El género Exiguobacterium pertenece al orden Bacillales, del filo con bajo
contenido en G + C firmicutes, que comprende un grupo diverso de bacterias
pigmentadas, Gram-positivas, anaerobias facultativas y con morfologias variables
desde bacilos hasta cocos (Kasana & Pandey, 2018). Exiguobacterium fue propuesto
como un nuevo género cerca de 40 afios atras (Collins et al., 1983), incluyendo 23
especies reconocibles en el momento de escritura de esta tesis (Tabla [4). Las cepas
pertenecientes a este género han sido aisladas de una coleccién globalmente diversa
de muestras ambientales tales como suelo, sedimentos, agua marina, permafrost,

rizosfera de plantas, glaciares, efluentes industriales y respiraderos hidrotermales.

Este género se encuentra actualmente dividido en dos grupos principales,
basados en un analisis taxon6mico y filogenético utilizando secuencias del gen 16S
ARNr: el Clado I comprende cepas aisladas de ambientes frios, mientras que el Clado
IT incluye cepas de ambientes marinos alcalinos y fuentes termales (Zhang et al,,
2021).

Tabla I4. Especies reconocibles del género Exiguobacterium y su nicho de
aislamiento.

Especie Procedencia Referencia

E. acetylicum Suelo de la rizosfera de un huertode  (Selvakumar et al.,

manzanos. 2009)
E. aestuarii Superficie del Mar Amarillo en Corea. (Kim etal., 2005)
E. algae Algas de la costa de China. (Liuetal, 2021)
E. Lodos de drenado de aguas residuales (Mohan
alkaliphilum alcalinas, Nueva Delhi Mohan. Kulshreshtha et al.,

2013)
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E. antarcticum

E. aquaticum

E. arabatum

E. artemiae

E.

aurantiacum

E. chirighucha

E. enclense

E. flavidum

E. himgiriensis

E. indicum

E. marinum

E. mexicanum

E.
oxidotolerans

E. profundum

E.
pavilionensis

Agua del estanque de un jardin en
Wolfenbuttel, Baja Sajonia, Alemania.

Agua del lago Tikkar Tal, Haryana,
India.

Intestino de un espécimen sano de
Penaeus vannamel.

Quistes de Artemia franciscana.

Efluente del procesamiento de patata.

Lago andino de gran altitud.

Muestra de sedimento marino de la
isla Chorao, Goa, India.

Lago Red Maple de la provincia de
Guizhou, China.

Muestra de suelo del Himalaya de la
India.

Glaciar Hamta de las cadenas
montafiosas del Himalaya de la India.

Superficie del Mar Amarillo en Corea.

Quistes de Artemia franciscana.

Drenaje de una planta procesadora de
pescado.

El respiradero hidrotermal de aguas
profundas del Pacifico nororiental
(profundidad de 2600 m).

Microbialita del hipolimnio del lago
oligotréfico Pavilion cerca de Lillooet,
BC, Canada.
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E. Algas de la costa de China. (Liuetal., 2021)
qingdaonense
E. sibiricum Permafrost siberiano. (Rodrigues et al,,
2006)
E. soli Muestra de morrena de los valles (Chaturvedi et al.,
secos de McMurdo, Antartida. 2008)
E. undae Agua del estanque de un jardin en (Frihling et al.,

Wolfenbuttel, Baja Sajonia, Alemania. 2002)

Los diferentes habitats del género Exiguobacterium se encuentran en areas
que cubren un amplio rango de temperaturas (-12°C a +55°C) incluyendo glaciares
y aguas termales, y ha sido aislado del permafrost (Vishnivetskaya et al., 2009).
Algunas cepas ademas de su adaptacién térmica son también halotolerantes, es
decir, pueden crecer en un rango amplio de pH, toleran altos niveles de radiacién

UV, y son resistentes a metales pesados (Vishnivetskaya et al., 2009).

Ademas, estas bacterias presentan multiples genes codificantes de proteinas
de respuesta al estrés, como proteinas de respuesta al frio (cold shock proteins, CSP)
(Vishnivetskaya et al., 2014) y también proteinas necesarias para multirresistencia
a metales como el arsénico (Castro-Severyn et al., 2017). Estas habilidades sugieren
que las especies de Exiguobacterium pueden ser consideradas como un nuevo

modelo a explotar de bacterias poliextremofilas.

El género Exiguobacterium posee una amplia gama de capacidades
metabodlicas y de resistencia al estrés, lo que puede contribuir a su amplia
distribucién en la naturaleza. Se han identificado en los genomas de varios
Exiguobacterium los genes que codifican multiples tipos de proteinas responsables
de la hidrdlisis de carbohidratos, entre ellas, las mas extendidas son las implicadas
en la degradacion del almiddn, la celulosa y la quitina (Gangoiti et al., 2016; Lv et al.,
2022; Vijayalaxmi et al., 2013). Estos polisacaridos son los mas abundantes en la
naturaleza, tanto en ecosistemas terrestres como marinos, lo que podria explicar

que los miembros del género Exiguobacterium ocupen nichos tan variados. También
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se han identificado numerosas peptidasas en los genomas del género
Exiguobacterium, siendo las mas abundantes la metalopeptidasa M23 o la serina
peptidasa S08, importantes para la degradacion de peptidoglicanos extracelulares o

la utilizacién de fuentes de nitrégeno del medio ambiente (Zhang et al., 2021).

En cuanto a la biosintesis de aminoacidos, las rutas clasicas para la
biosintesis de aminoacidos ramificados (leucina, isoleucina y valina), ademas de la
sintesis de treonina, fenilalanina y tirosina, se encuentran incompletas en el genoma
de varios Exiguobacterium (Rodrigues et al., 2008; White et al., 2019), sugiriendo
que presentan auxotrofias para estos aminodacidos. Las vias de biosintesis de los
otros aminoacidos estan presentes (Rodrigues et al, 2008). Varios estudios
profundizan en el metabolismo de E. sibiricum, la bacteria mas cercana
filogenéticamente a nuestra cepa de estudio Exiguobacterium sp. Helios, mediante
el analisis del genoma y experimentos fisiologicos. En cuanto al metabolismo de
carbohidratos, presenta todos los genes necesarios para la via de Embden-
Meyerhoff (glucdlisis), gluconeogénesis y la via no oxidativa de las pentosas fosfato
(no la rama oxidativa). También es destacable el gran nuimero de enzimas
destinadas a la degradacion de polimeros de carbohidratos que presenta esta
especie en su genoma, incluyendo varias a-amilasas, a-glucosidasas o pululanasas,
y podria almacenar polimeros como el glicogeno o a-D-glucanos insolubles
(Gangoiti et al., 2016; Rodrigues et al., 2008; Shingarova et al.,, 2023). No se han
encontrado genes de la via de activacion del sulfato, lo que sugiere que E. sibiricum
no puede utilizar sulfato y requiere una fuente organica de azufre, como metionina,

cisteina o metiltioribosa.

Muchas cepas de este género poseen rasgos Unicos que han sido explotados
por sus aplicaciones biotecnolégicas e industriales, incluyendo producciéon de
enzimas, aplicaciones en agricultura, o biorremediacion (Tabla I5). Un ejemplo de
esto es su uso en la produccién de bioetanol a partir de azticares fermentados del
bagazo de cafla mediante enzimas lignoceluloliticas producidas por

Exiguobacterium sp. VSG-1 (Vijayalaxmi et al., 2013).

También se han empleado para la producciéon de enzimas como la -

galactosidasa de E. acetylicum (Aburto et al., 2019) o la investigacion de enzimas
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novedosas como la nueva subfamilia de enzimas glucésido hidrolasa 70 4,6-a-

glucanotransferasa encontrada en E. sibiricum 255-15 (Gangoiti et al., 2016).

Ademas, se han empleado en biorremediacién para la degradacién de 4-cloroindol

(Arora & Bae, 2015), o para la formacidén de biopeliculas que alteran las propiedades

de la superficie del poliestireno e inician la biodegradacién (Chauhan et al., 2018).

Tabla I5 Aplicaciones industriales de Exiguobacterium spp.

Cepa

Aplicacion

Bioestimulantes y germinacion

Referencia

Exiguobacterium Bio-inoculante para la promocién del (Marfetan et al,,
sp. S17 crecimiento vegetal y estrategias de 2023)
bio-fortificaciéon con selenio en plantas
horticolas.
Exiguobacterium  Promueve el crecimiento de plantas (en (Rajendran et
sp. Fenugreek, Trigonella foenum- al., 2012)
graecum)
Medicina y salud
Exiguobacterium  El extracto microbiano pigmentado (Bandietal,
sp. MB2 inhibe el crecimiento de células de 2023)

E. acetylicum S01

cancer de mama in vivo e in vitro.
Carotenoides con propiedades

(Jinendiran et

anticancerigenas y antiinflamatorias. al,, 2020)
Como suplemento, incrementa la (Jinendiran et
resistencia de Carassius auratus a la al, 2019)
infeccion por Aremonas hydrophila.

Biorremediacion

E. marinum a-1 Degradaciéon del polipropileno sin (Sunetal,
aditivos. 2023)

E. antarcticum Degradacion del tereftalato. (Hwang et al,,

2023)
Exiguobacterium  Para la formacién de biopeliculas que (Chauhanetal,
sp. DR11 alteran las propiedades de la superficie del  5(1g),

poliestireno e inician su biodegradacion.
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E. mexicanum M7

E. alkaliphilum B-
3531D

Degradacion de tolueno.

Biorremediacion  (degradacion  de
petroleo y otros hidrocarburos).

(Barghoth et al,,
2023)

(Delegan et al.,,
2021)

Exiguobacterium  Eliminacién del arsénico en aguas. (Pandey &

sp. As-9 Bhatt, 2015)

Exiguobacterium Degradacién del polietileno de baja (Maroofetal,

sp. strain LM-IK2  densidad. 2022)

Exiguobacterium Degradacién del 4-cloroindol. (Arora & Bae,

sp. PMA 2015)

Otras aplicaciones

E. alkaliphilum Utilizacién de una proteasa alcalina (Hemsinli &

VLP1 como aditivo en detergentes. Gurkok, 2023)

Exiguobacterium  En consorcio, forma parte de la cAmara (Han etal,

sp. de biocatodo desnitrificante en una pila 2021)
generadora de energia.

Exiguobacterium  Produccién de bioetanol a partir de (Vijayalaxmi et

sp. VSG-1 azucares fermentados del bagazo de al,2013)

E. acetylicum

cafia mediante enzimas

lignoceluloliticas.

Produccién de enzimas como la -
galactosidasa.

(Aburto et al.,
2019)

Pese a que muchas cepas de este género presentan propiedades que
permitirian reconocerlas como novedosos “chasis” biotecnoldgicos, hasta el
momento, nadie ha desarrollado herramientas genéticas para modificar estas
bacterias. Ademas, tan solo algunos estudios 6micos se han realizado para entender
los mecanismos de adaptacién al frio (Baradna et al., 2017; Dall’Agnol et al., 2014) o

a la elevada salinidad (Patel et al., 2018) de Exiguobacterium.
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Esta tesis doctoral tiene como objetivo general la caracterizacién de la bacteria
xerotolerante Exiguobacterium sp. Helios, aislada de las placas solares, descifrando los
mecanismos que le confieren poliextremofilia. Este conocimiento es de gran interés
porque permitiria explorar un nuevo modelo biotecnolégico de microorganismo
multirresistente, y generar una cartera de tecnologias genéticas que permitan
desarrollar nuevos procesos a gran escala tanto industrial como ambiental, pero bajo
condiciones de elevada escasez de agua. Para abordar este objetivo general se marcaron

los siguientes objetivos parciales:

Objetivo 1: Estudio genético y fenotipico de la bacteria Exiguobacterium sp.
Helios. Al proceder de un nicho tan particular y de caracter extremofilo como son las
placas solares, la cepa Helios se postula como una posible factoria celular para expresar
genes de interés biotecnoldgico. Para llevar a cabo el estudio genético y fenotipico,

distinguimos estos subobjetivos:

1.1.  Caracterizacion de las propiedades poliextremofilas de Exiguobacterium sp.
Helios.

1.2.  Secuenciacién y anotacion del genoma.

1.3. Desarrollo de herramientas genéticas. Optimizacion de protocolos de

transformacion de Exiguobacterium sp. Helios.

Objetivo 2: Estudio de los mecanismos que confieren xerotolerancia a la bacteria
Exiguobacterium sp. Helios mediante analisis morfoldgicos y transcriptémicos. La
xerotolerancia es la principal caracteristica de la cepa y el estudio de los mecanismos
que confieren dicha propiedad, que se anticipan a raiz del andlisis genémico y
transcriptémico, puede abrir un campo nuevo de conocimiento y de aplicaciones
biotecnoldgicas. Por esta razon, para el estudio de los mecanismos xerotolerantes de

Exiguobacterium sp. Helios, planteamos estos subobjetivos:

2.1.  Analisis de la xerotolerancia como caracteristica del género Exiguobacterium.

Estudio de la resistencia a la desecacidn bajo diferentes condiciones de cultivo.

2.2.  Estudio de las propiedades que confieren la adaptacién a condiciones xéricas
mediante microscopia dptica, microscopia electréonica de transmision, y

microscopia de fuerza atomica.

2.3.  Estudio de la xerotolerancia mediante andlisis transcriptémico. Hipdtesis sobre

posibles mecanismos de xerotolerancia.
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Objetivo 3: Estudio metabdlico de Exiguobacterium sp. Helios. Los modelos
metabolicos a escala gendmica abren muchas opciones para entender el metabolismo
de las bacterias, pero necesitan validarse. Por esta razon, para el estudio metabdlico de

Exiguobacterium sp. Helios, se plantea:

3.1. Validacion del modelo metabdlico a escala gendmica mediante cultivo en

diferentes fuentes de carbono.

3.2.  Andlisis de las rutas metabélicas de la bacteria con especial énfasis en las rutas

metabdlicas alternativas o novedosas. Analisis de auxotrofias.
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1. Cepas bacterianas, plasmidos y oligonucleétidos

Las cepas bacterianas utilizadas en esta tesis doctoral se recogen en la
Tabla M1 junto con sus genotipos y caracteristicas relevantes. Los plasmidos

empleados se muestran en la Tabla M2.

Tabla M1. Cepas bacterianas utilizadas en este trabajo.

Cepa cion Origen

Escherichia coli

DH5a [ hsdR17 (rx mg*) glnV44 thi-1 Thermo Fisher Scientific
recA1 gyrA (NalR) relA1 A(laclZYA-
argF) U169 deoR
(¢80dlacA(lacZ)M15)

DH10B |, A(mrr hsdRMS-mcrBC), Invitrogen
®80dlacZAM15, AlacX74, deoR,
recAl, araD139, A(ara-leu)7697,
galU, galK, A, rpsL, endA1, nupG

' vestre ATCC 9637

Cepas aisladas del panel solar

Arthrobacter sp. Helios vestre (Hernandez-Fernandez
etal, 2022)
Exiguobacterium sp. vestre (Castillo et al., 2021)
Helios

Exiguobacterium spp.

E. sibiricum 255-15 vestre DSM 17290
E. antarcticum vestre DSM 14480
E. mexicanum vestre DSM 16483
E. marinum vestre DSM 16307
E. alkaliphilum vestre DSM 21148

Cepas control

Deinococcus Cepa silvestre DSM 20539T/46620T
radiodurans
Bacillus subtilis subsp. Cepa silvestre (Kunst et al,, 1997)

subtilis str. 168

Pseudomonas putida
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DOC21

DOC21 A33

KT2440

vestre

{mR, Pseudomonas putida DOC21
con el gen de la enzima isocitrato
liasa delecionado

vestre

Cedida por Elias
Rodriguez
Olivera
(Universidad de
Leo6n)

Cedida por Elias
Rodriguez
Olivera

(Universidad de
Leo6n)

(Nelson et al., 2002)

Tabla M2. Plasmidos utilizados en este trabajo.

Plasmidos Descripcion Referencia

pSEVA251 i RSF1010. Vector de expresion con sitio  (Silva-Rocha et al,,
de clonaje multiple (MCS) 2013)

pSEVA637 i pPBBR1. Vector de expresion con gen (Silva-Rocha et al,,
constitutivo gfp 2013)

pSEVA3b67Rb ' pUC, ori pTHT15. Vector satélite que (Wright et al., 2015)
contiene el gen constitutivo mRFP1,
compatible como reportero para E.
coli/B. subtilis

pRCR12 plicén SH71rep, gen reportero: mrfp, Solmeglas S.L.
promotor: pX. Tamafio: 4,6 kb (Mohedano

etal, 2015)

pBSd141R MCS-1IS F2, AmpR, ori pRO1600/ColE1, (Radecketal,, 2017)
MCS-1IS B1

pBSc243C >UC18 MCS, MCS-IIS E1, KmR, ori (Radeck et al.,, 2017)
pR0O1600/ColE1, MCS-IIS C2, CatR

pCR™4Blunt- mR, lacZa-ccdB, ori pUC. Vector suicida Invitrogen

TOPO para clonaje de fragmentos romos

pBS143amyS ri pRO1600/ColE1, amyS up, CatR, lacZa*- Este trabajo
pUC18 MCS, amyS down.

pK18mob iColE1, Mob*, lacZa, vector suicida parala (Schafer etal., 1994)
construccién de mutantes por insercion
mediante recombinaciéon homéloga

pK18amyCherry iColE1l, Mob*, zonas de homologia para Este trabajo

gen amysS, MCS y gen constitutivo mRFP1
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La sintesis de los oligonucleétidos utilizados en este trabajo fue encargada

ala empresa IDT y se muestran en la Tabla M3, donde se indica su secuencia y la

aplicacion de los mismos.

Tabla M3. Oligonucleétidos empleados en este trabajo.

Oligonucleétido Secuencia (5°-3") Uso
Identificacion de bacterias, amplificacién 16S rARN
28F GAGTTTGATCNTGGCTCAG Identificaciéon de
519R GTNTTACNGCGGCKGCTG bacterias,
amplificacion 16S
rARN
63F CAGGCCTAACACATGCAAGTC Identificacién de
1387R GGGCGGWGTGTACAAGGC bacterias,
amplificacion 16S
rARN
16S-Fwd Helios TCAAACACTTTATGGAGAGTT Identificacion de
TGATC Exiguobacterium  sp.
16S—-Rev Helios TAGAAAGGAGGTGATCCAGC  Helios, amplificacion
C 16S rARN
Construccion vector SEVA sibling
UP Fwd amyS CTCAAGGGGTCTCCACCCATG Amplificacion
AGACGAGGCGTGATGCTTCTC fragmento aguas arriba
UP Rev amyS$ CTCAAGGGGTCTCCTCGCCTC (Up) del gen amyS de
GACTTCCGCTTGATTGTTCCA  Exiguobacterium  sp.
G Helios. Diana: zona de
unién de Bsal
subrayado, zona de
corte de Bsal en
negrita.
DOWN Fwd amyS CTCAAGGGGTCTCCGAGACTT Amplificacion
CCCGTTTTACTACGGGATCAA fragmento aguas abajo
GG (Down) del gen amyS
DOWN Rev amyS$ CTCAAGGGGTCTCCTGAGGT  de Exiguobacterium sp.
TGACCTGTGAACGTTCCACGA Helios. Diana: zona de
C unién de Bsal
subrayado, zona de
corte de Bsal en
negrita.
TM3782 CGCAAAAAACGCACCACTACG  Secuenciacién de
TM3783 GGTTATTGTCTCATGAGCGG ~ vector  final  SEVA
siblings
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2. Medios y condiciones de cultivo

Las soluciones y medios de cultivo utilizados en este trabajo se
esterilizaron por calor himedo en autoclave a 121°C (o 110°C en el caso de
algunas fuentes de carbono) y 1 atm de presion, o mediante filtracidn utilizando
filtros estériles Millipore de 0,2 um de tamafio de poro. Los antibidticos se
prepararon en soluciones acuosas a 1000 mg-mL-1, se esterilizaron por filtracion

y se conservaron a -20°C.

Para cultivos de rutina, todas las cepas se crecieron aerébicamente en
medio LB (Sambrook & Russell, 2001) a 30°C, o 37°C en el caso de E. coli, con una
agitacién orbital de 200 rpm. Excepcionalmente, D. radiodurans se crecié en medio
TGY. Para el aislamiento de cepas xerotolerantes se emplearon los medios LB, R2A
(R-2A Agar, Sigma-Aldrich), medio marino (Marine Agar, Sigma-Aldrich) y TSA
(Tryptic Soy Agar, Sigma-Aldrich). La composicidn de estos medios se detalla en

la Tabla M4.

Tabla M4. Medios de cultivo utilizados en este trabajo.

Medio Composicion

LB NaCl 10 g-L-1, peptona 5 g-L-1, extracto de levadura 10 g-L-! (pH 7,5).
TGY Triptona 5 g-L-1, glucosa 1 g-L-1, extracto de levadura 2,5 g-L-1 (pH 7,2).
R2A Hidrolizado acido de caseina 0,5 g-L-1, extracto de levadura 0,5 g-L-1,

proteosa peptona 0,5 g-L-1, almiddn soluble 0,5 g-L-, glucosa 0,5 g-L-
1, K;HPO4 0,3 g-L-1, MgS0, 0,024 g-L-1, piruvato de sodio 0,3 g-L-1, agar
15 g-L-1 (pH 7,2).

Medio marino NH,NO; 1,6 mg-L-1, H3BO3 22 mg-L-1, CaCl; 1,8 g-L-1, Na,HPO4 8 mg:-L-
1, citrato férrico 0,1 g-L-1, MgCl, 5,9 g-L-1, MgS0, 3,24 g-L-1, peptona
5,0 g-L-4, KBr 0,08 g-L-1, KCI 0,55 g-L-1, NaHCO3 0,16 g-L-1, NaCl 19,45
g-L-4, NaF 2,4 mg-L1, Na,SiO3 4 mg-L-1, SrClz 34,0 mg-L-1, extracto de

levadura 1 g-L-! (pH 7,6).

TSA Peptona de caseina 15 g-L-1, NaCl 5 g-L-1, peptona de soja 5 g-L-1, agar
15 g-L1.

M63 KH,PO4 13,6 g'L'l, (NH4)2SO4 2 g'L'l, FeS04:7H-0, 0,5 mg-L'l (pH 7).
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Se empleé medio minimo M63 (Tabla M4) para crecer las células en
presencia de fuentes de carbono unicas, suplementado cuando fue necesario con
elementos traza (4cido nitriloacético (1,5 mg-L-1); MgS04:-7H20 (3,0 mg-L1);
MnSO04-2H20 (0,5 mg-L-1); NaCl (1,0 mg-L-1); FeS04-7H20 (0,1 mg-L-1); CoSO4-7H20
(0,18 mg-L1); CaClz:2H20 (0,1 mg-L1); ZnSO4-7H20 (0,18 mg:-L1); CuS04-7H20
(0,01 mg-L1); KAI(SO4)2 12H20 (0,02 mg-L-1); H3BO3 (0,01 mg-L-1); Na2Mo00Oa4-2H20
(0,01 mg-L-1); NiClz (0,025 mg-L-1); Na2Se04 (0,3 mg-L-1)) y vitaminas (cobalamina
(0,05 mg-L1); acido pantoténico (0,05 mg-L1); riboflavina (0,05 mg-L1);
piridoxamina en HCI (0,01 mg-L-1); biotina (0,02 mg-L-1); acido f6lico (0,02 mg-L-
1); &cido nicotinico (0,025 mg-L-1); acido p-aminobenzoico (0,05 mg-L-1); tiamina
en HCI (0,05 mg-L-1)), ademas de MgSO4+ 1 mMy CaClz 1mM. En el caso de las cepas

de Exiguobacterium también se emplearon casaminoacidos al 0,04% (p/v).

Las fuentes de carbono y concentraciones finales en cultivo probadas
fueron arabinosa (10 mM), fructosa (10 mM), galactosa (10 mM), glucosa (10 mM
0 0,2% (p/v) segun fuese necesario), lactosa (10 mM), maltosa (10 mM), ribosa
(10 mM), sacarosa (10 mM), xilosa (10 mM), acetato de sodio (0,4% (p/v)), acido
3-hidroxibenzoico (3 mM), acido 3,4-dihidroxibenzoico (3 mM), acido 4-
hidroxibenzoico (3 mM), gentisato (3 mM) benzoato (3 mM), catecol (3 mM),
citrato (0,2% (p/v)), piruvato (3 mM), acido fenilacético (3 mM), y succinato
(0,2% (p/v)). Todos los productos fueron adquiridos en Merck. El crecimiento fue
monitoreado midiendo la densidad 6ptica (DO) a una longitud de onda de 600 nm

con un espectrofotémetro Shimadzu UVmini-1240.

La resistencia a antibidticos se probé en presencia de kanamicina (1-50
pg-mL1), gentamicina (1-20 pg-mL1), ampicilina (12,5-100 pg-mL1),
cloranfenicol (4-34 pg-mL1), o espectinomicina (25-100-pug mL-1), que fueron
adquiridos en Sigma-Aldrich. La resistencia a compuestos fluorados (3-
fluoroacetato, 2-fluorofenilacético, 3-fluorofenilacético, y 4-fluorofenilacético) se

probo en LB a diferentes concentraciones (5-20 mM).

Durante periodos inferiores a un mes las cepas se conservaron a 4°C en

placas de LB o M63 al 1,5 % de agar. Para su conservacion a largo plazo las cepas
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fueron cultivadas en su medio de crecimiento con los antibidticos

correspondientes y congeladas a -80°C con 20% (v/v) de glicerol.

2.1. Obtencion de condiciones anaerdbicas

Para obtener condiciones de anaerobiosis, los medios de cultivo, asi como
las soluciones de KNO3 (1 mM de concentracion final), vitaminas y elementos traza
necesarios parala complementacién del medio minimo (descritos previamente en
este apartado), y todos los compuestos que fueron empleados como fuente de
carbono, se dispensaron en frascos de vidrio, los cuales se sellaron con tapones de
goma y arandelas de aluminio. A través del tapon de goma se inyect6 una aguja
conectada a una bala de nitré6geno comprimido (Air Liquide), permitiendo pasar
un flujo de 0,5-1 atm de este gas al medio liquido durante varios minutos (20 o 30
min, dependiendo del volumen de aire en la botella) con el objetivo de eliminar el
oxigeno como se muestra en la Figura M1. Finalmente, todos los frascos fueron

esterilizados mediante autoclave.

Nitrégeno

l Oxigeno

/
l;

I

Figura M1. Esquema del proceso de obtencion de anaerobiosis. El gas nitrégeno entra
en la botella por la aguja mas grande y desplaza el oxigeno que sale por la aguja pequeiia.

Para obtener una solucién anaerdbica y estéril de vitaminas (que son
sensibles al calor) se realiz6 la misma operacion descrita anteriormente, pero con
frascos de vidrio con agua estéril a los que, después de ser esterilizados por

autoclave, se inyect6 una solucién concentrada de vitaminas mediante una jeringa
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conectada a un filtro estéril Millipore 0,2 um de tamafio de poro. Tanto la filtracién
de las soluciones de vitaminas como la inoculacién de los medios de cultivo con

las distintas cepas bacterianas se realizaron en esterilidad.

2.2. Cultivo en biorreactor

Los experimentos se llevaron a cabo en biorreactores Multifors 2 (Infors
AG, Suiza), con un eje agitador impulsado por imanes, siguiendo las condiciones
de fermentacion de la Tabla M5. El medio de cultivo se esterilizé por autoclave
dentro del biorreactor, y posteriormente se afiadieron el antibidtico (cuando fue
necesario), el inéculo y antiespumante. El pH fue controlado anadiendo NaOH 2 M
0 H2S04 2 M y se monitorizé en linea con un sensor EasyFerm Plus PHI Arc 225
Hamilton (Suiza). Se midi6 la concentracion de oxigeno disuelto en linea utilizando

un sensor VisiFerm DO Arc 225 Hamilton (Suiza).

Tabla M5. Condiciones de fermentacion

Condiciones Reactor A Reactor B Reactor C Reactor D

Cepa E. coliW E.coliW  Exiguobacterium sp. Exiguobacterium sp.
Helios pSEVA3b7Rb  Helios pSEVA3b7Rb

Medio LB LB LB+Cm 10 pg'mL-! LB +Cm 10 pg-mL-1

Volumen total 0,5 0,5 0,5 0,5

(L)

Volumen de 0,4 0,4 0,4 0,4

trabajo (L)

Temperatura 37 37 30 30

(°C)

Agitacion 300 1200 300 1200

(rpm)

Flujo de aire 0,4 0,4 0,4 0,4

(L/min)

pH 7 7 8 8

D600 nm inicial 0,2 0,2 0,2 0,2
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3. Ensayos con bacterias extremofilas

3.1. Recogida de muestras del panel solar

El muestreo de las placas solares se realizé como se describe en (Dorado-
Morales et al., 2016). Brevemente, la recoleccion de la microbiota presente en el
panel solar se realizé vertiendo tampon salino fosfato (PBS) (pH 7,4) y rascando
la superficie con un limpiador de cristales unido a un tubo de silicona autoclavado
de 5 mm de didmetro. La suspensidén liquida resultante fue transferida usando una
pipeta a tubos Falcon, se guardé en hielo y fue transportada inmediatamente al
laboratorio, donde se filtr6 mediante una membrana hidrofilica de nailon
(Millipore) de 20 um de tamano de poro para descartar particulas, la mayoria de
los hongos y de los restos organicos e inorganicos de gran tamafio. Se agreg6 20
pg-mL1 de cicloheximida y 10 pg-mL-! de nistatina para evitar el crecimiento de

levaduras y hongos. Las muestras se almacenaron congeladas a -80°C hasta su uso.

3.2. Aislamiento de cepas bacterianas resistentes a desecacion

El aislamiento de las cepas xerotolerantes se realizo de la siguiente manera:
varias alicuotas de muestras de microbiota de 100 pL del panel solar se
extendieron en filtros de membrana Millipore™ (0,45 pm de tamafio de poro, 47
mm de didmetro, mezcla de ésteres de celulosa, hidrofilicos) e incubados en una
estufa a 37°C con 10-15% de humedad relativa durante 10 dias. Los filtros se
rehidrataron con 1 ml de PBS y la suspensién bacteriana fue sembrada en placas
de LB e incubadas overnight a 37°C. Las colonias aisladas (Figura M2.A) se
crecieron individualmente en LB y fueron sometidas a ciclos de desecacion
sucesivos con el proposito de obtener las cepas mas xerotolerantes (Figura M2.B).
Las colonias aisladas finalmente se seleccionaron y conservaron a -802C en 20%

de glicerol para usos futuros.
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A. Primera fase

Desecara37°Cy
Diluciones en PBS \ 10% de HR 3 }‘
—l — / —p |
s
Muestra inicial Sembrar la "i‘.m:-stva Hidratar el filtro tras Aislamiento de
sobre el filtro 8 dias

colonias

B. Segunda fase

Desecara 37°Cy

% Lavados con PBS 10% de HR g
— | - — s
Cultivo axénico Sembrar la muestra Hidratar el filtro tras Recuento de UFC
sobre el fiftro 3,7y 15dias

Figura M2. Esquema del experimento desarrollado para la seleccion de cepas
xerotolerantes. A. Primera fase de aislamiento de cepas xerotolerantes. B. Segunda fase
en la que se comprueba la xerotolerancia de las cepas en cultivos aislados. HR, humedad
relativa. UFC, unidades formadoras de colonia, PBS, tampdn fosfato salino.

3.2.1. Detecciony descarte de bacterias formadoras de esporas

Para comprobar que las cepas aisladas no eran formadoras de esporas se
desarroll6 un protocolo basado en los datos de Cebrian et al. 2017, para inactivar
la poblacidon de células vegetativas en un 90%. Se resuspendié en 1 mL de PBS
(tampon fosfato salino) una colonia crecida en una placa de LB agar durante 4 dias
y se incubé durante 30-45 min a 72°C. Después se cultivd la muestra en placas de
medio rico y se esper0 a la aparicidn de colonias. Si se observan colonias la cepa
era formadora de esporas y si no se observan, la cepa solo genera células

vegetativas.

3.3. Identificacion de las cepas xerotolerantes

La identificacién de las cepas xerotolerantes aisladas se hizo mediante

secuenciacion del gen del 16S ARNr, empleando los oligonucledtidos que se
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muestran en la Tabla M3. Los productos de PCR se comprobaron en un gel de
agarosa al 1,5% y se purificaron con el QIAquick PCR Purification Kit. La
secuenciacion fue realizada en la empresa Secugen S.L. (Madrid, Espafia). Las
secuencias resultantes se compararon con la colecciéon de nucleétidos del NCBI
utilizando la herramienta BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

optimizada para obtener Unicamente secuencias altamente similares (Megablast).
3.4. Ensayos de resistencia

3.4.1. Xerotolerancia

La validacion de estos ensayos de xerotolerancia se realizé empleando E.
coli DH10B, como una cepa de referencia de baja xerotolerancia y D. radiodurans,
como una cepa de alta xerotolerancia. Para llevar a cabo estos test comparativos,
50 pL de cultivo de cada cepa en medio rico con una DOsoonm ajustada a 0,05 se
depositaron en los filtros y se incubaron en una estufa a 37°C con 10-15% de
humedad relativa durante varios dias. Estos filtros se rehidrataron con 1 mL de
PBS tras 3, 7,y 15 dias. Para calcular el porcentaje de supervivencia, se realizé una
cuantificacion de la viabilidad celular (unidades formadoras de colonia, UFC) en

placas de LB agar.
3.4.2. Crecimiento en condiciones de temperatura y pH extremas

La influencia del pH sobre el crecimiento se explor6 en medio LB con pH 3,
5,9 y 11. Para modificar el pH del medio se afiadi6 acido (HCI 2 M) o base (NaOH
2 M) hasta alcanzar el pH deseado. El efecto de la temperatura sobre el crecimiento
se evalué a 4°C, 20°Cy 37°C en medio liquido y a 42°C en medio s6lido. Para ambos
experimentos el control se consideré el crecimiento en LB a pH 7 y 30°C. Las cepas
se inocularon en 20 mL de medio en matraces Erlenmeyer de 100 mL a una
DOeoonm inicial de 0,1. En el caso del crecimiento en medio sélido se observoé la
aparicion de colonias en la placa. Los experimentos se llevaron a cabo siempre con

al menos tres réplicas biologicas.
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3.4.3. Crecimiento en condiciones de estrés osmotico

Para el test de resistencia a la salinidad, se preparé el medio LB con
concentraciones finales de 10, 20, 30, 40, 50, 60 y 70 g-L-1 de NaCl. Los test de
resistencia a polietilenglicol (PEG) se realizaron en medio LB suplementado con
10, 20, 30 y 35% de PEG 6000. Las cepas se inocularon en 20 mL de medio en
matraces Erlenmeyer de 100 mL a una DOeoonm inicial de 0,1. Los experimentos se

llevaron a cabo siempre con al menos tres réplicas bioldgicas.
3.4.4. Crecimiento en presencia de metales y metaloides

Para estudiar la resistencia a metales y metaloides de las cepas, utilizamos
un medio minimo Tris (Mergeay et al., 1985) con la siguiente composicién para un
litro de preparacion: 6,06 g Tris-HCI; 4,68 g NaCl; 1,49 g KCl; 1,07 g NH4Cl; 0,43 g
Na2S04; 0,2 g MgCl2 6H20; 0,03 g CazCl 2H20; 0,23 g NazHPO4 12H20; 0,005 g
citrato de Fe(IlI)NH4; 1 pL 25% HCI; 0,07 pg ZnClz; 0,1 ug MnCl2 4H20; 0,06 pg
H3BOs3; 0,2 pg CoCl2 6H20; 0,02 pug CuCl2 2H20; 0,02 pg NiClz 6H20; 0,04 pg
NazMoO4+ 2H20), suplementado con 1 g-L-1 de extracto de levadura y el metal
correspondiente (Sigma-Aldrich). Las concentraciones de metales utilizadas
fueron 0,5-5,0 mM NiClz, 0,5-5,0 mM ZnCl, 0,5-5,0 mM KzTeOs3, 0,5-5,0 mM
NaAsOz, 5-50 mM NasAsOs4, 0,1-1,2 mM CuSOs4, 0,5-5,0 mM CdClz, 0,5-5,0 mM
AgNO3, 0,5-10,0 mM Pb(NO3)2, 0 0,05-50,0 mM de K2SeOs.

Para establecer la tolerancia a selenito de Exiguobacterium sp. Helios, las
células se cultivaron en LB en placas multipocillo M6 de Falcon a 30°C con
agitacion orbital de 200 rpm utilizando 0-50 mM de Na2Se0Os. Tras 48 h de
incubaciéon, la resistencia al selenito fue monitoreada y se determind el

crecimiento celular.
3.4.4.1. Caracterizacion de nanoparticulas de selenio

Para la observacion por microscopia electronica de transmision (TEM),
Exiguobacterium sp. Helios se cultivd en medio LB suplementado con 1 mM de
selenito durante 24 h a 30°C con agitacion orbital de 200 rpm. Las muestras se

prepararon colocando gotas de cultivo de Exiguobacterium sp. Helios en celdas de
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cobre cubiertas de carbono y se dej6 evaporar el solvente. Las observaciones de
TEM se realizaron en un microscopio JEOL model JEM-2100 operado a un voltaje
de aceleracion de 200 kV. La composiciéon quimica de las nanoparticulas de selenio
(SeNPs) observadas se determind por fluorescencia de rayos X por energia
dispersiva (energy-dispersive X-ray spectroscopy, EDX) como se describe (Li et
al,, 2014). El tamafio de las SeNPs se determind usando el programa ImageJ (T. ].

Collins, 2007).
3.4.5. Resistencia a UV

Para evaluar la resistencia a la radiacidn, los cultivos fueron expuestos a
diferentes dosis de UV-C, con una longitud de onda de 254 nm. Se emplearon
cultivos en fase estacionaria y se diluyeron hasta una DOsoonm de 0,5 en PBS. Se
utilizaron D. radioduransy E. coli DH10B como bacterias modelo de elevada y baja
resistencia a la radiacién UV-C, respectivamente. Como control de viabilidad
(100% de supervivencia) se emplearon muestras no sometidas a irradiacion.
Alicuotas de 2 mL de cultivo se depositaron en placas M6 descubiertas (3 cm de
didmetro) y se irradiaron con una lampara UV que situada a 9 cm de la placa emite
UV-C de 460 mW-m-2, que emite también 32,88 mW-m2 de UV-Ay 27,87 mW-m-
de UV-B. Los ensayos de irradiacion se realizaron en condiciones de luz ambiente
y las dosis se ajustaron a 250, 500, 750 y 1000 J-m-2, variando el tiempo de
exposicion. La supervivencia después de la exposicion a UV-C se evalué mediante
la capacidad de formacién de colonias de las distintas bacterias. Después de la
irradiacién, se recogi6 la muestra, se prepararon diluciones decimales y se
sembraron en placas sobre TGY para D. radiodurans y LB agar para las demas
cepas. Las colonias se contaron después de 1-2 dias de incubacion,

respectivamente.
3.4.6. Inmovilizacion de células

Para la inmovilizacion de células de Exiguobacterium sp. Helios en filtros
de celulosa se sigui6 el mismo protocolo empleado para los ensayos de
xerotolerancia (ver seccion 3.4.1), pero ajustando la DOsoonm a 20 0 40, segun fue
necesario. Los filtros desecados durante 7 dias fueron entonces transferidos a

placas multipocillo M6 de Falcon.
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Para la inmovilizacién de células de Exiguobacterium sp. Helios en esferas
de alginato se adapt6 el protocolo de (Weiss et al.,, 2017). Para ello se preparé
alginato de sodio al 3% (Sigma-Aldrich) mezclando lentamente durante varias
horas, seguido de esterilizacion en autoclave. Se lavaron células de
Exiguobacterium sp. Helios cultivadas en medio LB durante 24 h en agua destilada
estéril y se concentraron hasta una DOsoonm de 40. Las células resuspendidas se
mezclaron con el alginato de sodio a 3% en una proporcién 1:1 con agitacion
suave. En una campana estéril, se dejo caer gota a gota esta soluciéon desde una
jeringa colocada verticalmente a un vaso con un volumen de 200 mL de CaClz 20
mM. Las gotas se mantuvieron al menos 15 min en esta solucion antes de lavarlas
con agua destilada estéril. Las esferas fueron entonces transferidas a placas

multipocillo M6 de Falcon.

Para evaluar si las células continuaban metabdlicamente activas en ambos
soportes de inmovilizacion se incubaron con 50 uL de LB con NazSe0O3 10 mM y se

observo el resultado durante 24 h.

4. Experimentos de transferencia génica

4.1. Transformacion de células de E. coli

Las células de E. coli fueron modificadas genéticamente por transformacion
mediante el método de cloruro de rubidio y choque térmico (Sambrook and

Russell, 2001).

4.2. Transformacion de células de Exiguobacterium sp. Helios

4.2.1. Preparacion de células electrocompetentes de Exiguobacterium

Para la preparacion de células electrocompetentes de Exiguobacterium sp.
Helios en primer lugar se inocularon 20 mL de medio rico LB con la cepa y se
cultivo durante 24 h (fase estacionaria) a 30°C en agitacion a 200 rpm. Después se
enfrid el cultivo en hielo durante 15 min y se transfirié a tubos Falcon de 50 mL

previamente enfriados a 4°C. Las células se recogieron mediante centrifugacion
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(3000 x g, 4°C, 15 min) y se lavaron al menos cinco veces con agua estéril fria.
Finalmente, las células se resuspendieron en 1 mL de una solucion fria de glicerol
al 10% (v/v) y se separaron en alicuotas de 100 pL en tubos eppendorf de 1,5 mL
previamente enfriados. En este punto las células se utilizaron directamente para

la electroporacion o se conservaron a -80°C para su uso posterior.

4.2.2. Transformacion de células de Exiguobacterium sp. Helios mediante

electroporacion

Para la transformacién de células electrocompetentes de Exiguobacterium
sp. Helios se incubé una alicuota de 100 pL junto con 1 pg de plasmido durante 10
min a 4°C. Esta mezcla se pasé a una cubeta de electroporacion (Cell Projects)
previamente enfriada. A continuacion, se electropor6 en un aparato Bio-Rad Gene
Pulser (200 Q, 25 puF y 2,5 kV). Las células se recuperaron tras 2 h en LB a 30°C con
200 rpm de agitacion y fueron seleccionadas en placas de LB suplementadas con
el antibioético necesario. Para los ensayos de transformacién génica se emplearon

diferentes medios y tampones cuya composicién se detalla en la Tabla Mé6.

Tabla M6. Medios de cultivo y tampones empleados en los ensayos de
transformacion génica.

Medio o tampon Composicion

Medio SOC (Super Optimal Triptona 2%, extracto de levadura 0,5%, NaCl 10 mM,
Broth + Catabolic Represor)  KCl 2,5 mM, MgCl, 10 mM, MgS0, 10 mM, glucosa 20 mM.

Starvation medium 1 KH;PO, 0,6%, K;HPO. 1,4%, citrato sédico 0,07%,
(SM1) glucosa 0,5%, MgS04:7H,0 0,02%, extracto de levadura
0,2%, casaminoacidos 0,025%, (NH4)2S04 0,2%.

Starvation medium 2 KH;PO., 0,6%, K;HPO. 1,4%, citrato sédico 0,07%,

(SM2) glucosa 0,5%, MgS04:7H20 0,08%, extracto de levadura
0,1%, casaminoacidos 0,01%, (NH4).S04 0,2%, CaCl;
0,05%.

Tampo6n PEB Sacarosa 272 mM, MgCl; 1 mM, K;HPO47 mM (pH 7,4)

Medio LBSP LB + sorbitol 0,5 M, KHO4 0,05 M, KH,04 0,05 M

Tampén MSG Sorbitol 0,5 M, manitol 0,5 M y glicerol al 10%

Medio LBMS LB + manitol 0,5 M y sorbitol 0,5 M
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5. Técnicas de manipulacion de ADN

Las técnicas de biologia molecular utilizadas en este trabajo, fueron
aplicadas esencialmente tal y como describen Sambrook y Rusell (2001). Las
endonucleasas de restriccion y el tampén CutSmart fueron suministradas por New
England Biolabs. La enzima T4 ADN ligasa y el kit Instant Sticky-end Ligase Master
Mix fueron suministrados por New England Biolabs. Todas las enzimas se
emplearon atendiendo a las especificaciones de las diferentes casas comerciales.
Los fragmentos de ADN se purificaron mediante los kits QIAquick PCR Purification

Kit o QIAquick Gel Extraction Kit, ambos de Qiagen.

Para la reaccion de Golden Gate, siguiendo el protocolo establecido para la
construccion de SEVA siblings (Radeck etal.,, 2017), se adapt6 de la siguiente
manera a los reactivos disponibles en el laboratorio: enzima Bsal de Thermo
Fisher, tampdn ligasa de New England Biolabs, T4 DNA ligase de New England
Biolabs, NaCl 500 mM, BSA 1 mg-mL-1.

5.1. Electroforesis de ADN en geles de agarosa

Para la visualizacién de los fragmentos de ADN se utilizaron geles 0,7% o
1,5% (p/v) de agarosa en tampo6n TAE (Tris-HCI 40 mM, acido acético 20 mM,
EDTA 2 mM (pH 8,1)), utilizando el mismo tampoén como electrolito. A las
muestras se les afiadié la sexta parte de su volumen de tampén de carga (30%
(p/v) de Ficoll 400; 0,2% (p/v) de azul de bromofenol; 0,2% (p/v) de xilencianol
y EDTA 40 mM (pH 8,0)). La electroforesis se realizé a 100 V durante 30 min vy,
una vez finalizada, los geles se tifieron con Gel Red Nucleid Acid Gel Stain
(Biotium) y los fragmentos de ADN se visualizaron con radiacion ultravioleta en
un transiluminador. Como marcadores de tamaiio se utilizaron el Quick-Load 100

bp DNA Ladder y el Quick-Load 1 kb DNA Ladder (New England Biolabs).

5.2. Extraccion de ADN cromosOmico

La extraccion de ADN cromosomico de Exiguobacterium sp. Helios se

realizé a partir de células cultivadas en LB a 30°C y 200 rpm hasta fase
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estacionaria (24 h). El aislamiento y purificacion del ADN gen6émico se realizé
mediante el método de extracciéon con fenol-cloroformo (Green and Sambrook,
2017), con la variacién de que el tiempo de incubacion de la lisozima se prolonga

overnight.

5.3. Aislamiento de ADN plasmidico en E. coli

La extraccién de ADN plasmidico se llevé a cabo empleando el sistema High
Pure Plasmid Purification Kit (Roche), de acuerdo con las especificaciones del

fabricante.

5.4. Reaccion de amplificacion en cadena con ADN polimerasa

(PCR)

La amplificacién del ADN se realiz6 en un equipo Mastercycler Gradient
(Eppendorf) y las enzimas que se emplearon fueron ADN polimerasa I (Biotools)
y la NZYTaq Il 2x Green Master Mix (NZYTech) para las PCRs de comprobacion y
la polimerasa Q5 High-Fidelity (New England Biolabs) o PrimeSTAR GXL (Takara)
para las PCRs de clonacion. Las mezclas de reaccidon contenian MgClz 1,5 mM,
oligonucleétidos 0,5 uM y dNTPs 0,25 mM. Los productos amplificados se
purificaron con el sistema QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) o QIAquick Gel
Extraction Kit (Qiagen). Los oligonucledtidos fueron proporcionados por IDT. Las
condiciones de PCR fueron las descritas por cada fabricante y la temperatura
adecuada de hibridacion de los oligonucleétidos, optimizada por gradiente de

temperaturas.

5.5. Secuenciacion de fragmentos de ADN

La secuenciacion de ADN se llevo a cabo en el Servicio de Secuenciacién
Automatica de ADN (SSAD) del Centro de Investigaciones Bioldgicas Margarita
Salas (CIBMS-CSIC) por Secugen, S.L. (Madrid, Espafia).
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5.6. Secuenciacion, ensamblaje y analisis bioinformatico del

genoma de Exiguobacterium sp. Helios

El genoma de Exiguobacterium sp. Helios fue secuenciado mediante la
tecnologia de Illumina y fue ensamblado de novo por Microbes NG

(http://www.microbesng.uk) utilizando su procedimiento habitual. Brevemente,

el genoma de referencia mas cercano disponible fue identificado utilizando
Kraken (jhu.edu), y las lecturas se mapearon al genoma de referencia utilizando
BWA mem (Burrows-Wheeler Aligner, sourceforge.net) para evaluar la calidad de
los datos. El ensamblaje de novo de las lecturas se realizé usando SPAdes, y las
lecturas se mapearon a los contigs resultantes, empleando BWA mem para
obtener mas métricas de calidad. Para alcanzar un ensamblaje del genoma
superior, los contigs resultantes se alinearon con el genoma de E. sibiricum 255-
15 usando los ajustes por defecto de la herramienta Mauve con el software

Geneious v 2020.0 (http://www.geneious.com).

Para mejorar la calidad del genoma, secuenciamos el genoma mediante la
tecnologia de Nanopore. Se cred una libreria genomica con el kit 1D Native
Barcoding genomic DNA Barcode y se proces6 mediante la celda de flujo FLO-MIN-
106D v R9 en un equipo MinlION. El ensamblaje se realiz6 utilizando el Galaxy

Community Hub (https://galaxyproject.org/), primero seleccionando las lecturas

mayores de 1 kb y con una calidad mayor que 10 usando el software Filtlong (v
0.2.0) (https://github.com/rrwick/Filtlong) y comparandolas con las lecturas de
la secuenciacion de Illumina utilizando el Unicycler (v 0.4.8)

(https://github.com/rrwick/Unicycler/releases/tag/v0.4.8) con los parametros

estandar. El genoma fue anotado estructuralmente utilizando RAST Server (Aziz
etal.,, 2008), y el sistema de anotacién automatizado del genoma, funciones,
nombres y propiedades generales de los productos fueron predichas usando este
método. La Identidad Media de los Nucledtidos (Average nucleotide identity, ANI)
fue calculada utilizando las mejores coincidencias (two-way ANI) entre dos
conjuntos de datos en una herramienta en linea desarrollada por el laboratorio

Kostas (Rodriguez-R y Konstantinidis, 2016).
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Los andlisis filogenéticos se realizaron utilizando el software Geneious v

2020.0 (http://www.geneious.com). El mapa circular del cromosoma se cre6 con

el software CGViewer. El sesgo de GC representa la asimetria en la proporcién de
guaninas (G) respecto a las citosinas (C) en base a la formula (G-C)/(G+C), que
puede utilizarse como herramienta para identificar el origen de replicacién. El
mapa circular del plasmido pMCEX se creé con el software SnapGene (GSL Biotech
LLC, USA). Los analisis comparativos se llevaron a cabo usando el software BLAST

del NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). El andlisis de grupos de genes

de biosintesis de metabolitos secundarios se realiz6é con la herramienta en linea
antiSMASH (Blin et al.,, 2023). El andlisis del catabolismo de carbohidratos se
realizé con la herramienta en linea CAZy (Carbohydrate Active Enzymes database)

(Drula etal.,, 2022).

6. Técnicas de manipulacion de ARN

6.1. Extraccion de ARN total de Exiguobacterium sp. Helios

La purificacion del ARN se realizé partiendo de células procedentes de
cultivos en diferentes fases de crecimiento, recuperadas de filtros de nitrocelulosa

o diferentes fuentes de carbono, dependiendo del experimento.

Las células fueron resuspendidas en una solucién de lisozima 50 mg-mL-1
(Sigma) en tampoén TE (Tris-HCl 10 mM pH 8,0, EDTA 1 mM). A continuacion, el
ARN total del cultivo se aisl6 mediante el High Pure RNA Isolation kit (Roche),
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Para la eliminacién del ADN
contaminante se emple6 el DNAse and Removal Treatment Kit (Ambion),
siguiendo las especificaciones del fabricante. La concentracion del ARN obtenido

se analizo6 utilizando un equipo Nanophotometer (Pearl, IMPLEN).
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6.2. Secuenciacion masiva de ARN (RNA-seq) y analisis

informatico

Para la secuenciacidn del transcriptoma completo se utiliz6 la tecnologia
de Illumina y, tanto la construccién de las librerias, como su secuenciacidn, fueron
realizadas por Macrogen (Seul, Corea). La integridad del ARN total extraido se
analizé en un bioanalizador Agilent Technologies 2100 por la Unidad de Gendmica
(CAI Técnicas Biologicas) de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad
Complutense de Madrid (UCM), y se enviaron para secuenciar aquellas muestras
cuyo valor de RNA Integrity Number (RIN) era igual o superior a 7. La
secuenciacion se realizé en un instrumento HiSeqTM 3000 4000 (Illumina)

utilizando como reactivo TruSeq 3000 4000 SBS Kit v3.

El andlisis posterior de los datos re realizd en el servicio de Bioinformatica
y Bioestadistica del Centro de Investigaciones Bioldgicas Margarita Salas (CIBMS-
CSIC) utilizando las opciones por defecto en todos los programas utilizados. La
calidad de las lecturas crudas se analiz6 con FastQC
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) y se filtraron
con Trimmomatic 0.39 (Bolger et al., 2014). Las lecturas filtradas se mapearon
contra la secuencia del genoma de Exiguobacterium sp. Helios (numeros de acceso
GCA_014524545.1) utilizando STAR 2.7.9a (Dobin et al,, 2013), y la cuantificacion
de la expresion se hizo con la funcion featureCounts perteneciente al paquete
Rsubread (Liao et al.,, 2014) del R software 4.1.2 (R Core Team, 2021). La
normalizacion de las lecturas cuantificadas y el analisis diferencial de expresion

se realizo con DESeq2 1.36.0 (Love et al.,, 2014).

La clasificacion en categorias COG se realiz6 utilizando la base de datos
eggNOG (Huerta-Cepas et al, 2019) con la herramienta eggNOG-mapper v2
(Cantalapiedra et al., 2021).
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7. Técnicas cromatograficas

7.1. Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC)

La deteccién de varios compuestos se realizo6 por HPLC utilizando una
columna Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm, Bio-Rad, Hercules/CA, USA) en un
sistema Agilent 1260 Infinity II. La fase mdvil fue H2S04 a 5 mM y la columna se
empled a 55°C y un flujo de 0,5 mL-min-! durante 30 min. El volumen de inyeccién
fue de 10 pl. La deteccidén se realizé mediante el uso de un Detector de Array de
Diodo HS (G7117C) a 214 nm. El software OpenLAB CDS Chemstation Edition se
empleo para el control, monitorizacién y evaluacion de los andlisis. Las muestras
fueron filtradas previamente con filtros de jeringa de PVDF 0,22 pm de tamario de
poro (Branchia). Los estandares se trataron como muestras y se usaron curvas de

calibracién con al menos 6 puntos para la cuantificacion.

8. Técnicas de microscopia

8.1. Microscopia optica

Se recogieron muestras de cultivos en las condiciones de cultivo de estudio
y se depositaron 10 pl de cada una en laminas portaobjetos para después cubrirlas
con un cubreobjetos de 22 x 22 mm. Los portaobjetos fueron tratados con
polilisina cuando fue necesario para la inmovilizacién de la muestra. Las
preparaciones fueron fotografiadas con un microscopio 6ptico Leica DFC345 FX
con un objetivo 100x, y procesadas con el software LAS V4.2. Se utiliz6 el programa

Image] (T.]. Collins, 2007) para medir la longitud celular.

Para la visualizacion in vivo de Exiguobacterium sp. Helios pSEVA3b7Rb
cultivada en LB expresando la proteina mRFP1, se tomaron muestras del medio
de cultivo y se montaron en un portaobjetos para su examen microscopico. Se
utilizé el mismo equipo Leica y se excité con una longitud de onda de 532-558 nm

y se recogio la emision en un rango de 572-648 nm.
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8.2. Microscopia electrénica de transmision

Para preparar las muestras para microscopia electrénica de transmisién
(MET), las células de Exiguobacterium sp. Helios se recogieron en las condiciones
de estudio, se lavaron dos veces en PBS, y se fijaron en 3% (p/v) de glutaraldehido
en PBS durante 1 h. Después, las células se lavaron de nuevo varias veces en PBS
y luego se resuspendieron en 1% (p/v) de OsO4+y 0,8% (p/v) de CeNeFeKs durante
1 h a 4°C. Tras ese tiempo, las células fueron lavadas con PBS hasta que el
sobrenadante estuvo limpio y entonces se deshidrataron gradualmente con etanol
(30%, 50%, 70%, 90%, y 100% (v/v); 30 min cada lavado) y finalmente fueron
embebidas en resina Spurr ERL-4221, primero en una suspensiéon 1:1 etanol:
resina durante 30 min y entonces dos veces Unicamente en resina, 30 min cada
vez. Para terminar, las células embebidas en la resina se transfirieron a moldes
secos y limpios y se polimerizaron a 60°C durante la noche. Se obtuvieron
secciones ultra finas (70 nm de grosor) mediante un microtomo utilizando una
cuchilla Diatome. Las secciones se recogieron con celdas de malla de cobre de 400
cubiertas con una capa de carbono y se contrastaron con una solucidn de acetato
de uranilo al 5% (p/v) durante 15 min seguido de una solucién de citrato de plomo
durante 2 min y se dejaron secar. Las muestras se visualizaron utilizando un
microscopio electrénico de transmision JEOL JEM-1230 (Jeol Ltd. Akishima,
Japan) y una camara digital CMOS, TemCam F416 de 16 MegaPixel. Se utiliz6 el

programa Image]J (T.]. Collins, 2007) para medir el grosor de la pared celular.

8.3. Microscopia de fuerza atomica

La microscopia de fuerza atémica (AFM, Atomic Force Microscopy) se utilizé
para realizar mediciones de alta resolucion de las propiedades morfolégicas y
mecanicas de las células, mediante la obtencion de imagenes no 6pticas. Para ello
se emple6 un microscopio de la empresa Nanotec Electrénica, compuesto por una
cabeza del modelo Cervantes y una parte electronica del modelo Dulcinea, del
servicio de micro y nanofabricacién (MiNa) del Instituto de Micro y
Nanotecnologia (IMN). Se emplearon cantilévers (o micropalancas) con

recubrimiento de aluminio en la cara de la deteccion y sin recubrimiento en la cara
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de la punta, con diferentes constantes de fuerza segin la muestra analizada,
adquiridos a la empresa Nanosensors (https://www.nanosensors.com)(Figura
M3). Para el andlisis de los datos e imagenes obtenidos se empled el software
WSxXM (Horcas et al., 2007). Como soporte para las muestras se utilizé silicio
dopado (P-Boro) de 3” (76,2 mm), resistencia 1-20 Om, grosor de 475-525 pm,

orientacion 100.

El principio basico de funcionamiento de un sistema AFM estandar con
retroalimentacion Optica se basa en una sonda, micropalanca o cantiléver (como
es mas ampliamente conocido) con una punta afilada (compuesta normalmente
de silicio o nitruro de silicio) que escanea la superficie de una muestra. A medida
que la punta del AFM se mueve sobre elementos de diferente altura, la deflexion
del cantiléver cambia. Esta desviacion es registrada por un haz laser reflejado en
la cara del cantiléver opuesta a donde estd la punta y dirigido hacia un fotodetector
sensible a la posicidn. Un circuito de retroalimentaciéon controla la posicién del
escaner para mantener una deflexion del cantiléver del AFM casi constante y, por

lo tanto, una fuerza de interaccion constante (Figura M3).

Detector y
electrénica de
retroalimentacion

/:otodiodo &
Laser

Cantiléver y punta

Superficie de
Escéaner la muestra

piezoeléctrico

Escaner piezoeléctrico

Figura M3. Funcionamiento de un sistema AFM. A. Fotografia de uno de los
microscopios de fuerza atémica empleados en este trabajo. B. Diagrama del
funcionamiento de los diferentes elementos que componen el AFM.
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Existen diferentes métodos de operacion segln el tipo de muestra que
estemos manejando y los datos que queramos extraer de la técnica. En esta tesis
se utilizaron un método de espectroscopia de AFM y dos métodos para obtener

imagenes, el método dindmico sin contacto y el jumping (con contacto).

8.3.1. Método de AFM para medir la rigidez y la fuerza de adhesion en un

punto de la muestra (Espectroscopia de Fuerzas)

En este método (Weisenhorn et al,, 1989) la punta se coloca en un punto
fijo por encima de la muestra y no se mueve de forma lateral. El tinico movimiento
es hacia abajo, al encuentro con la muestra y hacia arriba de nuevo, en direccion
opuesta. Durante la realizacion de este movimiento de ida hacia la muestra y
vuelta se registra la deflexion del cantiléver, que es proporcional a la fuerza entre
punta y muestra. La curva que se obtiene se denomina Curva de Fuerza vs.

Distancia (F vs. D). En la Figura M4 esta representado un esquema de este tipo de

curva.
— ¢ i
4 4 A
9 b) | a) /
J’ P . Ida
2 1 <™

S N\ 1 > Vuelta
— // \ C \‘ n / 7
[«D] /' d) 3 . 1 dllll 101N
Lr:.S. > ; c: punto de contacto

Posicion de la muestra (z)

Figura M4. Representacion esquematica de una grafica de Fuerza-Distancia. El
scanner piezoeléctrico mueve la muestra hacia la punta en la fase de ida y en direccion
opuesta en la fase de vuelta. El movimiento de acercamiento comienza con la punta muy
alejada de la muestra (a). Segtin se acerca comienzan a sentirse primero fuerzas atractivas
(b) y después, ya en contacto con la muestra, fuerzas repulsivas (c). En el movimiento de
alejamiento (vuelta), la punta permanece en contacto con la superficie durante mas
recorrido debido a las fuerzas de adhesion (d).
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Cuando la punta esta lejos de la superficie, la deflexion del cantiléver es
nula, ya que no existen fuerzas ni de atraccién ni de repulsiéon actuando sobre la
punta (Figura M4a). Cuando la punta se va acercando a la superficie llega un
momento en el que se las fuerzas de atraccién de Van der Waals entre punta y
muestra son lo suficientemente grandes como para que el cantiléver se deflexione
hacia abajo (Figura M4b). Cuando la punta se acerca aun mas, la punta salta al
contacto con la superficie (Figura M4c). A partir de este momento, a medida que
la muestra sigue viajando hacia arriba, el cantiléver se ira deflexionando mas y
mas (Figura M4c). Durante el movimiento de vuelta, la punta sigue en contacto con
la muestra durante un periodo mas largo (parte lineal mayor) debido a las fuerzas
atractivas de adhesidn que se forman entre la punta y la muestra (la deflexion del
cantiléver vuelve a ser hacia abajo) (Figura M4d). Cuando finalmente la punta se

suelta del contacto, la deflexion del cantiléver vuelve a ser nula.

Cuando la punta estd en contacto con una superficie rigida, solo se
deflexiona el cantiléver, la superficie no cede. La curva muestra un
comportamiento lineal (régimen elastico, como cuando se comprime un muelle,
Figura M4): el cantiléver se deflexiona mas cuanto mayor sea la fuerza aplicada a
la punta, siguiendo la ley de la elasticidad de Hooke [1]. En esta formula, F es la
fuerza entre punta y muestra, z el desplazamiento vertical y k. es la pendiente de
la curva de F vs. D. En el caso de que la superficie sea rigida, kc nos da una idea de
la dureza del cantiléver: cuanto mayor sea k., para un mismo desplazamiento, la
fuerza aplicada por el muelle (el cantiléver) sera mayor. Al valor de k. se le

denomina constante de fuerza del cantiléver, y se expresa en N-m-1.
F=k. -z [1]

Cuando la curva de F vs. D se realiza sobre una muestra que no sea
completamente rigida (mas blanda, pero en régimen elastico), es de esperar que
la pendiente sea mas pequefia ya que, para que el cantiléver llegue al mismo nivel
de deflexion (fuerza), el escaner piezoeléctrico tiene que desplazarse mas: al ser

la superficie mas blanda, esta cede al contacto con la punta (Figura M5).
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Fuerza (nN)

Posicion de la muestra (nm)

Figura M5. Representacion esquematica de curvas de Fuerzas vs. Distancia para
una superficie rigida y una superficie blanda, pero elastica. Para que el cantiléver
alcance la misma deflexién (fuerza) cuando se realiza la curva sobre una superficie rigida
(A) que sobre una superficie blanda (B), el desplazamiento del piezo hacia arriba es
mayor: la punta desplaza la superficie no rigida hacia adentro. (C) La pendiente de la
curva para la superficie rigida es la constante de fuerza del cantiléver. La pendiente en el
caso de una superficie blanda es menor ya que la punta indenta la superficie no rigida.

Cuando la curva se realiza sobre una superficie no rigida (pero elastica), un
nuevo muelle aparece en juego: el de la superficie. Como se puede observar en el
esquema de la Figura M6, el cantiléver y la superficie no rigida pueden
representarse como 2 muelles en serie. La pendiente de esta medida sobre una
muestra no rigida corresponderd, en este caso, a la de una constante de fuerza
efectiva compuesta por las 2 constantes de fuerza; 1a del muelle y 1a de la superficie
[2]. Por lo tanto, conociendo la constante de fuerza del cantiléver, podemos hallar

la dureza de la muestra (kmuestra).

k

<:> Fn C <:> kefectiva

mu a
kmuestra

Figura M6. Representacion esquematica del cantiléver y la muestra como muelles.
Cuando la superficie no es rigida, el conjunto cantiléver-muestra puede representarse
como un conjunto de dos muelles en serie. La dureza de la superficie no rigida (kmuestra) s€
puede obtener a partir de la pendiente de la curva F vs.D sobre la muestra (kef.) y de k.
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kck
kefec — ¢ Kmuestra [2]

kC + kmuestra

La constante de fuerza del cantiléver no debe ser mucho menor que la
constante de fuerza (dureza, stiffness) de la muestra (bacteria) para que la
constante de fuerza efectiva (constante de la muestra respecto al total de las

fuerzas de los dos “muelles”) pueda ser medida.

Con el objetivo de aumentar la precision en las medidas de la dureza de las
bacterias, se realiz6 una calibracion de la constante de fuerza de cada cantiléver a
partir de los valores de la anchura y la longitud obtenidos mediante microscopia
electronica de barrido (SEM) del servicio de micro y nanofabricaciéon (MiNa) del
Instituto de Micro y Nanotecnologia (IMN-CSIC) (Figura M7). Esta calibracién nos
proporciona una medida mas precisa de la constante de fuerza que la que

establece el fabricante.

et

HY curr | det mag W il — ]

© del ag @ o~ r 9
2.00 kv | 13 pA | ETD 501 x | 253 ym The IMN X-SEM Lab 2.00 kv | 13 pA | TLD n | 1500x  84.7pym _ 0° The IMN X-SEM Lab

Figura M7. Calibracion del cantiléver A y B. Medidas transversales y longitudinales del
cantiléver para determinar su constante de fuerza. C y D. Imagen de la parte interna del
cantiléver, donde se observa la punta.
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8.3.2. Método de AFM para tomar imagenes

Para obtener imagenes de la muestra, la punta barre la superficie, linea a
linea. Los métodos pueden ser estaticos o dindmicos. En los métodos dinamicos el
cantiléver oscila verticalmente a una frecuencia cercana a la de su resonancia. En
esta tesis se han utilizado, principalmente, dos métodos de medida: jumping y

dinamico sin contacto.
8.3.2.1. Jumping

Esta técnica (de Pablo et al., 1998) consiste en realizar una curva de F vs. D
(Figura M4) en cada punto de la imagen, linea a linea. Para componer la imagen
topografica, se registran los valores de la posicidn de la muestra en los que la punta
ha hecho contacto con la superficie. Ademas de la imagen topografica, se obtienen
otras dos imagenes simultdneas: la de la dureza y la de la adhesién. Para obtener
valores cuantitativos mas precisos de la dureza es recomendable realizar curvas
de F vs. D en cada punto, ya que en jumping la velocidad a la que se realizan las

curvas es mucho mayor.
8.3.2.2. Dinamico sin contacto

Este método (Luna et al, 2000) aprovecha las fuerzas de interaccién
atractivas de Van der Waals para formar una imagen topografica. La punta puede
sentir estas fuerzas atractivas (Figura M4) cuando se encuentra lejos de la
superficie, sin necesidad de estar en contacto con ella. La ventaja de este método
radica en que la punta no entra en contacto con la superficie. Este hecho implica
que, por una parte, a la punta no se le adhieren restos de muestra y por tanto su
forma y composiciéon no cambian y los resultados son mas reproducibles. Por otra
parte, la muestra no se ve perturbada por la punta, ya que no entra en contacto
con ella. La desventaja reside en que es dificil mantenerse fuera del contacto con
la superficie, especialmente con muestras bioldgicas. Esto se debe a que, si por una
inestabilidad fortuita la punta contacta momentaneamente con la superficie, es

frecuente que restos de material biologico se adhieran a la punta.
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VI. RESULTADOS. Capitulo 1

1. Aislamiento, seleccion e identificacion de bacterias
xerotolerantes de un panel solar

1.1. Muestreo y aislamiento de bacterias xerotolerantes

Como punto de partida para el proyecto HELIOS, del que surgid esta tesis,
se realizo un muestreo del material depositado en los paneles solares situados en
la Universidad de Valencia tal y como se describe en Dorado-Morales etal. (2016).
La muestra recogida se separd en dos fracciones, una cruda (sin filtrar) y una
filtrada mediante un tamafio de poro de 20 pm para seleccionar
fundamentalmente bacterias y eliminar la mayoria de impurezas organicas e
inorganicas de mayor tamafio, hongos y levaduras. Ambas fracciones se
mantuvieron a -80°C hasta el inicio de los experimentos de aislamiento. Se
comenzé el estudio comparando la biodiversidad bacteriana presente en la
muestra filtrada obtenida de las placas solares con una muestra filtrada de suelo
obtenida en los jardines del Centro de Investigaciones Bioldgicas Margarita Salas.
Para ello, se sembraron 50 pL de cada una de las muestras en medios
convencionales para el crecimiento bacteriano: i. e., LB, R2A y Marino. Las placas
se incubaron durante 2 dias a 30°C, observandose crecimiento de
microorganismos en los 3 medios. Se comprob6 que la muestra procedente del
panel solar presentaba mayor diversidad de colonias bacterianas que la muestra

procedente de suelo (Figura R1.1).

Figura R1.1. Comparacion de la diversidad bacteriana. Cultivo en placa en medio
rico LB: (A) Muestra tomada de una placa solar en Valencia. (B) Muestra tomada de
suelo exterior del CIB.
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Posteriormente, se procedi6 al aislamiento de colonias resistentes a la
desecacion, o xerotolerantes. Para ello, se puso a punto un protocolo de desecacién
en el que se depositarian las células en filtros de nitrocelulosa y se someterian a
una temperatura de 37°C con una humedad relativa maxima del 10%, que es la
humedad que se mantiene en las condiciones ambientales de laboratorio en el

interior de la estufa.

En una primera fase del ensayo de desecacidn se analiz6 la presencia de
bacterias xerotolerantes en la muestra de la placa solar filtrada en comparacion
con la muestra de suelo. Se rehidrataron filtros cada 24 h y se observé que la
muestra de suelo no presentaba bacterias resistentes después de 48 h, mientras
que en la muestra de placa solar se detectaron bacterias supervivientes tras 8 dias
en desecacion. De esta ultima muestra rehidratada y sembrada se aislaron 28

colonias resistentes por agotamiento de siembra en placas de LB (Figura R1.2).

En las bacterias aisladas se analizé su ARNr 16S y se descartaron aquellas
bacterias pertenecientes al género Bacillus que podrian ser resistentes por

formacién de esporas.

Figura R1.2. Resultados del ensayo de xerotolerancia para el aislamiento de cepas.
A. Cepas aisladas cultivadas en placas de LB tras la primera fase del ensayo de desecacidn.
B. Cepas xerotolerantes seleccionadas tras la segunda fase del ensayo de desecacion,
Exiguobacterium sp. Helios (1) y Arthrobacter sp. Helios (2).
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De todas ellas se seleccionaron dos cepas de los géneros Exiguobacterium
y Arthrobacter para realizar una segunda ronda de la prueba de desecacién. Se
seleccionaron estas dos porque las cepas de estos géneros no esporulan y por lo
tanto se podia descartar a priori que su xerotolerancia fuese debida a la formacién

de esporas.

Para los posteriores analisis se utilizaron cultivos axénicos en medio LB
recogidos a las 24 h de cultivo en agitacion. Ademas, para estos nuevos ensayos se
analizé en paralelo la xerotolerancia de dos bacterias como controles, una como
control negativo con una cepa muy sensible a la desecacion, como E. coli DH10B, y
otra como control positivo con una cepa muy tolerante a la desecacién, como D.
radiodurans. Cuando se analiz6 la capacidad de supervivencia se comprobd que
las dos cepas seleccionadas procedentes de las placas solares presentaron una
xerotolerancia/supervivencia similar a la que presentaba D. radiodurans después
de 8 dias de desecacién (datos no mostrados). Por tanto, se considerd que estas
dos cepas seleccionadas presentaban una alta capacidad de xerotolerancia y se

procedio a su analisis en mayor detalle.

1.2. Seleccion de bacterias xerotolerantes e identificacion

Para garantizar que las cepas seleccionadas no eran resistentes a la
desecacion por el mecanismo de la esporulacién, se realiz6 una prueba para
diferenciar bacterias formadoras de esporas de las que no lo son. Para ello, se
cultivaron las cepas en placa con medio LB durante 4 dias. Tras este tiempo se
resuspendié una colonia de cada una de las cepas en 1 mL de PBS y se incubaron
en un termobloque a 72°C durante 30-45 min. Después se plaquearon las muestras
en el mismo medio y se observaron los resultados. Segtn los datos de Cebrian et
al. (2017), este tiempo y temperatura de incubacién son suficientes para inactivar
la poblacién de células vegetativas en un 90%, permitiendo que las esporas
presentes en la muestra sobrevivan. Por lo tanto, si aparecian colonias, esto
significaba que la cepa formaba esporas y por lo tanto la descartariamos para
nuestro estudio. Este fue el caso de las cepas aisladas en primera ronda
pertenecientes al género Bacillus, que utilizamos a modo de control. Si por el

contrario no se observaban colonias, la cepa no esporulaba y se seleccionarian
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para el estudio de su resistencia a la desecacidn. Este fue el caso de las dos cepas
aisladas como Exiguobacterium y Arthrobacter, por lo que se continud adelante

con su andlisis.

Las dos cepas xerotolerantes se identificaron como Exiguobacterium sp.y
Arthrobacter sp., y se denominaron Helios. Dado que ninguna especie del género
Exiguobacterium habia sido descrita como bacteria xerotolerante hasta la fecha, y
dado que ya existian varios trabajos bacterias xerotolerantes en el caso del género
Arthrobacter, esta tesis doctoral se enfocé en el estudio de la cepa Exiguobacterium
sp. Helios. En primer lugar, se gener6 un arbol filogenético utilizando el método
maximume-likelihood con los genes ARNr 16S de dieciocho cepas representativas
del género Exiguobacterium, de los cuales sus genomas estan disponibles en el
NCBI, y una cepa tipo de Bacillus indicus como grupo externo. La cepa
Exiguobacterium sp. Helios se ubica en el Clado [, junto con Exiguobacterium sp.
9AN y E. sibiricum 255-15 (Figura R1.3). La cepa E. sibiricum 255-15 resulta ser
la especie mas cercana con su genoma completo depositado en la base de datos

del NCBI (CP001022).

Bacillus indicus
Exiguobacterium aestuarii
Exiguobacterium profundum

Exiguobacterium marinum

| Exiguobacterium alkaliphilum __ Clado II

Exiguobacterium himgiriensis

Exiguobacterium aurantiacum

Exiguobacterium aquaticum

Exiguobacterium mexicanum

Exiguobacterium acetylum
Exiguobacterium enclense

Exiguobacterium indicum

Exiguobacterium oxidotolerans

Exiguobacterium antarticum L Clado I

Exiguobacterium sp. DVS3Y

Exiguobacterium undae
Exiguobacterium sibiricum

Exiguobacterium sp. Helios

Exiguobacterium sp. 9AN

0.009
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Figura R1.3. Arbol filogenético del género Exiguobacterium segiin su gen 16S ARNr.
Los numeros de acceso son los siguientes: E. aestuarii (AY594264), E. profundum
(AY818050), E. marinum (AY594266), E. alkaliphilum (EU379016), E. himgiriensis
(JX999056), E. aurantiacum (DQ019166), E. aquaticum (JF775503), E. mexicanum
(AM072764), E. acetylicum (X70313), E. enclense (JF893462), E. indicum (A]846291), E.
oxidotolerans (AB105164), E. antarticum (DQ019164), E. sp. DVS3Y (AY864633), E. undae
(DQ019165) E. sibiricum (CP001022), E. sp. HELIOS (CP053557) y E. sp. 9AN
(AMO072763). El Clado II estd compuesto por las especies destacadas en color rosa,
mientras que el Clado I se indica en color verde.

2. Analisis del genoma de Exiguobacterium sp. Helios
2.1. Secuenciacion y anotacion del genoma de Exiguobacterium

sp. Helios

El genoma de la cepa Exiguobacterium sp. Helios fue secuenciado mediante
la tecnologia Illumina, obteniendo 1.472.423 lecturas con un tamafio medio de
inserto de 526 pb y una cobertura media de 198,5. El numero de contigs obtenido
fue de 46 con un N50 de 64.238 pb, y el tamafo mas grande de contig obtenido fue
de 1.262.877 pb. Un total de 1.466.367 lecturas fueron mapeadas en el ensamblaje
final, lo que supone el 99,58% del niimero total de lecturas. Posteriormente, se
realizé una segunda secuenciacion con la tecnologia de Nanopore para obtener
una mayor calidad de cobertura y ensamblaje. El nimero de lecturas obtenido fue
de 105.656 con un tamafio medio de inserto de 5.722 pb. Finalmente, los contigs
resultantes se alinearon con el genoma de E. sibiricum 255-15, la cepa mas cercana
filogenéticamente, y la secuencia se ensambl6 en dos scaffolds, uno de 3.042.310
pb con un contenido de G+C de 47,1% y otro de 110.663 pb con un contenido de
G+C de 41,6%. El primero de los scaffolds corresponde al cromosomay el segundo
a un plasmido que se ha denominado pMCEX. La secuencia del genoma ha sido
depositada en GenBank bajo los nimeros de acceso CP053557 (cromosoma de
Exiguobacterium sp. Helios) y CP053558.1 (plasmido pMCEX Exiguobacterium sp.
Helios). Los parametros del genoma de Helios son muy similares a los registrados
para el resto de especies de Exiguobacterium. El tamafio del genoma esta
comprendido entre 2,8-3,4 kb, y su contenido en G+C es muy parecido al de otros

integrantes del Clado I (46,5-47,5%) (Tabla R1.1).
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Se han encontrado plasmidos de gran tamafio como el pMCEX en otros
Exiguobacterium, como p1 (119.838 bp), p2 (43.790 pb) y p4 (68.355 pb) en E.
acetylicum o como pE52 (52.136 pb) y pE73 (73.587 pb) en E. alkaliphilum, y
algunos de tamano mas reducido como el pERprTSS-3 (4645 pb) de E. profundum
o los pEXIG01(4.885 pb) y pEXIG02 (1.765pb) de E. sibiricum.

El andlisis del genoma mediante la herramienta RAST mostr6 la presencia
de 3241 secuencias codificantes, de las cuales el 28% estaban asociadas a varios
subsistemas, la mayoria relacionados con aminoacidos y derivados, metabolismo

proteico, carbohidratos, cofactores, vitaminas, grupos prostéticos y pigmentos

(Figura R1.4.).
Cobertura Distribucién de categorias de Caracteristicadel subsistema
subsistemas subsistemas (n2 ORFs)

Metabolismo secundario (4)

Carbohidratos (154)

Virulencia, Enfermedady Defensa (43)
Metabolismo del potasio (7)

Metabolismo del ADN (52)

Metabolismodel ARN (57)

Division Celulary Ciclo Celular (4)
Fotosintesis (0)

Metabolismo del Fésforo (19)

Regulaciény Senalizacion Celular (24)
Transporte de Membrana (49)

Metabolismo Proteico (202)

Respiracion (37)

Movilidad y Quimiotaxis (41)

Latencia y Esporulacion (9)

Respuestaal Estrés (32)

Aminoacidosy Derivados (211)
Nucleésidosy Nucleétidos (92)
Metabolismo del Nitrégeno (9)
Metabolismo de Compuestos Aromaticos (5)
Acidos Grasos, Lipidos e Isoprenoides (42)
Adquisicion y Metabolismo del Hierro (20)
Varios (6)

Metabolismo del Azufre (6)

Cofactores, Vitaminas, Grupos Prostéticos, Pigmentos (120)
Pared Celulary Capsula (36)

Fagos, Profagos, Elementos Transponibles, Plasmidos (0)

o3

Figura R1.4. Categorias de subsistemas del genoma de Exiguobacterium sp. Helios
anotadas por RAST.

El genoma completo de Exiguobacterium sp. Helios contiene 3241 marcos
abiertos de lectura (ORFs), de los cuales 2144 (66%) pueden asignarse a funciones
putativas, 69 a ARNt, y 26 a operones ARNc (Figura R1.5.A). El plasmido pMCEX
contiene 95 ORFs, pero es destacable que solo 37 ORFs muestran homologia en la

base de datos del NCBI (Figura R1.5.B, Tabla R1.2).
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|72 Exiguobacterium~~

sp. Helios

(CP053557) ]
A.':C\’:c 3.042.310 bp ’ c

2w | A

22w

M ORF M CDS I ARNt ARNr
M Sesgo GC + M Sesgo GC- I Contenido GC Blast con E. sibiricum 255-15

(CP053558.1)
110.663 bp

Homologia NCBI B Hipotéticas

Figura R1.5. Mapa circular del genoma de Exiguobacterium sp. Helios y su plasmido
pMCEX. (a) Los colores representan de fuera hacia dentro: marco abierto de lectura
(ORF), secuencia codificante (CDS), acido nucleico de transferencia (ARNt), acido
ribonucleico ribosomal (ARNr), curva de sesgo de GC (verde para el positivo, violeta para
el negativo), contenido en GC (negro) y un alineamiento Blast contra el genoma de E.
sibiricum 255-15. La posicion del genoma en una escala de 500 kb desde la base 1 se
muestra en el circulo interior. (b) Mapa circular del plasmido pMCEX (Geneious v
2020.0). Las flechas azules representan genes codificantes de proteinas con homologia
con otras especies de la base de datos NCB], y las flechas moradas representan proteinas
hipotéticas.
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Tabla R1.2. Genes anotados por el NCBI para el plasmido pMCEX con funcién

asignada hipotética.

Locus (HNY42_) Producto ID de proteina
RS15715 Glicosiltransferasa WP_188005513.1
RS15720 Proteina de la familia GtrA WP_188005514.1
RS15735 Serinpeptidasa de la familia S8 WP_131504374.1
RS15745 Metalohidrolasa de plegamiento MBL WP_188005518.1
RS15750 Proteina de la familia DUF3006 WP_188005519.1
RS15755 Proteina con dominio DUF5067 WP_188005558.1
RS15770 Metaloendopeptidasa de la familia ImmA/IrrE - WP_188005521.1
RS15810 Proteina de la familia lisozima WP_188005559.1
RS15815 Proteina VirB4 del sistema de secrecion tipo IV WP_188005529.1
RS15845 Proteina de transferencia conjugativa de ADN, WP_188005534.1

sistema de secrecion tipo IV
RS15865 Proteina con dominio hélice-giro-hélice WP_188005538.1
RS15890 Recombinasa/integrasa tipo tirosina WP_188005543.1
RS15895 Proteina con dominio hélice-giro-hélice WP_188005544.1
RS15900 Proteina de la familia DUF4411 WP_188005545.1
RS15925 ATPasa de la familia AAA WP_188005550.1
RS$15930 Proteina lazo-hélice-hélice CopG WP_188005551.1
RS15935 ATPasa de la familia AAA WP_188005552.1
RS15950 SNF2 helicasa WP_188005555.1
RS15980 ADN (citosina-5-)-metiltransferasa WP_188005472.1
RS15985 Endonucleasa de discordancias en ADN Vsr ~ WP_188005473.1
RS16005 Proteina con dominio DUF3800 WP_188005477.1
RS16015 ATPasa de la familia AAA WP_188005479.1
RS16025 Proteina con dominio hélice-giro-hélice WP_188005481.1
RS16030 Proteina con dominio NTP transferasa WP_188005482.1
RS16035 CDP-glucosa 4,6-dehidratasa WP_188005483.1
RS16040 Proteina NAD-dependiente de la familia WP_188005484.1
epimerasa/deshidratasa
RS16050 Proteina con dominio metiltransferasa WP_188005486.1
RS16055 Asparaginasa WP_188005487.1
RS16060 Glicosiltransferasa WP_188005488.1
RS16065 Proteina con dominio ATP-grasp WP_188005489.1
RS16085 Deoxinucledsido quinasa WP_188005493.1
RS$16090 Alanina-ARNt ligasa WP_188005494.1
RS16095 Fosfotransferasa WP_188005495.1
RS16100 Transportador MFS WP_188005496.1
RS16105 LD-carboxipeptidasa WP_188005497.1
RS16125 Proteina con dominio DNRLRE WP_188005501.1
RS16140 HNH endonucleasa WP_188005504.1
RS16145 Sistema toxina-antitoxina tipo Il RelE/ParE =~ WP_188005505.1
RS16150 Proteina lazo-hélice-hélice CopG WP_188005506.1
RS16155 Proteina de la familia YolD-like WP_188005507.1
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RS16165 Proteina de la familia SMI1/KNR4 WP_188005508.1
RS16175 [-cetoacil-ACP sintasa 3 WP_188005510.1

Entre ellos, podemos destacar algunos genes cuya funcién hipotética es de
posible interés; el gen HNY42_RS16105 contiene un dominio LD-carboxipeptidasa
que codifica un tetrapéptido involucrado en el reciclaje de peptidoglicano (PG). El
gen HNY42_RS16150 codifica una toxina ParE de tipo II del sistema toxina-
antitoxina RelE/ParE, que consiste en una toxina estable y una antitoxina pequena
y labil. Bajo condiciones desfavorables, la antitoxina es degradada, llevando a la
activacion de la toxina y provocando una parada del crecimiento, y posiblemente
la muerte programada. El gen HNY42_RS15810 codifica una proteina ComEC que

podria estar involucrada en competencia natural tardia.

2.2. Comparacion gendmica de Exiguobacterium sp. Helios y E.

sibiricum 255-15

Como ya se ha comentado, la cepa mas cercana genéticamente a Helios
segun el arbol filogenético es E. sibiricum 255-15, que fue aislado del permafrost
siberiano (Rodrigues et al., 2006). El genoma de E. sibiricum 255-15 consiste en
un cromosoma de 3.040.786 pb (n? de acceso CP001022) y dos plasmidos:
pEXIGO1 de 4,8 kb y pEXIGOZ de 1,7 kb (n? de acceso CP0O01023 y CP001024,

respectivamente).

Con estos datos se realiz6 un alineamiento de los genomas de E. sibiricum
255-15 y Exiguobacterium sp. Helios con el objetivo de obtener valores
estadisticos de la similitud entre ellos (Figura R1.6). La alineacion se llevé a cabo
mediante las herramientas en linea del grupo del Dr. Konstantinidis (Rodriguez-R
& Konstantinidis, 2016) que realizan el analisis de identidad media de nucleo6tidos
(ANIm) y de identidad media de aminoacidos (AAIm). El analisis a dos bandas
mostr6 un 89,75% de ANI (A) y un 95,04% de AAI (B) entre Helios y E. sibiricum,
lo que las sitia en el limite de especie establecido por (Rodriguez-R &

Konstantinidis, 2014), que determina que la mayoria de las especies comprenden
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organismos que comparten un 95% de ANI entre ellos. Por lo tanto, aunque ambas
cepas son muy cercanas genéticamente y ofrecen la posibilidad de comparar sus

genomas, no puede considerarse que pertenezcan a la misma especie.
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Figura R1.6. Alineamiento de los genomas de E. sibiricum 255-15y Exiguobacterium
sp. Helios. A. Analisis de identidad media de nucle6tidos (ANIm). B. Andlisis de identidad
media de aminoacidos (AAIm).

Por otro lado, se realizé un alineamiento con la herramienta de andlisis
gendmico Mauve con varias cepas del Clado I del género Exiguobacterium y el
resultado revelé que Exiguobacterium sp. Helios comparte una organizaciéon
gendmica similar a la de las cepas de E. sibiricum, E. antarcticum B7 y E. undae
(Figura R1.7). El alineamiento divide los genomas de estas 4 especies en tres

bloques colineales locales o LCB (Locally Collinear Block) que determinan zonas
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de homologia entre los genomas. La identidad de estos bloques se muestra en la
Tabla R1.3, donde se puede observar que la mayor parte del genoma de las 4 cepas
(2,6 Mb de media) se encuentra recogido en la zona de homologia LCB1, cuya
identidad asciende al 70,3%. Se puede observar ademdas que la organizacion
genomica de Helios y E. sibiricum 255-15 es muy similar. Sin embargo, también se
puede comprobar que algunas regiones en el genoma de Exiguobacterium sp.
Helios no se encuentran en el genoma de E. sibiricum, de acuerdo con el

alineamiento Mauve y con la herramienta de alineamiento basico Blast del NCBI.

Entre los genes que no se pueden encontrar en E. sibiricum 255-15 pero si
en la cepa Helios (Anexo 1), destaca la existencia del cluster HNY42_RS07465-
HNY42_RS07515 que contiene los genes responsables de la sintesis del sideréforo
petrobactina. Este grupo de genes también se detecta mediante la herramienta
antiSMASH (Blin et al., 2023), que muestra la elevada similitud con clisteres de
otros Exiguobacterium y varios tipos de Bacillus (Figura R1.8). Los sider6foros son
moléculas quelantes de hierro de uso extendido en agricultura para promover el
crecimiento de plantas o prevenir ciertas enfermedades, y existen diversos
ejemplos de microorganismos productores de sideréforos que se han empleado
con este fin, como Pseudomonas (Hofte et al., 1991), Brevibacillus brevis (Sheng et

al., 2020) o B. subtilis (Larkin, 2020).

Los dos genes que forman un operén HNY42_RS07660-HNY42_RS07700,
codifican proteinas de la envuelta de esporas y podrian estar involucrados en la
tolerancia a la desecacién. El gen HNY42_RS08215 codifica una cupina, también
llamada proteina de almacenamiento de la semilla, que suele servir de reserva
biolégica de aminoacidos y metales. El dominio conservado de este gen, que
comprende una estructura de barril beta de seis hebras, se encuentra

habitualmente en el filo Firmicutes.
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Tabla R1.3. Datos estadisticos de los LCBs resultado del alineamiento Mauve.

Identidad por pares Sitios de identidad Longitud media
LCB1 70,3 % 53,3 % 2.666.696 pb
LCB 2 77,3 % 63,1 % 249.515 pb
LCB 3 70,2 % 58,1 % 83.375 pb

Exiguobacterium sp. Helios (HNY42_RS07465-HNY42_RS07515)
L Jeeees———g 4 e S S Y —

NZ_LR732312 (870880-884214): Exiguobacterium sp. 9Y 1solate Exiguobacterium s... (100% of genes show similarity), sic
dEEEET S EHEED EE 0 5 eEs o >

NZ_KK211190 (1831330-1844661): Exiguobacterium sibiricum 7-3 P402DRAFT scaffo... (100% of genes show similarity)
L [eeeee——g 4 e s S0 S—9

NZ_KK211188 (1956773-1970104): Exiguobacterium undae 190-11 P399DRAFT scaffol... (100% of genes show similarity
L |[Eeee——— 4 S S—— S0 S—

NZ_KK211187 (1955657-1968988): Exiguobacterium undae DSM 14481 P397DRAFT scaf... (100% of genes show similar
L jisaas———g 4 S e S Y S—7

NZ_CABJAC010000001 (1533680-1547011): Bacillales bacterium 1solate MGYG-HGUT-... (100% of genes show similar
NG S D I o eE o>

NZ_CP022236 (1153337-1166671): Exiguobacterium sp. N4-1P chromosome (100% of genes show similarity), siderophore
GG SO opE o >

NZ_CP033043 (3505488-3518984): Metabacillus litoralis strain Bac94 chromosome... (81% of genes show similarity), side
CGEEECGEEEE (S B o > om0 C )

NZ_KV917371 (673324-686841): Metabacillus halosaccharovorans strain DSM 25387... (81% of genes show similarity), s1
4GS D D S e e )

NZ_FNJU01000002 (501783-515285): Bacillus salsus strain IBRC-M10078, whole ge... (81% of genes show similarity), su
dEEECGEEEE O S BN T TEs > Jd

NC_013791 (192087-205178): Bacillus pseudofirmus OF4, complete sequence (69% of genes show similarity), siderophore
Do B D DOy T/ o

Figura R1.8. Alineamiento del claster de biosintesis del sideréforo petrobactina de
Exiguobacterium sp. Helios con los 10 clisteres homaélogos de mayor identidad. Se
muestra el nimero de acceso, localizacion del grupo de genes en el genoma, nombre de

especie y porcentaje de genes que muestran similitud en el cluster.

Respecto al catabolismo de carbohidratos, Exiguobacterium sp. Helios
contiene 38 glucosidasas, 22 glicosiltransferasas, 1 polisacarido liasa, 3
carbohidrato esterasas, y 12 proteinas de la familia CBM (carbohydrate-binding

module), segun la base de datos CAZy (http://www.cazy.org/). La familia CBM se

caracteriza por una secuencia de aminoacidos contigua dentro de una enzima

114


http://www.cazy.org/

VI. RESULTADOS. Capitulo 1

activa con un pliegue que tiene actividad de union a carbohidratos. El nimero de
enzimas que degradan, modifican o crean enlaces glicosidicos encontradas en E.
sibiricum es ligeramente mas bajo, siendo de 26 glucosidasas, 20
glicosiltransferasas, 1 polisacarido liasa, 3 carbohidrato esterasas y 11 proteinas

CBM.

Otra diferencia genémica relevante es que Exiguobacterium sp. Helios no
posee un sistema CRISPR-CAS como el que presenta E. sibiricum codificado por los
genes EXIG_RS00985-EXIG_RS1015 (Anexo 2). Este mismo sistema esta presente

en otras cepas relacionadas como E. profundum.

Finalmente, el genoma de E. sibiricum contiene 27 transposasas que no
estdn presentes en la cepa Exiguobacterium sp. Helios. Un numero bajo de
transposasas es beneficioso para su uso como chasis biotecnolégico robusto, ya
que las transposasas plantean una desventaja desde el punto de vista
biotecnolégico para los organismos debido a que la especificidad de secuencia de
las inserciones por transposicion es normalmente baja, y las transposiciones

pueden alterar genes vitales (Darmon & Leach, 2014).

3. Estudio de las poliextremofilias de Exiguobacterium sp. Helios
3.1. Crecimiento en diferentes condiciones de temperaturay

pH

Un aspecto interesante de las bacterias extremofilas es la posibilidad de
cultivarlas en rangos de temperatura muy amplios. Se midi6 la DOsoonm de cultivos
de Exiguobacterium sp. Helios tras varios dias de crecimiento a 4°C, 20°C, 30°C y
37°C en medio LB (Figura R1.9.A). Pese a que en general el crecimiento bacteriano
es mas lento cuanto mas baja es la temperatura, se observé que la cepa Helios
alcanza una DOeoonm cercana a 8 cuando se cultiva a 4°C después de 24 h de cultivo.
Se selecciond la temperatura de 30°C como la temperatura idénea para los cultivos
de rutina. Aunque a 20°C alcanza una DOsoonm mas elevada, la fase exponencial se

alcanza antes a 30°C y esto resulta mas conveniente para el resto de los ensayos.
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Para temperaturas mayores de 37°C, se realizaron las pruebas en medio sélido
debido a limitaciones técnicas y para evitar también la excesiva pérdida de agua
en el cultivo. Se comprob6 que Exiguobacterium sp. Helios es capaz de crecer a

420°C en medio s6lido (Figura R1.9.B).

Aunque el rango de temperatura de crecimiento para Exiguobacterium sp.
Helios se sitia entre 4°C y 42°C, seguin lo observado previamente en este género
(Vishnivetskaya et al., 2009), es posible esperar que Helios sea capaz de resistir
temperaturas bajo cero como las registradas en las muestras de permafrost de
donde se aislo E. sibiricum (Vishnivetskaya et al., 2006) o temperaturas elevadas
en condiciones de desecacidon como las registradas de media en las placas solares

de las que se aislé, que alcanzaron los 51°C (Dorado-Morales et al., 2016).

A B
H 4°C [0 20°C EE 30°C E 37°C
10 4
e
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E /
= /
o 17
a
g \ N
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0 24 48 72 96

Tiempo (horas)

Figura R1.9. Crecimiento de Exiguobacterium sp. Helios a diferentes temperaturas.
A. Curvas de crecimiento a 4°C, 20°C, 30°C y 37°C en LB. La grafica presenta el promedio
de DOgoonm correspondiente a tres réplicas bioldgicas junto con la desviacidn estandar. Se
parte de un indculo inicial de DOgoonm=0,1. B. Fotografia de crecimientos en placa de
Exiguobacterium sp. Helios a 42°C tras dos dias.

Asi mismo, la resistencia a las variaciones de pH también es un factor
interesante para el uso biotecnoldgico de una cepa y una caracteristica de algunas
cepas extremdfilas. Se ajusto el pH del medio LB afiadiendo HCl o NaOH hasta
conseguir unos valores de pH de 3, 5, 9 y 11, y posteriormente observar el

crecimiento de la cepa Helios en ese medio, utilizando como controles las especies
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E. sibiricum y E. antarcticum (Figura R1.10). Las tres especies crecen bien a pH 7,5

y 9, incluso llegan a crecer significativamente a pH 11. Se midi6 el pH final de los

cultivos y se observo que en el caso de los cultivos a pH 9 y 11, éste descendia a

pH 8y 8,5, respectivamente.

Sin embargo, tan solo Exiguobacterium sp. Helios y E. sibiricum fueron

capaces de crecer a pH 5, y ninguna de ellas crecié a pH 3. Se han observado rangos

de pH de crecimiento similares al de Helios y E. sibiricum en varias especies del

género pertenecientes al Clado Il empleadas parala produccién de enzimas a nivel

industrial (Kasana & Pandey, 2018).

Exiguobacterium sp. Helios
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Figura R1.10. Crecimiento a diferentes pH. Curvas de crecimiento en LB a diferentes
pHs. La grafica presenta el promedio de DOsgponm correspondiente a dos réplicas bioldgicas.

Se parte de un inéculo inicial de DOgoonm=0,1.
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3.2. Crecimiento en condiciones de estrés osmaotico

Uno de los aspectos mas estudiados del género Exiguobacterium y un factor
muy importante a tener en cuenta para el crecimiento de microorganismos en la
industria biotecnolégica es la resistencia al estrés osmotico, mas concretamente
la resistencia a la sal. Para comprobar la resistencia de Exiguobacterium sp. Helios
a la presencia de sal en el medio de cultivo, se cultivo la cepa Helios en
concentraciones crecientes de NaCl en medio LB, partiendo de 10 g-L-1, que es el
contenido de sal del medio LB. La Figura R1.11.A muestra que Exiguobacterium sp.
Helios puede crecer a concentraciones de hasta 70 g-L-1 de NaCl como otras cepas
del género Exiguobacterium pertenecientes al Clado I . Las cepas del Clado I son
moderadamente resistentes al estrés salino a diferencia de las cepas del Clado II

que pueden soportar concentraciones de hasta 150 g-L-1.

A. NacCl B. PEG 6000
-1
10gLt = 20gL?! 40gL" = 60gL! LB 10% - 30%
(control) o 3 g'L-l 50 g‘L»l - 70 g'L-l (control) _o_ 20% o 35%
10 4 10 1

lOg DO 600 nm

: ¥ T T | 0.1+ T T T T T ]
0 6 24 48 72 0 4 8 12 16 20 24

Tiempo (horas) Tiempo (horas)

Figura R1.11. Efecto del estrés osmaético en el crecimiento de Exiguobacterium sp.
Helios. A. Efecto de la concentracion de NaCl en el medio. Como control se utiliz6 el
crecimiento en medio LB que tiene 10 g L-! de NaCl. B. Efecto de la concentracion de PEG
6000 en el medio. Como control se utilizo6 el crecimiento en medio LB sin PEG. Las
graficas representan el promedio de DOsoonm correspondiente a tres réplicas biologicas
junto con la desviacién estandar.
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El mismo procedimiento se sigui6 para determinar la resistencia de
Exiguobacterium sp. Helios al estrés osmotico provocado por el polietilenglicol
(PEG), compuesto muy utilizado industrialmente que en disolucién acuosa simula
el estrés matricial. Por ello se cultivé Exiguobacterium sp. Helios en medio LB con
concentraciones crecientes de PEG 6000. La Figura R1.11.B muestra que

Exiguobacterium sp. Helios puede crecer en un medio con 35% de PEG 6000.

Para calcular a qué actividad de agua (aw) equivale un 35% de PEG 6000 se
realiza una aproximacion basada en los datos obtenidos por Eliassi et al. (1999),
donde se mide la actividad de agua en una gran variedad de soluciones acuosas de
PEG empleando un osmémetro de presidon de vapor. En dicho trabajo se postula
que los datos experimentales obtenidos se ajustan a una ecuacién de tercer grado
[3], con respecto a la fracciéon de masa de agua, wi. Los coeficientes de dicha

ecuacion junto con su porcentaje de desviacion se muestran en la Tabla R1.4.

al = aW13 + bW12 + cwWq + d [3]

Tabla R1.4. Coeficientes de la ecuacion 3 para soluciones de PEG 6000 a varias
temperaturas. Datos tomados de Eliassi et al. (1999).

T (°C) a b c d ARD%:?
PEG 6000
35 0,3992 -11,921 11,920 0,6009 0,00
45 -0,4397 11,361 -0,9518 12,554 0,01
55 0,2723 -0,8177 0,8216 0,7239 0,01
65 0,4086 -11,696 11,202 0,6408 0,00

a Desviacion porcentual absoluta (absolute percentage deviation, ARD%).

Por lo tanto, si se tienen en cuenta los datos de la tabla obtenidos a 35°C (la
mas cercana a nuestras condiciones de laboratorio) y se trasladan a la ecuacion
[3], la actividad de agua correspondiente a una concentraciéon del 35% de
PEG6000 en solucién acuosa es aproximadamente del 0,982. Este valor queda
lejos de la actividad de agua registrada en el permafrost del que se aisl6 la especie

E. sibiricum, que descendia hasta 0,90 (Ponder et al., 2008).
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3.3. Crecimiento en presencia de metales y metaloides

Las bacterias capaces de resistir condiciones climaticas extremas a menudo
presentan otras extremofilias como, por ejemplo, la habilidad para resistir
elevadas concentraciones de algunos metales y metaloides téxicos. En este
sentido, se estudi6 la capacidad de Exiguobacterium sp. Helios para crecer en
medio minimo Tris en presencia de varios de estos compuestos. La Tabla R1.5
muestra que Helios tiene una resistencia moderada a algunos metales y

metaloides, especialmente selenito y arseniato.

Tabla R1.5. Resistencia a metales y metaloides. Se muestran los datos experimentales
de la Concentracién Minima Inhibitoria (MIC) de Exiguobacterium sp. Helios para cada
compuesto.

Metales y metaloides MIC (mM)
NiCl; 1,25
ZnCl, 2,5

K2TeO3 2
K2Se03 40
NaAsO; 1,25
Na3zAsOq 25
CdCl 0,5
AgNOs 0,5
Pb(NO3): 5
CuCly 5
CrCl3 5
CoSO04 10

La resistencia a las especies de arsénico se ha estudiado ampliamente en el
género Exiguobacterium, en el que existen cepas con resistencias muy elevadas, en
torno a 10-20 mM para As(III) y 100-200 mM para As(V) (Castro-Severyn et al,,

2020). Estas concentraciones son muy superiores ala MIC (Concentracion Minima
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Inhibitoria) que presenta Helios, que se encuentra mas cerca de los valores de

resistencia descritos para B. subtilis (Kruger et al., 2013).

La resistencia de Exiguobacterium sp. Helios al selenito fue analizada en
mayor detalle. Cuando la cepa se cultivaba en LB con concentraciones crecientes
de selenito, el cultivo adquiria un color rojizo, sugiriendo una reduccién del
selenito a su forma elemental selenio (Figura R1.12). Exiguobacterium sp. Helios
es capaz de crecer en presencia de hasta 40 mM de selenito en el medio, indicando
que su resistencia es similar a la descrita para las cepas altamente tolerantes al
selenito como Comamonas testosteroni S44 (Zheng et al., 2014), Pseudomonas

moraviensis (Staicu et al., 2015), o Vibrio natriegens .

Control

Figura R1.12, Efecto reductor de selenito a Se(0) de Exiguobacterium sp. Helios. Se
probaron concentraciones crecientes de selenito (0-40 mM) en LB y como control se
empled medio LB sin selenito.

La base molecular de la reduccién bioldgica de selenito a Se(0) no se ha
dilucidado por completo, aunque la hipoétesis establece que el selenito se
internaliza por las células a través de un transportador de sulfato y se reduce a
selenio elemental (de color rojo como se observa en la Figura R1.12) en el
citoplasma . Por este motivo se localizaron diferentes reductasas de selenito

previamente estudiadas en la literatura y se buscaron enzimas homdlogas en el
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genoma de Exiguobacterium sp. Helios. En la Tabla R1.6 se puede observar que la
enzima que presenta mayor similitud es una reductasa de tiorredoxina-disulfuro
(TrxR), i.e., una selenoproteina dependiente de NADPH que desempefia un papel
importante en el mantenimiento del equilibrio rédox celular y que en Bacillus sp.

Y3 es responsable de la reduccidn de telurito a Te(0) (Yasir et al., 2020).

Tabla R1.6. Reductasas de selenito previamente estudiadas en la literatura que
presentan genes homologos en Exiguobacterium sp. Helios.

% homologia con

Enzim f speciey Exiguobacterium sp.  Funcion R
a n? de acceso : a
Helios y n? acceso
Shewanella 0 _
FccA  oneidensis MR-1 26,75% Fudmaiato (Iéloelt:‘)l"
reductasa
AAN54044.1 WP_131502763.1
Enterobacter
cloacae 70206 33,78% Fumarato (Song et
FrdA
WP_013095275. WP_131502763.1 reductasa al,, 2017)
1
Pseudomonas
0 .
GorA  stutzeri TS44 31,10% Gl(llltattlon (szr(ﬁ g;
reductasa al.,
EIK52410.1 WP_188004579.1
Bacillus sp. Y3 73,72% Reductasa v, i o
TrxR c c tiorredoxin al, 2020)
TYO053939.1 WP _131502191.1 a-disulfuro >
Alishewanella sp.
P 40,00% Ferredoxin  (Zhou et
FesR WH16-1
WP_165871659.1 a al,, 2022)

KRS22921.1

La presencia de esta enzima en Exiguobacterium sp. Helios podria explicar
su resistencia a telurito (Tabla R1.5) y la reduccidn de telurito que se observa en
la Figura R1.13, donde se comprob¢ la capacidad de reduccion de telurito a teluro
elemental por las cepas Helios, E. sibiricum y E. antarcticum, siendo la ultima

especie la que menos concentracion de telurito era capaz de resistir y transformar.
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Control 1 mM 2 mM

Exiguobacterium
sp. Helios

E. sibiricum

E. antarcticum

Figura R1.13. Reduccion de telurito a Te(0) por varias especies de Exiguobacterium.
Se estudi6 la reduccidn de telurito en Exiguobacterium sp. Helios, E. sibiricum y E.
antarcticum en LB, empleando como control medio LB sin telurito, y con 1 mM o 2 mM de
KzTeO3.

3.3.1. Produccion de SeNPs

Se ha observado ademas que algunas bacterias vinculan su resistencia a los
oxoaniones de selenio con la produccién de nanoparticulas de selenio (SeNP)
intracelular y/o extracelularmente, dependiendo del mecanismo implicado. Para
estudiar la capacidad de la cepa Helios para producir nanoparticulas a partir de Se
elemental (SeNPs) se observo por microscopia electrénica de transmision (MET)
un cultivo de células de Helios cultivadas en LB con 1 mM de selenito a 30°C. De
esta manera se pudieron fotografiar SeNPs electrodensas producidas por
Exiguobacterium sp. Helios (Figura R1.14.A,B). Estas particulas se analizaron por
EDX (fluorescencia de rayos X por energia dispersiva) (Figura R1.14.C) para
comprobar que aparecia el patron especifico para el selenio. El patrén de
difraccidon electrénica del area seleccionada (SAED) de las nanoparticulas mostré
un halo difuso, lo que indica que el Se presente en las SeNPs estd en su forma
amorfa (Figura R1.14.C, inserto). Se midi6 el tamafio de las nanoparticulas, que

presentaban una forma esférica, y la media fue de 162 + 57 nm (Figura R1.14.D).
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Este anadlisis de las SeNPs representa una prueba de concepto para el desarrollo

de un proceso biotecnolégico de produccién de nanoparticulas de Se bacterianas.
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Figura R1.14. Analisis de la produccion de SeNPs por Exiguobacterium sp. Helios. A
y B. Andlisis por MET mostrando las nanoparticulas producidas por las células
bacterianas. C. Andlisis por EDX de una de las SeNPs del panel A. En el inserto se muestran
los anillos difusos del patréon de difraccion electronica del area seleccionada (SAED) para
esa SeNP. D. Distribucion de tamafios de las SeNPs producidas por Exiguobacterium sp.
Helios obtenida utilizando Image] (N = ndmero de nanoparticulas analizadas).

3.3.2. Inmovilizacion de células de Exiguobacterium sp. Helios

Aprovechando su capacidad de reducir selenito, se planteé una prueba de
concepto para analizar si las células de Exiguobacterium sp. Helios siguen
metabdlicamente activas tras la desecacion. Para ello, se inmovilizaron células de
Exiguobacterium sp. Helios en filtros de celulosa, siguiendo la misma metodologia
que en los ensayos de desecacién, pero concentrando la densidad celular de la
muestra (20 y 40 de DO600nm). Se dejaron en desecaciéon durante 7 dias y tras
ese periodo, se evalu6 si las células podian recuperarse metabélicamente sobre el
filtro, incubandolas con 50 pL de LB con selenito (Figura R1.15.A). A las 24 h se
pudo observar cdmo los filtros habian adquirido el color rojo caracteristico de la

reduccion de selenito a selenio.
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Por otro lado, se realiz6 una prueba de inmovilizacién de las células de
Helios en esferas de alginato. En este caso las células se mantuvieron hidratadas.
Se evalud la actividad de las células inmovilizadas incubandolas con 50 pL de LB
con selenito (Figura R1.15.B). En este caso también se observé el cambio de color

en las primeras 24 h en el interior de las esferas.

Figura R1.15. Inmovilizaciéon de células de Exiguobacterium sp. Helios. (A)
Inmovilizacidn en filtros de celulosa. (B) Inmovilizacion en esferas de alginato.

3.4. Resistencia a radiacion UV

Otra de las caracteristicas que cabe esperar de una bacteria aislada de un
panel solar es su resistencia a altas dosis de radiacion. Para evaluar la resistencia
a la radiacién de Exiguobacterium sp. Helios se emple6 radiacion UV. La dosis de
radiaciéon UV que recibia la placa solar en el momento de obtencién de la muestra
era de 461,3 W-m2, y la dosis media total del dia era de 19,6 kJ-m-2 (Dorado-
Morales et al., 2016). La radiacién UV se puede dividir en radiacion UV-A (320-400
nm), UV-B (280-320 nm) y UV-C (100-280 nm). Para los ensayos se utilizo una
lampara que emitia radiacion UV a una longitud de onda de 254 nm (UV-C). Se
empleé como control positivo D. radiodurans, el modelo bacteriano de resistencia
alaradiacion, de manera que las condiciones utilizadas no afectaron su viabilidad

(Figura R1.16.A), mientras que el control negativo con E. coli DH10B no consiguid
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resistir ala menor de las dosis. Las cepas del género Exiguobacterium consiguieron
resistir a la mayor de las dosis aplicadas, de 1000 J-m2, pero con un descenso
drastico de su viabilidad, presentando E. sibiricum y Exiguobacterium sp. Helios

una supervivencia muy similar (Figura R1.16.B).

A
1000 5
—— D. radiodurans
Exiguobacterium sp. Helios
& E. sibiricum
g
§ —— E. antarcticum
E —=— E. coliDH10B
="
=
w
=3
\\
0.001 * * * 1
0 250 500 750 1000
Dosis UV U/mz)
B
1004
10{ oy
il 3 Exiguobacterium sp. Helios
o 3 E. sibiricum
é 14 W E. antarcticum
2 =&
>
-
& il h
@ 0.14 .
S
0.014
0.001 T

v 52 T T
250 500 750 1000

Dosis UV (J/m?)

Figura R1.16. Resistencia a UV. A. Supervivencia a diferentes dosis de radiacién UV de
las cepas Exiguobacterium sp. Helios, E. sibiricum, y E. antarticum, en comparacion con los
controles E. coli DH10B (control negativo) y D. radiodurans (control positivo). B.
Comparacién de supervivencia de las cepas del género Exiguobacterium. Las graficas
presentan el promedio de tres réplicas bioldgicas junto con la desviacién estandar.
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3.5. Resistencia al estrés hidrodinamico en biorreactor

Para determinar si la envoltura celular mas gruesa de Helios podria ofrecer
alguna ventaja de resistencia al estrés hidrodinamico se realizé un ensayo de
resistencia a dicho estrés en biorreactor, comparando las células de
Exiguobacterium sp. Helios con las células de E. coli W. Ambas cepas se sometieron
a una agitacion de 300 rpm (reactores Ay C) y de 1200 rpm (reactores By D). En
el caso de Helios, se empleé la cepa transformada Exiguobacterium sp. Helios

(pSEVA3b67Rb) (Tabla R1.7).

Tabla R1.7. Condiciones de fermentacion para el ensayo de estrés hidrodinamico.

Condiciones Reactor A ReactorB Reactor C Reactor D
Cepa E. coliwW E. coliW E. sp. Helios E. sp. Helios

(pSEVA3b7Rb) (pSEVA3b7Rb)
Agitacion 300 1200 300 1200
(rpm)

Para la determinacién del estrés hidrodinamico, se evaluaron en varios
tiempos la viabilidad celular, la longitud y morfologia celular. En el caso de E. coli
W, la viabilidad celular del reactor B descendi6 drasticamente respecto a la del
reactor A (Figura R1.17.A), y la longitud de las células aument6 desde el inicio del
experimento, aunque a las 24 h estaba ligeramente por debajo del control del
reactor A (Figura R1.17.B). En cambio, Exiguobacterium sp. Helios (pSEVA3b7Rb)
no perdid viabilidad al aumentar la agitacion en el reactor D, incluso aumento el
numero de unidades formadoras de colonia (UFC-mL-1) a las 24 h respecto al
reactor C (Figura R1.17.A). En cuanto a la morfologia, no se observan
practicamente diferencias entre las células de Helios del reactor C y las del reactor

D (Figura R1.17.B).
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Figura R1.17. Efecto del estrés hidrodinamico en la viabilidad (A) y la longitud
(B) de las células. La viabilidad se expresa en unidades formadoras de colonia por
mililitro (UFC-mL-1). La longitud fue cuantificada con Image]. La grafica (A) presenta el
promedio de tres réplicas técnicas. La grafica (B) representa el promedio y desviacion
estandar de n=60 células por condicién.

Cuando se analiz6 la morfologia de las células al inicio del experimento, a
las 8 h y a las 24 h (Figura R1.18) se observd que E. coli W sufria las
consecuencias de la elevada agitacion, rompiéndose y finalmente agregando
como se muestra en la imagen en los circulos amarillos (Reactor B, 24 h),
mientras que las células del reactor A permanecian enteras y sin agregar. Por
otra parte, Helios mantuvo su morfologia tipica de fase estacionaria sin

alteraciones visibles y sin formar agregados en ambas condiciones.

128



VI. RESULTADOS. Capitulo 1

Tiempo inicial 8 horas 24 horas

Reactor C Reactor B Reactor A

Reactor D

Figura R1.18. Analisis morfol6gico por microscopia éptica de los efectos del estrés
hidrodinamico. Se realizaron fotografias de muestras de los reactores A, B, Cy D a las
0h,8hy24h.
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4. Desarrollo de protocolos de transformacion

4.1. Sensibilidad a antibioticos

Con el objetivo de investigar la susceptibilidad a distintos antibidticos para
llevar a cabo modificaciones genéticas en Exiguobacterium sp. Helios, en primer
lugar, se realizé un ensayo de sensibilidad a los antibi6éticos mas cominmente

empleados en el laboratorio.

Para ello se realiz6 un antibiograma en medio liquido LB observando
durante 48 h el crecimiento de Exiguobacterium sp. Helios en presencia de
concentraciones crecientes de ampicilina, cloranfenicol, espectinomicina,

gentamicina y kanamicina. Los datos obtenidos se resumen en la Tabla R1.7.

Los resultados del antibiograma mostraron que Exiguobacterium sp.
Helios no presenta una gran resistencia a los antibidticos probados. Se observé un
efecto bactericida especialmente potente en presencia de cloranfenicol,
gentamicina y kanamicina, que resulta de utilidad para la selecciéon de plasmidos

para su transformacion.

Tabla R1.7. Evaluacién de la sensibilidad a antibiéticos en Exiguobacterium sp.
Helios. Se muestran los datos de concentraciéon minima inhibitoria (MIC) del crecimiento
para cada antibiético probado.

Antibidticos MIC (pg-mL-1)
Ampicilina 50
Cloranfenicol 5
Espectinomicina 75
Gentamicina 10
Kanamicina 5

130



VI. RESULTADOS. Capitulo 1

4.2. Transformacioén génica mediante electroporacion

4.2.1. Seleccion de plasmidos

Con el objetivo de establecer un protocolo de transformaciéon génica
eficiente, primero se seleccionaron los vectores que se iban a probar con
Exiguobacterium sp. Helios. Teniendo en cuenta que el género Exiguobacterium
pertenece a los Firmicutes, se eligieron plasmidos que ya hubiesen sido empleados

para la transformacién de bacterias de este filo.

La coleccién de plasmidos SEVA es particularmente interesante debido a la
estructura modular e intercambiable que presentan, y pese a que esta
especialmente orientada a su uso en E. coli y Pseudonomas putida, cada vez se esta
ampliando mdas su utilizaciébn a otros tipos de microorganismos, como
cianobacterias, actinomicetos y firmicutes (Garcia-Gutiérrez et al, 2020;
Martinez-Garcia et al.,, 2023). Se eligieron vectores con diferentes origenes de
replicacién, resistencias a antibidtico y cargo. Mas concretamente, se probd
primero el vector pSEVA251, que presenta el gen de resistencia a la kanamicina,
el ori RSF1010, funcional en un amplio rango de huéspedes, y un sitio de clonaje

multiple (MCS) (Figura R1.19.A).

Ademas, se utilizé el vector pSEVA637, que presenta el gen de resistencia a
gentamicina, y aunque su ori pBBR1 no tiene un rango de huéspedes tan amplio,
presenta el gen de expresion de la proteina verde fluorescente (gfp) sin promotor,
que puede ser muy util para la seleccion de mutantesy el estudio de la cepa (Figura

R1.19.B).

Por ultimo, se selecciond un plasmido de la coleccion SEVA-sib (sibling), el
pSEVA3b67, que no sigue los mismos criterios de estandarizacion que el resto de
los plasmidos SEVA. Este presenta el gen de resistencia a cloranfenicol (cat), un
ori pUC y un ori pTHT15 para su uso en E. coli y B. subtilis como vector satélite y el
gen de expresion de la proteina roja fluorescente (mrfp) bajo el control del
promotor Pveg. Este es uno de los promotores constitutivos mas fuertes de B.

subtilis (Willenbacher et al., 2016) (Figura R1.19.C).
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Figura R1.19. Plasmidos SEVA seleccionados para la electroporacion de
Exiguobacterium sp. Helios. Se representan esquematicamente los plasmidos
pSEVA251 (A), pSEVA637 (B) y pSEVA3b67Rb (C). En naranja se muestra el origen de
replicacion, en azul el gen de resistencia a antibidtico y en rosa el cargo. TO y T1:
terminadores independientes de fago lambda. P,.;: promotor procedente de B. subtilis.
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Ademas de la coleccion SEVA, se seleccion6 también el vector de expresion
pRCR12 (Mohedano et al., 2015), empleado repetidamente para la modificacién
genética de firmicutes, como Lactococcus lactis y otras bacterias acidolacticas
(LAB), que presenta el gen de resistencia a cloranfenicol, el replicon pSH71 y el
gen mrfp que codifica la proteina mCherry bajo el control del promotor Px de
Streptococcus pneumoniae que permite una rapida deteccion del plasmido (Figura
R1.20). A la hora de manipular este tipo de plasmidos es importante tener en
cuenta que son termosensibles, de forma que a temperaturas mayores de 30°C

pueden sufrir mutaciones y pérdida de pequefios fragmentos de su secuencia.

DRCR12 | |
\ 4,334 bp .'5‘("

Figura R1.20. Plasmido pRCR12 empleado en firmicutes seleccionado para la
electroporacion de Exiguobacterium sp. Helios. Se representa esquematicamente el
plasmido pRCR12. En naranja se muestra el origen de replicacidn, en azul el gen de
resistencia a antibiético, en verde el promotor y en rosa el cargo.

4.2.2. Establecimiento de las condiciones de electroporacion

Una vez seleccionados los plasmidos, se estudi¢ la fase de crecimiento y los
tratamientos idoneos para la preparacion de las células electrocompetentes. Para
ello, se seleccionaron en la bibliografia protocolos de transformacién para

bacterias similares a Helios, como B. subtilis (Brigidi et al., 1990; Zhang et al.,
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2015), otras Gram positivas como Rhodococcus (Guevara et al., 2019) y algunas
bacterias de uso comun en el laboratorio como E. coli (Sambrook & Russell, 2001).
Los parametros estudiados y las condiciones con mejores resultados para cada

caso se resumen en la Tabla R1.8.

Tabla R1.8. Parametros optimizados en la electroporacion de Exiguobacterium sp.
Helios.

Parametro Variantes Mejor condicion
o Exponencial _ _
Fase de crecimiento ) . Estacionaria
Estacionaria

Sacarosa 300 mM
Lavado del cultivo Glicerol 10% Agua destilada estéril

Agua destilada estéril

Concentracion de

ADN 10ng 0,5pg 1 ug 2 ug 1pg

400 Q, 25 pF, 2500V

200 Q, 25 pF, 2500V 200 Q, 25 puF, 2500V
200 Q, 25 pF, 2000V

Intensidad de
electroporacion

Tampén PEB

Uso de Sacarosa 300 mM
estabilizadores Glicerol 10%

osmoticos y sales Glicerol 10%

Tampo6n MSG

LB
Medio de LBSP LB
recuperaClon

sOC
Tiempo de 1h,2h 6h 2h
recuperacnon

Brigidi et al. (1990) describieron las condiciones que ofrecian una mayor
eficacia para la transformacion de B. subtilis PB1424 (cepa derivada de la cepa
168) por electroporacidn. Para ello, empleaban el tampon PEB (sacarosa 272 mM,

MgClz 1 mM, fosfato potasico 7 mM (pH 7,4)) para lavar los cultivos obtenidos a
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una DOesoo = 0,6. En este trabajo, determinan que la eficiencia de transformacién
es 10 veces mejor utilizando el tampon PEB que otro similar que contiene HEPES
en lugar de fosfato potasico. También comprueban que las condiciones de
electroporacion con las que obtienen mayor eficiencia son 200 €, 25 uF y 6250V,
empleando 0,5 pg de ADN. Por limitaciones técnicas no se pudo probar el voltaje
que proponia el articulo, por lo que se utilizé el maximo voltaje que permite el

electroporador utilizado (2500 V).

Siguiendo estas pautas se prepararon células electrocompetentes de
Exiguobacterium sp. Helios y se electroporaron con cada uno de los plasmidos
seleccionados en el apartado anterior. Como resultado de esta prueba no se
obtuvo ningun transformante para ninguno de los plasmidos probados. Los
controles de electroporacién fueron positivos, con una supervivencia de ~103
UFC-ugt de ADN, por lo que el tampo6n PEB no es perjudicial para las células, pero

tampoco mejora el proceso de electroporacion.

En el caso del protocolo de electroporacion para B. subtilis ZK8, Zhang et al.
(2015) proponen utilizar el medio de cultivo LBSP (medio LB suplementado con
sorbitol 0,5 M, K2HO4 0,05 M, KH204 0,05 M). Ademas, proponen recoger las células
en la fase exponencial de la curva de crecimiento, en torno a una DOgoonm = 0,7-1,0
(habitualmente DOsoonm = 0,85) y someterlas a un tratamiento debilitador de la
pared celular de 1 h con una mezcla de glicina al 0,75%, treonina al 1% y Tween
80 al 0,07%, y utilizar el tamp6n de electroporaciéon MSG (sorbitol 0,5 M, manitol
0,5 M y glicerol al 10%). Para el pulso eléctrico comprobaron que las condiciones
Optimas fueron 20 kV-cm-1, (200 Q, 25 pF, 2000 V) y para la recuperacion
emplearon el medio LBMS (medio LB suplementado con manitol 0,5 M y sorbitol

0,5 M).

Primero se comprob6 que Exiguobacterium sp. Helios era capaz de crecer
en los medios de cultivo LBSP y de recuperaciéon LBMS, y también se comparo el
crecimiento con controles crecidos en LB. Por lo tanto, se hizo un seguimiento del
crecimiento de Helios en cultivos liquidos con medio LB, LBSP y LBMS, y se
observo que el cultivo alcanzaba densidades Opticas algo mas bajas en medio

LBSP, y que en medio LBMS no era capaz de crecer (Figura R1.21). Por este motivo
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se descart6 el medio LBMS como medio de recuperacion, pero se prob6 el medio
LBSP como medio de crecimiento para células electrocompetentes. Sin embargo,
ni el medio de cultivo LBSP, ni el uso del tratamiento debilitador, ni el tampén de
electroporacion MSG ofrecieron resultados positivos, ya que la viabilidad de las

células descendid hasta casi no tener células viables antes de la electroporacion.
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Figura R1.21. Crecimiento de Exiguobacterium sp Helios en los medios de
crecimiento y recuperacion propuestos por (Zhang et al.,, 2015).

Dado que el protocolo optimizado para B. subtilis no dio buen resultado, se
decidi6 probar con los protocolos de electroporacion empleados para P. putida o
E. coli (Sambrook & Russell, 2001). Para ello, se lavo varias veces un cultivo de LB
de 20 mL en fase exponencial (DOs0onm=0,6) 0 en fase estacionaria (DOeoonm=6) de
Exiguobacterium sp. Helios con una soluciéon fria de sacarosa 300 mM, una de
glicerol al 10% o agua destilada estéril. Para la transformacién se utilizaron 0,5, 1
0 2 pgde ADN y se fijaron los parametros de electroporaciéon que suelen emplearse
para E. coli (200 Q, 25 pF, 2500 V). Como medio de recuperacion se emplearon

medio LB o medio SOC, y se recuperaron las células al transcurrir 1 h, 2 h, 0 6 h.

En esta ocasion se obtuvieron colonias tras la electroporacién tanto en el
caso del glicerol al 10% como en el caso del agua destilada estéril, para los
plasmidos pRCR12 (Figura R1.22) y pSEVA3b67Rb, al recuperarlas en medio LB

(ninguna colonia apareci6 en las transformaciones recuperadas en medio SOC). Se
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realizaron varios intentos con estas condiciones y el nimero de colonias obtenidas
oscilaba entre 2 y 30 UFC-pg! de ADN. Tras varias pruebas se ajust6 también la
concentracion 6ptima de cloranfenicol a 10 pg-mL-1. Para ambos plasmidos, el
pRCR12 y el pSEVA3b67RDb, se obtuvieron colonias de Exiguobacterium sp. Helios
recombinantes que presentaban un fenotipo rojo o rosado, indicando que el gen
mrfp se estaba expresando (Figura R1.22). Ademas, se comprobdé que las células
de Exiguobacterium sp. Helios transformadas con estos plasmidos podian
observarse mediante microscopia de fluorescencia, como se muestra en la Figura

R1.23 al visualizar los recombinantes del plasmido pSEVA3b67Rb.

Figura R1.22. Transformacion de Exiguobacterium sp. Helios con pRCR12. Cultivo en
placa de LB+Cm20 de Exiguobacterium sp. Helios transformado con el plasmido pRCR12
expresando la proteina mCherry comparado con un cultivo de Helios sin plasmido (cepa
silvestre) en placa de LB.

E. coliDH10B Exiguobacterium sp. Helios
pSEVA3b67Rb pSEVA3b67Rb

Figura R1.23. Transformacién de Exiguobacterium sp. Helios con el vector
pSEVA3b67Rb. Se observa al microscopio 6ptico por contraste de fases (arriba) y por
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fluorescencia (abajo), cultivos de E. coli DH10B y Exiguobacterium sp. Helios
transformados con el plasmido pSEVA3b7Rb expresando la proteina mRFP1.

4.2.3. Desarrollo de un protocolo de modificacion cromosémica

Tras establecer las mejores condiciones de electroporacion para
Exiguobacterium sp. Helios con vectores de expresion, se plante6 como siguiente
objetivo conseguir un protocolo de insercidon o delecion de genes. Para ello, se
siguieron dos estrategias: i) la construccion de plasmidos modulares SEVA siblings
siguiendo el modelo planteado para Bacillus subtilis (Radeck et al.,, 2017) y ii) la
sintesis de un vector basado en el plasmido pK18mob que permitiese realizar
primero una prueba de concepto de integracién génica en el cromosoma y que a

su vez sirviese para insertar genes de interés en nuestra cepa.
4.2.3.1. SEVAsiblings

Los “Bacillus SEVA siblings” son un conjunto de herramientas de clonaje
desarrollados para B. subtilis basados en la tecnologia Golden Gate (Radeck et al,,
2017) que ofrecen una libreria de plasmidos. Utilizando esta tecnologia, podemos
construir un vector integrativo para la modificacion genética de Exiguobacterium
sp. Helios. Siguiendo el ejemplo descrito para B. subtilis, se disefi6 un vector para
la integracion en el genoma en el gen de la a-amilasa de Helios (HNY42_RS05345,
amyS), que no afecta al metabolismo primario y permite un sistema de seleccion
basado en la pérdida de capacidad de degradacién del almidén al interrumpir el

gen por insercion.

El primer paso fue comprobar que el gen era funcional y que servia para la
seleccion de los candidatos de insercion, por lo que se prepararon placas de LB
suplementadas con un 1% de almidén, se inocularon con cultivo de
Exiguobacterium sp. Helios con una concentraciéon de 100-102 UFC-mL-! y se
revelaron al dia siguiente con Lugol. Al revelar las placas aparecia un halo
alrededor de cada colonia que indicaba la capacidad de la cepa Helios para
degradar el almiddn y, por tanto, indicaba que el gen amyS era funcional (Figura

R1.24).
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Figura R1.24. Ensayo de degradacion de almiddn. A. Placas de LB + almidén 1% con
diferentes diluciones de cultivo de Exiguobacterium sp. Helios, reveladas con Lugol para
revelar los halos donde el almidén ha sido degradado. B. Detalle del mismo ensayo en el
que se observan claramente los halos alrededor de cada colonia.

Después de comprobar que el gen amysS sirve como sitio de insercidn, se
disefiaron las zonas de identidad que se incluirian en el vector final. Estas zonas
son fragmentos de secuencia aguas arriba (up) y abajo (down) del gen amysS, que
se amplificaron por PCR utilizando unos oligonucledtidos especialmente
disefiados para su posterior ligacién por Golden Gate con la enzima Bsal (Figura
R1.25.A). Los productos de PCR fueron clonados como paso intermedio en un

vector pTOPO para favorecer la digestion de los fragmentos.

Por ultimo, se seleccionaron los plasmidos de entrada que iban a servir de
base para el vector final. Para ello, se necesitaba un vector “cargo”, que incluia el
modulo de integracidn (resistencia a antibiotico para la cepa Helios), y un vector
“de destino”, que incluia la maquinaria de replicacidn y resistencia de antibidtico
para E. coli; en este caso, se eligieron los vectores pBSc243C (lacZa*-pUC18 MCS,
catR) y pBSd141R (mRFP1, ampR, ori pRO1600/ColE1) (Figura R1.25.B).
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Figura R1.25. Construcciéon del vector pBS para la integracion en el gen amyS de
Exiguobacterium sp. Helios. A. Amplificacion de los fragmentos de homologia para la
insercién en el gen amyS de Exiguobacterium sp. Helios. B. Esquema general extraido de
Radeck et al, 2017, que muestra el ensamblaje por Golden Gate. C. Vector final
pBS143amysS disefiado para Exiguobacterium sp. Helios. Se indica con una linea negra el
modulo de integracion del vector.
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Como resultado de la reaccién se esperaba obtener un vector final,
denominado pBS143amysS, que contenia la maquinaria de replicacién y resistencia
a antibiotico para E. coli, zonas de homologia para el gen amyS, resistencia a
antibidtico para Helios y un cargo, que en este caso es el gen lacZa (Figura
R1.25.C). Tras la transformacion y seleccion en placas de LB con ampicilina, se
obtuvieron colonias de E. coli DH5a azules (83%), rojas (15%) y blancas (2%)
(Figura R1.26.A). Las colonias blancas y rojas se descartaron por ser religados de
los vectores de entrada, y se seleccionaron las colonias azules que debian contener
el vector final correcto. Se comprob6 por PCR que el médulo de integraciéon
estuviese completo utilizando los oligonucleétidos que sugieren en la publicacién

(TM3782 y TM3783) (Figura R1.26.B) y se confirmo por secuenciacion.

Una vez conseguida la construccion deseada, se realizaron varios intentos
de transformacion en Exiguobacterium sp. Helios, siguiendo el protocolo de
electroporacion establecido en el apartado de Resultados 4.2.2. Para ello se sigui6
la recomendacion del articulo de Radeck et al. (2017) y se linealiz6 el plasmido
por digestion con la enzima Apal como paso previo a la electroporacion. Se probo
la transformacion con la forma linealizada y la forma circular del vector
pBS143amysS, pero ninguna dio resultados positivos. Esto puede deberse a la baja
eficiencia del protocolo de electroporaciéon o a que no se esté produciendo la

recombinacion en el cromosoma.

o
- 0
o ®
o
-
N
w

SRR

Figura R1.26. Seleccion de candidatos positivos para el vector pBS143amysS. A.
Fotografia de las colonias obtenidas tras la transformacién en E. coli DH5a. B. Gel de
agarosa de la PCR de comprobaciéon de 6 de las colonias candidatas, con un control
positivo (pBSd141R) y un control negativo (sin plasmido).
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4.2.3.2. Vector pK18mob

Con el objetivo de realizar otra prueba de concepto de integracion génica
en el cromosoma, se disefié un vector basado en el plasmido pK18mob con zonas
de homologia para la integracion en el mismo gen amyS de Exiguobacterium sp.
Helios empleado anteriormente. Estas zonas de homologia flanqueaban el gen
mrfp y el sitio de clonaje multiple del vector pSEVA3b7Rb (Figura R1.27), con el
que ya se habian conseguido resultados positivos, de forma que se pudiese seguir
facilmente su integracion a la vez que sirviese para insertar genes de interés en

nuestra cepa.

Para esta nueva construccion se optd por la sintesis del plasmido por parte
de la empresa GenScript, tanto para evitar errores en la ejecucion como para
agilizar el clonaje. La transformacién en Helios se llevé a cabo por electroporacion,

pero tras varios intentos no se consiguié ningun resultado positivo.

Sitio CAP
= ‘ Operon lac

<
Promotor lac 2

oriT & /MCS

pveg

pK18amyCherry
4,695 bp

Figura R1.27. Construccion del vector pK18amyCherry para la integracion en el gen
amyS de Exiguobacterium sp. Helios. Se indican en verde las zonas de homologia aguas
arriba (up) y abajo (down) del gen amyS, en rosa el cargo (MCS y mCherry), en azul el gen
de resistencia a antibiotico (kanamicina) y en naranja el origen de replicacion (pUC). Pyeg:
promotor procedente de B. subtilis.
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4.3. Transformacioén génica mediante conjugacion

Una vez visto que los resultados obtenidos para la transformacién por
electroporacion eran buenos pero mejorables (ver seccidon 4.2.2), se traté de
abordar la transformacién por conjugacion biparental (sin que sea necesaria cepa
auxiliar). Para ello se emplearon dos cepas donadoras de E. coli S17Apir (que tiene
funciones de transferencia conyugal integradas cromosémicamente) y MDFApir
(Qque es igual que la S17, pero presenta una auxotrofia para el acido

diaminopimélico, DAP, que facilita la seleccion).

Estas cepas contenian el vector de expresion pSEVA3b67Rb, ya que se
conocia que funcionaba en Exiguobacterium sp. Helios y que expresaba la proteina
RFP, lo cual seria de gran ayuda para su seleccién tras la conjugacion. La cepa
receptora siempre fue Helios, aunque se utilizé como variante una cepa de

Exiguobacterium sp. Helios resistente a la rifampicina, para facilitar la seleccion.

Se emplearon cultivos de las cepas donadoras y receptoras en fase
exponencial y estacionaria, se lavaron y concentraron con PBS y se incubaron en
filtros de nitrocelulosa de 0,22 pum colocados en placas de LB en una proporcién
1:1 0/n a 300C. Se resuspendieron estos filtros en 1 mL de PBS y se plaquearon en
diferentes proporciones en placas de LB con el antibidtico o antibidticos de
seleccién (cloranfenicol y/o rifampicina), y en su caso sin la suplementacién de

DAP.

Otra variante de este protocolo consistié en cultivar las cepas en medio
minimo con sacarosa, antibidticos y suplementos, y emplear medio minimo

también para la seleccidn final.

Ninguna de las variantes de los protocolos de conjugacion, que se recogen

en la Tabla R1.9, dio resultado positivo.
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Tabla R1.9. Parametros testeados en la conjugaciéon de Exiguobacterium sp. Helios.

Parametro Variantes
Fase de crecimiento Exponencial
Estacionaria
Lavado del cultivo PBS
Medio de cultivo LB
Mé63+sacarosa
Cepa receptora Exiguobacterium sp. Helios

Exiguobacterium sp. Helios RifR

Cepa donadora E. coli S17Apir
E. coli MDFApir
Vector pSEVA3b67Rb
Medio de LB+Cm
recuperacion LB+Cm+Rif
LB+Cm+Rif+DAP
Mé63+sacarosa+Cm

4.4. Transformacion génica mediante competencia natural

4.4.1. Identificacion de genes de competencia natural

Empleando como referencia los genes de B. subtilis subsp. subtilis str. 168
(B. subtilis 168), se detecté en Exiguobacterium sp. Helios la existencia de genes
con alta identidad que podrian conformar una maquinaria de recepcién de ADN
completa, lo que sugiere que esta cepa podria tener la capacidad de adquirir ADN
exogeno del medio. Estos genes de competencia no se encuentran formando un

cluster, sino que estan dispersos a lo largo del cromosoma (Tabla R1.10).

La region HNY42_RS05970-HNY42_RS05985 codifica proteinas homodlogas
a ComGC conocidas por formar pseudopilinas responsables de la unién a ADN
exogeno de cadena doble y algunas proteinas adicionales necesarias para

internalizacion de ADN en Firmicutes, como ComGA y ComGB. HNY42_RS05435 y
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HNY42_RS05440 codifican proteinas homologas a ComEA y ComEC. En
microorganismos Gram positivos, ComEA entrega el ADN de cadena doble a una
proteina que genera ADN de cadena simple, presuntamente una helicasa/nucleasa
AddAB, antes de su internalizacién a través de un poro transmembrana formado

por ComEC.

Tabla R1.10. Genes de Exiguobacterium sp. Helios hipotéticamente involucrados en
competencia. Se muestra el porcentaje de identidad de aminoacidos (% aa).

Locus , Ne
Gen Funcion definida en B. subtilis 168 % aa
(HNY4-2_) aCCeso

Regulador negativo de competencia

clcC/mecB  RS01815 genética clcC/mecB

80,62 P37571.1
Proteina de competencia relacionada con
internalizacion de ADN ComEC/Rec2

RS05215 o . 24,84
comK Factor de transcripcién de competencia P40396.1
RS13920 27,70

comEC  RS05440 28,05 P39695.2

Helicasa/nucleasa ATP-dependiente
AddAB, subunidad B

Helicasa/nucleasa ATP-dependiente
AddAB, subunidad A

Proteina de competencia tardia ComEA,
receptor de ADN

addABb  RS05235 36,23 P23477.2

addABa  RS05240 40,87 P23478.2

comEA  RS05435 37,44 P39694.1
Proteina de competencia tardia ComGA,

comGA  RS05970 acceso del ADN a ComEA

30,68 P25953.2

Proteina de competencia tardia ComGB,

comGB  RS05975 acceso del ADN a ComEA ND
Proteina de competencia tardia ComGC,
comGC  RS05980 acceso del ADN a ComEA ND
mecA1 RS12035 Adaptador proteina MecA 1 42,67 P37958.1
mecA2 RS10860 Adaptador proteina MecA 2 29,29 P50734.1
coiA RS12020 Proteina de competencia CoiA ND

Proteina de competencia F. Proteina YhgH
yhgH RS14090 requerida para la utilizacion del ADN 32,61 P39147.1
como fuente de carbono y energia

Proteina A del operéon ComF,

comF RS14095 transportador de ADN ATPasa.

41,42 P39145.1

Proteina de competencia A inducible por

cinA RS06685 ~
dafio

46,68 P46323.3
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Los genes HNY42_RS05235 y HNY42 RS05240 codifican las proteinas
homologas putativas AddAB. La internalizacion del ADN de cadena simple se
conduce presumiblemente por la translocasa ATP-dependiente ComFA
(codificada por HNY42_RS14095). La proteina homologa RecA que polimeriza en
ADN de cadena simple y promueve una busqueda de homologia a lo largo del
cromosoma esta codificada por el gen HNY42_RS06690. Ademas, hay dos genes,
HNY42 _RS05215y HNY42_RS13920, codificantes del regulador ComK responsable
de activar la expresion de los genes involucrados en la competencia natural en B.
subtilis. Por ultimo, el gen HNY42_RS15810 del pldsmido pMCEX codifica una

proteina ComEC que podria estar involucrada en competencia natural tardia.
4.4.2. Establecimiento de las condiciones de competencia natural

Teniendo en cuenta la presencia de los genes de competencia en
Exiguobacterium sp. Helios, se probaron las condiciones utilizadas en un protocolo
disefiado para B. subtilis DB104 (Vojcic et al., 2012). En este trabajo se inocula una
colonia en el medio SM1 (Tabla M5) durante 14/16 h a 37°C para posteriormente
diluir el cultivo en 10 mL de SM1 a una DOsoonm = 0,5, y crecerlo durante 3 h a 37°C.
Después anaden dos volimenes de SM2 (Tabla M5) y se deja crecer durante otras
2 h. Estos medios minimos con poca fuente de carbono y suplementados con CaClz
inducen la competencia natural por estrés. Se probaron estas condiciones para la
cepa Helios incubando las células con 1 ug de ADN, pero no se obtuvo ninguna

colonia positiva.

También se prob6d un protocolo disefiado para otra bacteria con
competencia natural, Thermus thermophilus (Blesa & Berenguer, 2016). En este
caso parten de un cultivo de DOsoonm = 0,3-0,4, y lo incuban con el ADN durante 4
h, sin necesidad de medios minimos que provoquen estrés en las células. Pese a la

sencillez del protocolo éste tampoco dio ningun resultado positivo.
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1. Resistencia a desecacion o xerotolerancia

Con el objetivo de dilucidar si la xerotolerancia era una caracteristica
exclusiva de la cepa Helios o si por el contrario se extendia a todo el género, se
realizé un ensayo de resistencia a la desecacién comparando varias especies de
Exiguobacterium, incluyendo representantes de los dos clados. Ademas, se
pretendia descubrir si la fase de crecimiento en la que se encontraban las células
antes de la desecacion era determinante para su supervivencia a la deshidratacion,
por lo que se emplearon células obtenidas de cultivos en fase exponencial

temprana y estacionaria, y se compararon los resultados.

En este estudio se pudo observar claramente que existe una gran diferencia
en la resistencia de todas las especies analizadas entre la fase exponencial (Figura
R2.1.A), donde en ningdn caso supera el 10%, y la fase estacionaria (Figura
R2.1.B), en la que algunas alcanzan casi el 70% de supervivencia, lo que sugiere
que deben existir diferencias genéticas y fisiolégicas que provocan el aumento de

xerotolerancia al alcanzar la fase estacionaria.

También se pudo observar, especialmente en la fase estacionaria, una gran
diferencia entre la supervivencia de las especies pertenecientes al Clado I,
Exiguobacterium sp. Helios, E. sibiricum y E. antarcticum, y el resto de las especies
pertenecientes al Clado II. En estas condiciones, Helios presenta una
xerotolerancia mayor que la que se observa en E. sibiricum, que a su vez es mayor

que la de E. antarcticum (Figura R2.1.B).

Dado que previamente se ha descrito una elevada resistencia a condiciones
de baja actividad de agua de E. sibiricum a baja temperatura (Ponder et al., 2008),
se propuso estudiar la xerotolerancia del género Exiguobacterium a 4°C. Para ello,
primero se realizaron curvas de crecimiento para todas las especies testadas y se
establecieron los puntos que serian considerados fase exponencial y fase
estacionaria. En la Figura R2.2 se pueden ver las curvas de crecimiento a 30°C (A)
y a 4°C (B) de todas las cepas de estudio. Las cepas del Clado II crecen a baja
temperatura, pero no alcanzan densidades 6pticas muy altas, mientras que las

cepas del Clado I llegan a una DOsoonm muy parecida a la que consiguen a 30°C.
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Figura R2.1. Resistencia a la desecacidn. Porcentaje de supervivencia al ensayo de
xerotolerancia realizado con células crecidas a 30°C en LB y recogidas en fase exponencial
(A) o fase estacionaria (B). Las cepas estudiadas fueron Exiguobacterium sp. Helios, E.
sibiricum y E. antarcticum (Clado 1, azul) y E. marinum, E. alkaliphilum y E. mexicanum
(Clado II, morado). Las graficas presentan el promedio de tres réplicas bioldgicas junto
con la desviacion estandar.
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Figura R2.2. Curvas de crecimiento de varias cepas del género Exiguobacterium. L.os
cultivos se realizaron en LB a 30°C (A) y a 4°C (B). Las cepas estudiadas fueron
Exiguobacterium sp. Helios, E. sibiricum y E. antarcticum (Clado I, azul) y E. marinum, E.
alkaliphilum y E. mexicanum (Clado II, morado). Las graficas presentan el promedio de la
DOsoonm correspondiente a tres réplicas bioldgicas junto con la desviacién estandar.

Tras el ensayo de xerotolerancia para los cultivos a baja temperatura lo
primero que se observo es que las cepas del Clado Il no mejoran su tolerancia, sino
que, en algunos casos como el de E. alkaliphilum o E. marinum, empeora (Figura
R2.3). Sin embargo, si que se observa que las cepas del Clado I tienen una
supervivencia mucho mas elevada, destacando E. sibiricum y Helios, que han
pasado de una supervivencia de menos del 10% cuando se cultivan a 30°C a un 50-
90% a 4°C cuando se desecan en la fase exponencial (A) e incluso a llegar al 100%
de supervivencia a los 7 dias de desecacién cuando se desecan en la fase

estacionaria (B).
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Figura R2.3. Resistencia a la desecacion a baja temperatura. Porcentaje de
supervivencia al ensayo de xerotolerancia realizado con células crecidas a 4°C en LB y
recogidas en fase exponencial (A) o fase estacionaria (B). Las cepas estudiadas fueron
Exiguobacterium sp. Helios, E. sibiricum y E. antarcticum (Clado I, azul) y E. marinum, E.
alkaliphilum y E. mexicanum (Clado 1, morado). Las graficas presentan el promedio de
tres réplicas bioldgicas junto con la desviacidn estandar.
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2. Estudio de la morfologia de Exiguobacterium sp. Helios

Con el objetivo de determinar por qué algunas cepas de Exiguobacterium,
especialmente Helios, presentan una mayor xerotolerancia en su fase estacionaria,
se realizd un estudio de su morfologia mediante diferentes técnicas de

microscopia.

Cuando se analiza por microscopia de contraste de fases la cepa
Exiguobacterium sp. Helios mostré diferentes fenotipos dependiendo de la fase de
crecimiento en la que se encontrase. Al cultivar las células a 30°C, se observé que
en fase exponencial las células presentaban una morfologia bacilar, mientras que
en la fase estacionaria la mayoria de las células se habian transformado en cocos.
Este mismo fendmeno se podia observar al cultivar las células a 4°C, con la

diferencia de que las células cultivadas a baja temperatura ya presentan una forma

mas cercana a la cocoide (Figura R2.4).

Exponencial Estacionaria

30°C

4°C

Figura R2.4. Diferencias morfoldgicas al modificar las condiciones de crecimiento
en Exiguobacterium sp. Helios. Las células se cultivaron en LB a 4°C 0 a 30°C, hasta fase

exponencial o fase estacionaria, y fueron fotografiadas mediante microscopia de contraste
de fases (100x).
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Ademas, se pudo determinar que existia una diferencia en la longitud de las
células entre la fase exponencial (con una media de 3,59 0 2,97 um, a 30°C 0 a 4°C
respectivamente) y la fase estacionaria (con una media de 1,74 0 1,78 um, a 30°C
0 a 4°C respectivamente), aunque la forma final que adquirian las células en fase

estacionaria era muy similar, independientemente de la temperatura a la que se

creciese el cultivo (Figura R2.5).
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Figura R2.5. Longitud de las células de Exiguobacterium sp. Helios en diferentes
condiciones de crecimiento. La longitud fue cuantificada con ImageJ. Se representa en
un grafico de dispersiéon la media y la desviacion estdndar de N=60 células para cada
condicion.

Se observaron también por microscopia de contraste de fases otras
especies de Exiguobacterium para determinar si este fendmeno se extendia a lo
largo de todo el género y para ver si podia existir una relacion entre estos cambios
en la morfologia y su xerotolerancia. En el caso de E. sibiricum y E. antarcticum se
observaron unos cambios morfoldgicos similares a los registrados en Helios, tanto

a 30°C como a baja temperatura, que pueden explicar su alta xerotolerancia,

especialmente en la fase estacionaria donde sus células se han transformado en su

mayoria en cocos (Figura R2.6). En el caso de las cepas pertenecientes al Clado I,
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también se ve un cambio morfolégico similar en los cultivos crecidos a 30°C, no
tanto en los cultivos a 4°C, en los que tienen dificultades para alcanzar densidades
Opticas altas y no presentan xerotolerancia. Todo esto sugiere que la presencia de
esta morfologia cocoide, podria representar una forma de resistencia, que es clave
para explicar la xerotolerancia y puede que también sirva para explicar otras

propiedades extremofilas de este tipo de bacterias.

30°C 4°C

Exponencial Estacionaria Exponencial Estacionaria

E. alkaliphilum

E. marinum

Figura R2.6. Diferencias morfoldgicas al modificar las condiciones de cultivo en
varias especies del género Exiguobacterium. Las células se cultivaron en LBa 4°Co a
30°C, hasta fase exponencial o fase estacionaria, y fueron fotografiadas mediante
microscopia de contraste de fases (100x).
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Para caracterizar mas en detalle estas formas de resistencia observamos
por microscopia electrénica de transmisiéon (TEM) muestras de Exiguobacterium
sp. Helios en diferentes puntos de su curva de crecimiento a 30°C (Figura R2.7) y
a 4°C (Figura R2.8), antes y después de la desecacion. Las imagenes mostraron un
gran numero de células cocoides en la fase estacionaria, como veniamos
observando, cuya envuelta celular era extraordinariamente mas gruesa que la de
las células bacilares. Este fenotipo ya se habia observado previamente en E.
sibiricum 255-15 al cultivar las células a 4°C y elevada salinidad (Ponder et al,,
2008).
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Figura R2.7. Células de Exiguobacterium sp. Helios cultivadas a 30°C observadas por
TEM. Se observan células de cultivos en fase exponencial temprana antes (a) y después
(d) de la desecacion, en fase exponencial tardia antes (b) y después (e) de la desecacion, y
en fase estacionaria antes (c) y después (f) de la desecaciéon (10000X).

La adquisicién de este fenotipo podria ser necesario para la mejora de la
xerotolerancia en las fases mas tardias del crecimiento, ya que se observa que
practicamente todas las células que han sobrevivido a la desecacién en fase

estacionaria presentan este engrosamiento en la pared.
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Fase exponencial Fase estacionaria
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Figura R2.8. Células de Exiguobacterium sp. Helios cultivadas a 4°C observadas por
TEM. Se observan células de cultivos en fase exponencial temprana antes (a) y después (c)
de la desecacidn, y en fase estacionaria antes (b) y después (d) de la desecacion (800X).

En el caso de las muestras a baja temperatura, se confirma que las células
adquieren este fenotipo mucho antes en la curva de crecimiento, y se pueden
observar estas células de pared engrosada desde la fase exponencial, lo que podria
explicar la elevada xerotolerancia que presentan estas células (supervivencia en

torno al 90-100%).
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3. Estudio de las propiedades mecanicas de Exiguobacterium sp.
Helios

3.1. Inmovilizacion de la muestra

Con el objetivo de estudiar las propiedades mecanicas de las células de
Exiguobacterium sp. Helios se propuso analizarlas mediante AFM. El primer paso
fue buscar un soporte adecuado en el que inmovilizarlas. Para ello, se probaron
diferentes soportes como portaobjetos de vidrio o ldminas de poliestireno, con o
sin una capa de polilisina. También se realizaron pruebas con laminas de silicio,
material muy similar al utilizado para la construccion de las células fotovoltaicas
de las placas solares, donde se observo una gran adhesién de la muestra
directamente a la superficie, sin necesidad de utilizar ningin compuest adherente
como la polilisina. Este soporte presentaba una gran ventaja, ya que su superficie
era idénea como medida control en AFM, por lo que finalmente se opt6 por el

silicio dopado P-Boro como sustrato.

Todas las muestras fueron lavadas con PBS, concentradas y depositadas en
la superficie de silicio, donde se dejaron secar al menos 30 min, ya que con tiempos
menores se observaba una gran pérdida de la biomasa, y posteriormente se
lavaron con agua MilliQ y se secaron con nitrégeno. Como resultado de esta forma
de secado se puede observar una region central con cimulos enormes de bacterias
y una region exterior con una distribucién uniforme de bacterias, pero se evita la

aparicion de cristales sobre la superficie que no permitirian el analisis.

3.2. Medida de la rigidez de Exiguobacterium sp. Helios

Para medir la constante de fuerza o rigidez de las bacterias se realizaron
mediciones mediante curvas de fuerza-distancia (F vs. D), siempre tomando como
referencia la superficie del soporte de silicio, el cual se comporta como un material
puramente rigido. La Figura R2.9 muestra algunos ejemplos de estas medidas.
Junto a un ejemplo de una imagen topografica de AFM de bacterias
Exiguobacterium Helios en fase exponencial (Figura R2.9.A) y otro en fase

estacionaria (Figura R2.9.D), se exponen imagenes de sus respectivas derivadas
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(Figura R2.9.B y E). Este tipo de imagenes son especialmente utiles, ya que
permiten apreciar con mayor exactitud los detalles y caracteristicas de la

superficie.
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Figura R2.9. Método de medicion de la rigidez de células bacterianas. Ejemplo de
analisis mediante AFM de bacterias Exiguobacterium. sp. Helios en fase exponencial (A-
C) y estacionaria (D-F). Imagenes topograficas de AFM tomadas mediante el método de
jumping (A y D) y sus respectivas derivadas topograficas (B y E). Las curvas de F vs. D C
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y F fueron realizadas sobre Exiguobacterium sp. Helios (1) y sobre la superficie de silicio
(2) de las imagenes en fase exponencial (A) y estacionaria (D), respectivamente.

Los resultados muestran que sobre las bacterias la curva es también una
linea recta (Figura R2.9.C y F) lo cual indica que la superficie bacteriana tiene un
comportamiento mecanico dentro del régimen elastico y, como era esperable, la
pendiente de esta recta sobre la bacteria es menor que sobre el silicio. Como ya se
ha mencionado previamente, un menor valor de la pendiente implica una menor
rigidez. La diferencia entre el valor de la pendiente de la curva sobre la superficie
completamente rigida (silicio) y sobre la bacteria permite calcular la constante de

fuerza de la bacteria (rigidez) en N-m-1.

La diferente morfologia que se aprecia en las imagenes coincide con la
morfologia esperable segin su fase de crecimiento. En la fase exponencial (Figura
R2.9.A) se puede observar una forma bacilar de las células mientras que en la fase
estacionaria (Figura R2.9.D) las células presentan una forma cocoide. La grafica de
la Figura R2.9.C muestra ejemplos de curvas realizadas sobre las zonas indicadas
en la Figura R2.9.A (bacteria en fase exponencial (1) y silicio (2)). Como se puede
observar, el valor de la pendiente sobre la bacteria es menor que sobre el silicio
(3,2 N-m-! frente a 4,1 N-m-1). Cuando se compara este resultado con su homologo,
pero en fase estacionaria (Figura R2.9.F y D), se puede observar que la pendiente
sobre la bacteria estacionaria es mayor (3,7 N-m-! frente a 4,1 N-m-1). Este hecho
indica que la rigidez de la bacteria en la fase estacionaria es mayor que en la fase

exponencial.

Empleando esta metodologia, se realizaron mediciones de células de
Exiguobacterium sp. Helios empleando un cantiléver con una constante de fuerza
nominal de 2,8 N-m'! y un radio de la punta menor a 7 nm. Las mediciones se
realizaron en 4 experimentos independientes en los que se mantuvo un tiempo de
cultivo de 3 h parala fase exponencial y de 24 h para la fase estacionaria. El tiempo
de inmovilizacién de la muestra sobre el silicio previo a su secado fue de 1 h. El
objetivo fundamental de estos experimentos era determinar las diferencias en
morfologia superficial y rigidez de las bacterias en cada una de las fases. Los
resultados de los 4 experimentos realizados sobre 4 muestras distintas (2 en fase
exponencial y 2 en fase estacionaria), sobre 20 bacterias en total y 8 medidas sobre
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cada bacteria, se muestran en la Figura R2.10. Las células de Exiguobacterium sp.
Helios que se encuentran en fase exponencial tienen un valor de la rigidez
promedio de 11,9 + 1,8 N-m-! frente a un valor promedio de 25,1 + 3,4 N-m' de la

fase estacionaria.

® Fase exponencial @ Fase estacionaria

S
=
J

26,93
23,29 2

T
® Q@
12,65 -
10,99
3 P

w
o
1

Constante de fuerza (N/m)
$ =

o

Muestral Muestra2 Muestra3 Muestra4

Figura R2.10. Medida de la rigidez de las células de Exiguobacterium sp. Helios.
Datos de constante de fuerza de células de Helios procedentes de 4 muestras distintas, 2
en fase exponencial y 2 en fase estacionaria. Cada punto representa la media de al menos
8 réplicas sobre la misma célula.

Por otra parte, se han analizado las alturas de las bacterias en cada fase.
En la grafica de la Figura R2.11 esta representada la rigidez de cada bacteria
medida (puntos rojos en fase exponencial y puntos azules en fase estacionaria)
frente a su altura topografica. Se puede observar que no existe una diferencia
significativa entre las alturas de las células en fase exponencial y en fase
estacionaria. El hecho de que no se observe una pérdida significativa de volumen
al pasar de la fase exponencial a la estacionaria apuntaria a que la mayor rigidez
encontrada en la fase estacionaria provendria de un cambio en la estructura de la

pared celular, tal y como, por ejemplo, un engrosamiento de ésta.
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Figura R2.11. Medida de la rigidez en funcion de la altura de las células de
Exiguobacterium sp. Helios. Datos de constante de fuerza de células de Helios
procedentes de 4 muestras distintas, 2 en fase exponencial y 2 en fase estacionaria. Cada
punto representa la media de al menos 8 réplicas sobre la misma célula.

3.3. Comparacion de la rigidez entre especies

Tras realizar mediciones de la rigidez de las células de Exiguobacterium sp.
Helios se decidi6é comparar la rigidez de las células de Helios en fase estacionaria
con otras especies, también en fase estacionaria. Se utilizé6 un cantiléver de 3,4
N-m! y un radio de punta menor a 7 nm. En la Figura R2.12.B-E se muestra la
topografia de las diferentes especies junto con una comparativa de la constante de
fuerza entre ellas (Figura R2.12.A). Al comparar los datos de estas mediciones se
pudo comprobar que la constante de fuerza de las células de Exiguobacterium sp.
Helios, de 21,9 + 2,1 N-m-1 en estas condiciones, era superior a la presentada por
las células de E. mexicanum (16,1 + 2,5 N-m-1), y mucho mas elevada que la de las
células de B. subtilis (11,6 + 1,4 N-m-1, células vegetativas, no esporas). Sin

embargo, es ligeramente menor a E. sibiricum (22,6 *+ 3,8 N-m-1).
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Figura R2.12. Comparacion de la dureza de células de diferentes especies. A. Datos
de dureza de las cuatro especies comparadas. Cada punto representa la media de al menos
8 réplicas en cada bacteria. Imagenes de la topografia de las células sobre las que se
realizaron las mediciones, numerandolas en cada caso, pertenecientes a E. sibiricum (B),
Exiguobacterium sp. Helios (C), E. mexicanum (D) y B. subtilis (E).
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3.4. Recuperacion de células desecadas

Una vez estudiada la rigidez de las células de Exiguobacterium sp. Helios en
condiciones fisiol6gicas normales, se analizé como variaba la rigidez de las células
tras la desecacion. Para ello se prepararon varias muestras que se mantuvieron en
desecacion sobre el soporte de silicio durante 7 dias (10% HR, 37°C) y
posteriormente se midieron por AFM en las horas inmediatamente posteriores,
empleando dos tipos de cantiléver con constantes de fuerza de 2,8 y 42 N-m'1, y

realizando dos mediciones independientes de cada una de las muestras.

Como resultado de estas mediciones se pudo observar que, pese a que la
constante de fuerza media entre cada experimento es similar, en el caso de la
muestra medida con un cantiléver mas blando las medidas son muy dispares y,
por tanto, no se puede obtener una buena resolucién con un cantiléver tan blando.
En el caso de los otros tres experimentos, se obtuvo una constante de fuerza entre

40,78-45,84 N-m-! (Figura R2.13).
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Figura R2.13. Comparacion de la rigidez de células de Exiguobacterium sp. Helios
desecadas con distintos cantiléver. Cada punto representa la media de al menos 8
réplicas en cada bacteria.
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Continuando con el andlisis de la muestra 2, se planted un nuevo
experimento en el que se rehidrataron las células sobre la superficie de silicio y se
volvi6 a medir la constante de fuerza de las células de la misma regién para ver
cémo variaba en funcién de la humedad. El experimento 1 representa las medidas
tras la hidratacion de la muestra durante 2,5 h, mientras que en el experimento 2
se rehidrat6 la muestra durante 4,5 h (Figura R2.14). La constante de fuerza
descendi6 drasticamente en los dos casos hasta menos de la mitad de la que

presentaban las muestras antes de ser rehidratadas (13,22 - 20,93 N-m1).
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Figura R2.14. Comparacion de la rigidez de células de Exiguobacterium sp. Helios
desecadas antes y después de la rehidratacion. Cada punto representa la media de al
menos 8 réplicas en cada bacteria.

Estos datos no solo confirman que Exiguobacterium sp. Helios bajo la
forma cocoide de mayor resistencia presenta una mayor rigidez que el resto de
las células de forma bacilar, sino que ademas demuestran que estas células
resistentes son capaces de regresar a su forma original al poco tiempo de ser

rehidratadas.
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3.5. Estudio de la topografia

Otra de las posibilidades que ofrece 1a AFM es la de analizar la superficie de
la muestra gracias a las imagenes no 6pticas que se pueden obtener por diversos
métodos. Esto facilita la deteccion de cambios en las fuerzas de adhesion, cambios
en la rigidez de la superficie y una visualizacién de la topografia a una escala que
otras técnicas no alcanzan, permitiendo observar la morfologia y estructura

superficial con resolucién nanométrica.
3.5.1. Estudio de la estructura de la pared celular

Se pudo distinguir en la imagen topografica estructuras superficiales en
forma de anillos transversales al eje longitudinal de la bacteria (Figura R2.15).
Estas formaciones podrian corresponder a nanoestructuras de peptidoglicano

que dan forma a la pared celular.

512.84 nm

A.
-«

Figura R2.15. Analisis de la topografia de células de Exiguobacterium sp. Helios.
Imagen topografica de AFM tomada mediante el método jumping (A), y su respectiva
derivada topografica (B) rigidez (C) y adhesién (D).
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Mediante la realizacion de perfiles de las imagenes de la derivada de la
topografia de cuatro células diferentes (Figura R2.16.A) se pudo determinar la
dimension de estas nanoestructuras conformacionales de la pared celular (Figura
R2.16.B). Se observé que presentan una anchura desde los 18 nm hasta

aproximadamente 35 nm con una altura de alrededor de 2,5 nm (Figura R2.16.C).
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Figura R2.16. Analisis de la topografia de células de Exiguobacterium sp. Helios.
Imagen de la derivada topografica de AFM de cuatro células diferentes (A), el perfil
realizado en la imagen Al (B) y la frecuencia relativa de la anchura de los anillos en las
cuatro células (C).

Se pudo observar que estas estructuras son especialmente visibles en el
extremo de las bacterias mientras que en la parte central se observa una superficie
granulosa (Figura R2.17.A,B), como ya se ha descrito en otras Gram positivas como
S. aureus (Figura R2.17.C), segun se trate de peptidoglicano nuevo (anillos) o

antiguo (granulos) (Turner et al., 2010).
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Granulos

Figura R2.17. Analisis de la topografia de células de Exiguobacterium sp. Helios.
Imagen de la derivada topografica de AFM (A), el perfil realizado en la imagen A1, en la
zona extrema de la célula (peptidoglicano nuevo) (B) y en la zona central de la bacteria
(peptidoglicano antiguo) (C). Detalles de saculos de S. aureus que muestran textura anular
y granular (Turner et al,, 2010).

3.5.2. Estudio de la adhesion

Por ultimo, se detectaron zonas que presentaban diferencias en la fuerza
de adhesidn, las mas notables parecian formar una linea a lo largo de algunas
células (Figura R2.18.A,B), disponiéndose de forma perpendicular al eje de

division (Figura R2.18.C).

A B.
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Figura R2.18. Analisis de las fuerzas de adhesion de células de Exiguobacterium sp.
Helios. Imagen topografica de AFM tomada mediante el método de jumping (A), derivada
topografica (B) y adhesion (C).
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4. Estudio de los mecanismos de xerotolerancia mediante

analisis transcriptomico

Exiguobacterium sp. Helios presentaba diferentes fenotipos dependiendo
de la fase de crecimiento; las células en fase exponencial temprana mostraban una
morfologia bacilar de bastones, mientras que en fase estacionaria se
transformaban en células con morfologia cocoide. Ademas, estas células cocoides,
que aparecian mayoritariamente en fase estacionaria y que también se
observaban de manera mayoritaria en todas las fases en cultivos a 4°C,
presentaban una rigidez muy por encima de la mostrada por especies cercanas
filogenéticamente y consideradas resistentes a condiciones de estrés. La mayor
xerotolerancia observada en estas células, podria deberse en parte a la adquisicion
de un fenotipo de envoltura celular cocoide engrosada. Sin embargo, todavia se
desconoce como las células aumentan sus propiedades de xerotolerancia alo largo
de la fase de crecimiento para alcanzar su maxima tolerancia en la fase

estacionaria.

Por este motivo, se propuso analizar mediante un enfoque transcriptémico
como las células de Exiguobacterium sp. Helios coordinan el metabolismo a lo
largo de la curva de crecimiento, no solo para cambiar la morfologia de bacilar a
cocoide, sino también para sobrevivir al estrés de la desecacion. Considerando que
durante la fase exponencial algunas células ain sobreviven a la desecacidn,
también hemos analizado el transcriptoma de las células que sobreviven en esta

fase para compararlo con el de las otras fases de crecimiento (Figura R2.19).

Los resultados de la comparacién de la expresiéon diferencial de genes
(DEG) en un medio rico de cultivo entre las 4 condiciones estudiadas mostré que
el perfil de expresién de la fase exponencial tardia y la fase estacionaria era
extremadamente similar (Figura R2.20), por lo que en adelante el andlisis se

centr6 en comparar las fases exponencial temprana y estacionaria.
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Figura R2.19. Seleccion de muestras para analisis transcriptomico de
Exiguobacterium sp. Helios. Se tomaron muestras de tres puntos diferentes de la curva
de crecimiento de un cultivo desarrollado en medio LB a 30°C y una dltima muestra de
células procedentes de la fase exponencial temprana tras un ensayo de desecacion de 7
dias. HR, humedad relativa.
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Figura R2.20. Matriz de correlacion entre las muestras para las cuatro condiciones
estudiadas por transcriptémica. Se compara la correlacion entre las muestras, con 3
réplicas para cada una de las condiciones estudiadas.
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4.2. Principales cambios de expresion observados en la fase

estacionaria del cultivo

Como resultado de comparar los transcriptomas de la fase estacionaria y la
fase exponencial temprana de Exiguobacterium sp. Helios se obtuvieron 1145
genes diferencialmente expresados (DEGs) cuyo |log,FC|>2. Para comenzar a
estudiar la expresion diferencial del genoma en la fase estacionaria respecto a la
fase exponencial temprana, se clasificaron los genes cuyo |log,FC|>2 (Figura
R2.21),y de un total de 979 genes que cumplian ese requisito, 45 se quedaron sin
clasificar en ninguna de estas categorias. A continuacién, se muestran en detalle
algunas de las categorias de genes que presentan mayores cambios en la expresion
y que resultan mas interesantes para el estudio de los mecanismos de

xerotolerancia.
4.2.1. Genes de movilidad

El genoma de Exiguobacterium sp. Helios contiene dos grandes regiones
involucradas en la sintesis del flagelo (Tabla R2.1) que estan organizadas en dos
clusteres: HNY42 _RS11055-HNY42_RS11200 y HNY42_RS13935-HNY42_RS14085

las cuales se extienden durante 23,9 kb y 29,4 kb, respectivamente.

Ademas de estos genes del flagelo, en el genoma se detectan varios genes
que regulan el sistema de quimiotaxis (Tabla R2.2), como los receptores MCP
(methyl-accepting chemotaxis protein, proteina de quimiotaxis aceptora de
metilo). La presencia de estos genes sugiere que Helios es motil igual que E.
sibiricum y otras especies del género Exiguobacterium (Kasana & Pandey, 2018).
Los datos de expresion sugieren que al entrar en la fase estacionaria las células
dejan de expresar estos genes flagelares y por lo tanto se asume que deben de
perder el flagelo. Este resultado es consistente con el hecho de que al entrar en la
fase estacionaria las células adquieren una forma cocoide donde ya no se observa
el flagelo. Esto parece un proceso habitual en otras bacterias, ya que cuando las
células entran en la fase estacionaria se observa una disminucion del nimero de
células flageladas (Zhuang & Lo, 2020). El tnico gen que aparece sobreexpresado

en fase estacionaria y que esta relacionado con motilidad corresponde a una MCP
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que presenta homologia con el regulador de quimiotaxis BdlA, esencial para la
dispersion y formacién de biopeliculas en Pseudomonas aeruginosa y que se activa
ante cambios bruscos en la concentraciéon de ciertos solutos en el ambiente
(Morgan et al., 2006). El resto de DEGs relacionados con la movilidad estan
subexpresados en Exiguobacterium sp. Helios. Este comportamiento también se
observa en otras bacterias cuando al escasear los nutrientes las células adoptan

una estrategia de supervivencia (Zhu & Gao, 2020).
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Figura R2.21. Grafica del nuimero de genes diferencialmente expresados entre la
fase estacionaria y exponencial temprana en cada categoria COG. Se muestran las
proporciones de genes sobreexpresados (rojo)y subexpresados (azul). A: Procesamiento
y modificacion de ARN; B: Estructura y dinamica de la cromatina; C: Produccién y
conversion de energia; D: Control del ciclo celular, divisién celular, particién
cromosomica; E: Transporte y metabolismo de aminoacidos; F. Transporte y metabolismo
de nucleétidos; G: Transporte y metabolismo de carbohidratos; H: Transporte y
metabolismo de coenzimas; I: Transporte y metabolismo de lipidos; J: Traduccidn,
estructura ribosémica y biogénesis; K: Transcripcién; L: Replicacion, recombinacion y
reparacion; M: Biogénesis de pared/membrana/envoltura celular; N: Motilidad celular;
0: Modificacion postraduccional, recambio proteico, acompanantes; P: Transporte y
metabolismo de iones inorganicos; Q: Biosintesis, transporte y catabolismo de
metabolitos secundarios; S: Funciéon desconocida; T: Mecanismos de transduccién de
sefiales; U: Trafico intracelular, secrecion y transporte vesicular; V: Mecanismos de
defensa.
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Tabla R2.1. DEGs de Exiguobacterium sp. Helios involucrados en la formacion del
flagelo. Se muestran los genes cuyo |log,FC|>2.

Locus .
Gen (HNY42) Descripcion log;FC  pvalor
motA RS00450 Proteina de rotacién del motor flagelar -6,10 9,57x10-19

motB RS00455 Proteina de rotacion del motor flagelar -3,29 1,79x10-13

fleN RS11080 Regulador de la sintesis flagelar -4,18 1,13x10-12
flhF RS11085 Proteina de biosintesis flagelar -4,80 2,16x10-16
flhA RS11090 Proteina de biosintesis flagelar -461 1,21x101°
flnB RS11095 Proteina de biosintesis flagelar -5,17 4,19x1023
fliR RS11100 Proteina de biosintesis flagelar -5,14 3,11x1018
fiQ RS11105 Proteina de biosintesis flagelar -592  1,47x1011
fliP RS11110 Proteina de biosintesis flagelar -6,01 2,51x102°
fliZ RS11115 Proteina de biosintesis flagelar -6,35 1,27 x10-33
fliN RS11125 Proteina de interruptor del motor -6,24 8,88x 1036
flagelar
fliM RS11130 Proteina de interruptor del motor -591 7,15x10-26
flagelar
fiL RS11135 Proteina de biosintesis flagelar -5,60 3,58x10-14
flbD RS11140 Proteina flagelar -6,25 1,15x1015
flgE RS11145 Proteina de bastdn del cuerpo basal -5,39  497x10-20
flagelar

flgh RS11150 Proteina de modificacion de bastones -592  4,85x1014
del cuerpo basal flagelar

fliK RS11155 Proteina de control de la longitud del -7,59 5,01x101
gancho flagelar

flbB RS11160 Proteina flagelar -6,41 2,30x 1014

Jilll RS11165 Proteina flagelar -6,14 8,32x10-16

fil RS11170 ATP sintasa especifica de flagelo -5,34  1,46x1015

fliH RS11175 Proteina de ensamblaje flagelar -5,33  1,05x1012

fliG RS11180 Proteina de interruptor del motor -5,28 7,75x10-14
flagelar

fliF RS11185 Proteina del anillo M flagelar -5,13 2,96x10-14

fliE RS11190  Proteina del complejo corporal flagelar- -6,66 5,96 x 10

gancho basal

flgC RS11195 Proteina de baston del cuerpo basal -296  0,014137
flagelar

flgB RS11200 Proteina de bastdn del cuerpo basal -6,39  2,24x10-10
flagelar

fis RS13935 Chaperona de secrecion flagelar -6,38 5,72x1018

fiiD / RS13975 Proteina asociada al gancho flagelar -4,27  4,04x1028

yvyC RS13980 Proteina flagelar -4,45 2,68x1012

flaA / RS13940 Flagelina -4,00 6,95x1028

hag RS13985 5 -7,49 8,90 x 10-104

flgN RS14080  Biosintesis flagelar/chaperonadelavia -520 7,39x10°
secretora tipo III

flhP RS15010 Proteina de baston del cuerpo basal -3,81  5,10x 1027
flagelar

flho RS15015 Proteina de bastén del cuerpo basal -3,29 6,6 x 10-22
flagelar
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Tabla R2.2. DEGs de Exiguobacterium sp. Helios involucrados en quimiotaxis. Se
muestran los genes cuyo |log,FC|>2

(,_}‘13;:;_) Descripcion log:FC p valor

RS02605 MCP -7,08  4,54x10-30
RS02870 MCP -3,44 2,47 x 10-11
RS05535 MCP -2,50 0,000155
RS06485 Proteina de quimiotaxis CheV -7,40 4,77 x1012
RS08865 MCP -3,39 1,23 x 1011
RS09335 MCP -5,68 1,84 x 1017
RS09400 MCP 2,60 2,82 x 1015

RS11065 Proteina de quimiotaxis CheC, inhibidor de la -4,78  7,13x10-28
metilacion de MCP

RS11070 Proteina CheW, regulador positivo de CheA -4,79  1,83x10%

RS11075 Proteina CheA histidina quinasa -4,14  5,04x1015

RS11120 Regulador de quimiotaxis CheY, transmite -5,03 2,08 x10-20
sefales de quimiorreceptores al motor flagelar

RS13990 MCP -495 1,37x1018

RS14270 MCP -393 1,76 x1017

4.2.2. Metabolismo del acido fenilacético

El analisis del genoma revela que Exiguobacterium sp. Helios contiene un
cluster de 11,7 kb (HNY42_RS03440-HNY42_RS03510) que codifica la ruta
completa de degradacion del acido fenilacético. La bacteria es capaz de utilizar el
acido fenilacético como unica fuente de carbono y energia y por lo tanto esta ruta
es funcional en esta cepa (datos no mostrados). Se sabe que muchas bacterias
contienen esta ruta que se controla a través del represor PaaX que es inducible por

fenilacetil-CoA (del Peso-Santos et al., 2006).

Los genes de la ruta de degradacion del fenilacetato aparecen
sobreexpresados en la fase estacionaria (Figura R2.22, Tabla R2.3). El papel que
estos genes, las enzimas o los metabolitos puedan desempefiar en esta fase resulta
de momento muy dificil de explicar. Se ha descrito que puede existir una relacion
entre la ruta del acido fenilacético y la proteccién frente al estrés oxidativo por
H202, y que ademas la expresion de la ruta puede inducir la produccion de

biopeliculas a través de la proteina Csu (Jiao et al., 2022).
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paaK paaApaaB  paaD paaF  paaZ paaH paa] paaG paaX

V
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1kb

Figura R2.22. Cluster de genes involucrados en la ruta de degradacion aerobia del
acido fenilacético en Exiguobacterium sp. Helios. La funcion hipotética
correspondiente a cada gen se detalla en la Tabla R2.3.

Tabla R2.3. DEGs de Exiguobacterium sp. Helios involucrados en la ruta de
degradacion del acido fenilacético.

Locus
Gen ( HNY: 2) Descripcion log: FC  pvalor
paaK RS03445 Fenilacetato-CoA ligasa 4,76 1,29x10-28

paaA RS03450 1,2-fenilacetil-CoA epoxidasa subunidad A 3,92 3,83x10-33
paaB RS03455 1,2-fenilacetil-CoA epoxidasa subunidad B 3,41 1,55x10-1t

paaC RS03460 Fenilacetato-CoA oxigenasa subunidad C 2,71 1,156x10-
22

paaD RS03465 Fenilacetato-CoA oxigenasa subunidad D 2,34 8,19x10-26

paaE RS03470 Reductasa de la familia EthD 2,04 6,37x10-24
paaF RS03475 Enoil-CoA hidratasa 1,42 4,59x10-20
paaZ RS03480 Aldehido deshidrogenasa 2,42 6,54x1035
paaH RS03485 3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa 3,36 3,45x1011
paaJ RS03490 Acetil-CoA C-aciltransferasa 3,47 2,4x1020

paaG RS03495 Enoil-CoA hidratasa 3,45 2,89x10-13

paaX RS03500 Proteina de regulacién negativa del operéon 3,72  9,19x 106
de degradacion del acido fenilacético

4.2.3. Morfologia, pared celular y EPS

El genoma de Exiguobacterium sp. Helios contiene los genes tipicos que
determinan la morfologia, division celular y elongacion de las bacterias Gram-
positivas, en dos clusteres de 11,8 kb (HNY42_RS11575-HNY42_RS11620)y 5,4 kb
(HNY42_RS12335-HNY42_RS12365). Tanto los genes mur, encargados de la

biosintesis del peptidoglicano y de la elongacién de la bacteria, como los genes fts,
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responsables de la divisién celular (Carballido-Lopez & Formstone, 2007), se

encuentran subexpresados en la fase estacionaria, lo cual explicaria la morfologia

cocoide de Helios en la fase estacionaria. Por otra parte, también estan

subexpresados los genes que codifican las proteinas relacionadas con el reciclaje

del peptidoglicano y los genes del cluster eps de sintesis de exopolisacarido

(HNY42_RS14850-HNY42_RS14875) (Tabla R2.4).

Tabla R2.4. DEGs de Exiguobacterium sp. Helios relacionados con pared celular y
sintesis de exopolisacarido. Se muestran los genes cuyo |log,FC|>2.

Locus

(HNY42.) Descripcion log: FC p valor
Morfologia y division celular
RS11585 Proteina de division celular FtsA -2,43 3,78 x10-12
RS11590 Proteina FtsQ que contiene un dominio POTRA -2,87 8,48x1015
RS11605 Fosfo-N-acetilmuramoil-pentapéptido- -2,55  3,33x1011

transferasa
RS11610 UDP-N-acetilmuramoil-tripéptido -2,00 2,40x 106
RS11620 Proteina de divisién celular FtsL -2,13  4,05x10"
RS12345 Proteina de determinacion de forma bacilar -2,18 551x107
MreD
Componentes de la pared celular de Gram positivas
RS00500 N-acetilmanosaminiltransferasa (TagA/CpsF) 2,87 1,75x10-16
RS10615 PBP1a 3,59 3,06 x 10-32
RS15470 Sintasa de acido lipoteicoico LtaP 2,81 N/A
Reciclaje de peptidoglicano
RS06585 Muramoiltetrapéptido carboxipeptidasa -2,33 6,86x107
RS08625 Metalopeptidasa de la familia M15 -2,95 0,002348
RS14560 Serina hidrolasa -6,50 8,32x102t
Biosintesis de exopolisacarido
RS14850 Undecaprenil-fosfato galactosafosfotransferasa -2,40 0,000456
RS14865 Proteina tirosina fosfatasa dependiente de -297  1,23x108
manganeso

RS14870 Tirosina-proteina quinasa EpsD (CpsD) -3,13  2,06x10°
RS14875 Modulador transmembrana de proteina tirosina- -3,39 8,21x10-6

quinasa EpsC de biosintesis capsular
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Por el contrario, en la fase estacionaria se sobreexpresan los genes
relacionados con la biosintesis de acidos teicoicos y lipoteicoicos (genes tag) y una
PBP (penicilin-binding protein) codificada por el gen HNY42_RS10615 (Tabla R2.4)
que podria ser responsable de polimerizar los glicanos y entrecruzar las cadenas

laterales peptidicas (Koyano et al.,, 2023).

Todos estos cambios en la expresion sugieren modificaciones en la
composicion y en los enlaces del peptidoglicano que podrian ser responsables del
engrosamiento de la envoltura celular y del aumento de la rigidez que presentan

las células de Exiguobacterium sp. Helios en la fase estacionaria.
4.2.4. Genes de estabilidad de membrana

El claster HNY42_RS04505-HNY42_RS04525 presente en el genoma de
Exiguobacterium sp. Helios contiene algunos de los genes mas sobreexpresados
de todo el transcriptoma. Este cluster codifica el sistema de proteinas de
respuesta a la infeccion por fagos (Psp, phage shock proteins). Este sistema se
activa como respuesta general a diferentes tipos de estrés en bacterias y arqueas,
y esta altamente conservado en especies de Bacillus y Listeria, donde es conocido

como sistema Lia (Thurotte et al.,, 2017) (Figura R2.23, Tabla R2.5).

liaR liaS liaF liaH lial

1kb

Figura R2.23. Cluster de genes del sistema Psp/Lia en Exiguobacterium sp. Helios.
La funcidén hipotética correspondiente a cada gen se detalla en la Tabla R2.5.

En condiciones de estrés, LiaF libera a la histidina quinasa bifuncional LiaS,
que cambia su actividad del estado de fosfatasa al estado de quinasa. Una vez
activado por fosforilacién, el factor de transcripciéon LiaR que se encontraba
inhibido induce la transcripcién del operén lialH. Lial actia como un ancla de
membrana para LiaH, escanea la membrana y recluta a LiaH en el sitio donde se

han producido los dafios en la envoltura celular. Se cree que los complejos

177



VI. RESULTADOS. Capitulo 2

oligoméricos Lial/LiaH estabilizan una envoltura perturbada en los sitios con
dafio de la membrana. Este sistema se activa por diferentes tipos de estrés, como
exposicion a estrés alcalino, disolventes organicos, detergentes, estrés osmotico,
calor y, en particular, antibiéticos como la vancomicina y la bacitracina

(Suntharalingam et al., 2009; Thurotte et al., 2017).

Tabla R2.5. DEGs de Exiguobacterium sp. Helios involucrados en el sistema Psp/Lia

Locus
Gen ( HNY:; 2) Descripcion log: FC  pvalor
liaR RS04505 Factor de transcripcién regulador de 3,68 1,14x10-23
respuesta
liaS RS04510 Sensor histidina quinasa 593 2,99x1034

liaF  RS04515 Proteina de respuesta a antibi6ticos activa 589 1,42x102
en la pared celular LiaF

liaH RS04520 Proteina de la familia PspA/IM30 6,80 N/A
lial RS04525 Proteina hipotética 6,98 7,98 x10-34

Parece razonable pensar que estas proteinas desempefian un papel
importante en la xerotolerancia de Helios, ya que la supervivencia depende en
gran medida de que las membranas, y en general la envoltura celular, se

mantengan estables después de la desecacidn.
4.2.5. Genes relacionados con esporulacion

Aunque ya se ha establecido que Exiguobacterium sp. Helios no es una
bacteria que esporula, no se puede ignorar que su genoma contiene algunos genes
relacionados con la esporulacién cuyo papel en la xerotolerancia podria ser
importante. Se ha descrito previamente una firma gendmica conservada de unos
50 genes que codifican la maquinaria minima necesaria para endosporulacion, la
cual permite distinguir organismos formadores de endosporas (Abecasis et al.,
2013). Exiguobacterium sp. Helios contiene tan solo 17 genes de esta huella
genomica, lo que quiere decir que solo presenta el 34% de los genes necesarios

para esporular, confirmando que no es una bacteria formadora de esporas. De
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estos 17 genes, solamente 8 muestran una expresion diferencial en la fase

estacionaria (con el fondo naranja, Tabla R2.6).

El factor sigma SigB codificado por el gen HNY42_RS00075 y sus proteinas
reguladoras accesorias, los antifactores sigma RsbW y RsbV, codificados por los
genes HNY42_RS00080y HNY42_RS00085, respectivamente, estan presentes en el
genoma de Exiguobacterium sp. Helios. SigB, cuyo gen esta sobreexpresado en fase
estacionaria (Tabla R2.6), es conocido por su control sobre regulones de estrés
general que son activados por la exposicion a estrés ambiental o nutricional

(Rodriguez Ayala et al., 2020).

La proteina reguladora SpoVT, codificada por el gen HNY42_RS01560, esta
subexpresada en la fase estacionaria de Exiguobacterium sp. Helios (Tabla R2.6).
Esta proteina esta activa durante las ultimas etapas de esporulacién y se sabe que
desempefia un papel importante en el ajuste de la regulaciéon de la expresion

genética especifica de la esporulacién (Eijlander et al., 2016).

Por otro lado, las proteinas SpoVG y SpoVS, codificadas por los genes
HNY42_ RS01605y HNY42_RS06705, estan sobreexpresados en Helios en la fase
estacionaria (Tabla R2.6). SpoVG es un regulador ampliamente conservado,
especialmente entre bacterias Gram-positivas, siendo importante para la
supervivencia y adaptabilidad ambiental. SpoVG regula la etapa V de la
esporulacién. SpoVG es un regulador importante de Spo0A, subexpresada en estas
condiciones, y que es crucial tanto para la esporulacién como para la formacion de

biopeliculas (Huang et al., 2021).

Por su parte, SpoVS regula la maduracién del septo bajo el control del factor
sigma H (Resnekov et al, 1995). La proteina CwlD, codificada por el gen
HNY42_RS14150, cuya expresion esta reducida en Helios en su fase estacionaria,
es responsable de la degradacion del peptidoglicano de la espora para que ésta
pueda germinar (Gilmore et al., 2004). La proteina SpollIAA, codificada por el gen
HNY42_RS12180 y sobreexpresada en fase estacionaria, pertenece a un grupo de
8 proteinas bajo la regulacién del factor sigma E en la célula madre que forman el
canal de unién que atraviesa el septo y la comunica con la pre-espora (Zeytuni et

al, 2018).
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Tabla R2.6. DEGs de Exiguobacterium sp. Helios hipotéticamente involucrados en
esporulacidn. Se muestra el porcentaje de identidad de aminoacidos (% aa). En naranja
se indican los genes con |log,FC|>2 en fase estacionaria.

Locus Funcion definida en B. subtilis. N2 acceso

Gen (HNY42.) 168 %paa log: FC pvalor
sigB RS00075 Factor oB de ARN polimerasa. P06574.3 2,04 7,08x10-12
Proteina de estrés general. 63,18
rshwWw RS00080 Anti-sigma B factor RsbW. P17904.1 1,46 0,000107

55,70
rsbV RS00085 Anti-sigma B factor RsbV. P17903.1 1,01 0,027915
48,62
ykvl RS00585 7-carboxi-7-deazaguanin (CDG) 031677.1 -1,21 0,015883
sintasa. Modificacion de ARNt. 49,79
yyaC RS01240 Proteasa especifica de la espora. P37521.1 -0,93 0,020935
48,90
spoVT/ RS01560 Proteinareguladora de transicion P08874.1  -2,23 8,74x 107
abrB AbrB 81,11
spoVG  RS01605  Regulador necesario parala P28015.1 2,25 196x1015
sintesis del cortex de la espora. 65,59
mcsA RS01805 Activador de proteina quinasa P37569.1 0,21 0,629778
McsB. 26,70
mcsB RS01810 Proteina arginina quinasa. P37570.1 0,04 0,931477
49,13
sigH RS01870 oH Transcripcion de genes de fase P17869.1 1,50 8,63x10>
estacionaria temprana 71,50
dapG RS03930 Aspartato quinasa. P08495.2 -2,79 1,09x10-19
40,30
yqhQ RS06055 Regulones de 0B y oF. P54515.2 3,34 7,78x 104
Supervivencia a condiciones de 55,16
estrés.
spo0A  RS06130 Coordinalareplicacionde ADNy P06534.1 -1,80 4,09x10-13
la iniciacidn de la esporulaciéon 47,47
mediante sitios de unién cercanos
al oriC.
spoVS  RS06705  Regulador necesario parala P45693.1 2,62 N/A
rehidratacion del nucleo de la 87,21

espora y ensamblaje de la capsula.
spollIAA RS12180 Proteina YrvN no caracterizada 034528.1 2,31 0,000587

con dominio AAA. 48,12
ytvl RS13260 Desconocida 034991.1 -0,86 0,006968
38,58
cwlD RS14150  N-acetilmuramoil-L-alanina 0320411 -4,26 3,25x107%7
amidasa, sintesis del 24,19
peptidoglicano de la corteza de la
espora.
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4.2.6. Estrés osmotico y oxidativo

Una de las estrategias tipicas para resistir condiciones de estrés es la
acumulaciéon de compuestos osmoprotectores. La betaina (N,N,N-trimetilglicina)
es un osmolito muy eficiente que se acumula en concentraciones citoplasmaticas
altas en respuesta a estrés osmotico (Gonzalez et al., 2019). En este sentido, el
genoma de Exiguobacterium sp. Helios contiene genes homologos para los tres
tipos de transportadores de glicina-betaina descritos en B. subtilis: el gen
HNY42_RS02725, que codifica un transportador del tipo BCCT, OpuD, y los genes
HNY42_RS10560 y HNY42_RS10565, que codifican transportadores de tipo ABC,
OpuA y OpuC (Hoffmann & Bremer, 2016). Se observa que en fase estacionaria
Exiguobacterium sp. Helios no presenta sobreexpresion en ninguno de estos
sistemas, por lo que es improbable que se sirva de la acumulacién de glicina o
betaina para tolerar la desecacién. No se han encontrado en Exiguobacterium sp.
Helios genes similares a los descritos en las cinco rutas establecidas para la
sintesis de la trehalosa, ni tampoco para la sintesis de betaina y sacarosa. Por esa
razon, se asume que esta cepa no produciria trehalosa, betaina, ni sacarosa para
ser xerotolerante. Pese a que Exiguobacterium sp. Helios tiene los genes
responsables de la sintesis de prolina (HNY42_RS00546, HNY42_RS08890,
HNY42_RS14320), estos se encuentran subregulados en fase estacionaria y por eso
se puede descartar que la produccion de prolina sea un mecanismo de

xerotolerancia.

En cambio, si se han encontrado sobreexpresados varios genes de
regulacion de estrés por peréxido, como el represor transcripcional PerR
(HNY42_RS04800), cuya implicaciéon en respuesta al estrés oxidativo ha sido
descrita en otras bacterias como Clostridium difficile (Troitzsch et al,, 2021) o la
glutation peroxidasa (HNY42_RS14525) que cataliza la reduccién del peroxido de
hidrogeno utilizando glutatiéon como agente reductor. La peroxirredoxina (Prx),
también presente en el genoma de Helios (HNY42_RS04185), y la glutation
peroxidasa (Gpx) son las mas estudiadas debido a su papel principal en la
proteccion de las células al dafio oxidativo causado por ROS (Bao et al, 2023)
(Tabla R2.7). Ademas, se han encontrado un transportador de metales

(HNY42_RS05805), especialmente manganeso y hierro, regulado por dos
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homologos de la proteina Fur (HNY42_ RS05810 y HNY42_RS06560), que podrian
estar relacionados con el mantenimiento de un equilibrio Mn2+*/Fe2* similar al
encontrado en otras bacterias como D. radiodurans, que garantiza la proteccién de

los sistemas enzimaticos como cofactor de enzimas esenciales para el ciclo rédox

intracelular (Santos et al.,, 2019; Ul Hussain Shah et al., 2014) (Tabla R2.7).

Tabla R2.7. DEGs de Exiguobacterium sp. Helios relacionados con resistencia al
estrés. Se muestran los genes cuyo |log,FC|>2.

KOG Descripciéon log valor
(HNY42) P FC P
RS02620 Proteina A de inanicién de carbono -3,28 N/A
RS04185 Regulador transcripcional de resistencia al -2,74 8,64x10-5

hidropero6xido organico. Familia Ohr
peroxiredoxina
RS04485 Regulador transcripcional, familia Crp/Fnr -3,69  4,40x10-23

RS04800 Represor transcripcional PerR, regulador del estrés 5,04 5,06 x 1043
por peroxido
RS05160 Proteina facilitadora de la absorcién de glicerol  -7,38 2,57 x10-15
(acuaporina)
RS05805 Proteina reguladora de la absorcién férrica Fur, 345 6,34x101
represor transcripcional

RS05810 Permeasa de metales, transportador ABC Proteina 2,51 3,68 x 1016
de membrana del sistema de transporte de
manganeso MntC

RS06520 Proteina de unién a ATP de importacién de sulfato 2,01 1,31x107
y tiosulfato CysA

RS06560 Proteina reguladora de la absorcién férrica Fur, 2,82 9,75 x 10-22
represor transcripcional

RS08790 Diguanilato ciclasa/fosfodiesterasa (dominios 3,13 284 %1019
GGDEF y EAL) con sensor(es) PAS/PAC

RS09940 Regulador transcripcional MarR 3,24 1,53 x 10-47

RS09945  Proteina de resistencia al hidroperdxido organico -4,03 5,023 x 1017

RS14525 Glutation peroxidasa 4,46 7,11 x10-2°

4.2.7. Reparacion de ADN

La familia de proteinas inducibles por dafio en el ADN (damage-inducible,
din) esta sobreexpresada en D. radiodurans, con 13 genes homodlogos, cuya

expresion es altamente inducida en respuesta a exposicion a la radiaciéon gamma
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(radiacién y) y a mitomicina C (MMC) (Appukuttan et al.,, 2015). El genoma de
Exiguobacterium sp. Helios codifica cuatro homologos especificos de DinB
(HNY42_RS08570, HNY42_RS08860, HNY42_RS01380, y HNY42_RS13495). Dos de
estos genes codificantes de DinB estan sobreexpresados (Tabla R.2.8) y podrian
desempefiar ese papel protector del ADN en fase estacionaria, mientras que uno

de ellos esta subexpresado en esta condicion.

Es destacable la sobreexpresion de RecF (HNY42_ RS01300), RecR (HNY42_
RS01415), RecA (HNY42_ RS06690), RecU (HNY42_ RS10620), que son necesarias
para la resistencia de las esporas de B. subtilis a la rotura de la doble cadena del

ADN (Vlasi¢ et al., 2014).

Tabla R2.8. DEGs de Exiguobacterium sp. Helios relacionados con reparacion de
ADN.

Locus

(HNY42.) Descripcion log: FC p valor
RS01300 Proteina de replicacién/protecciéon del ADN 3,21 5,89 x 10-27
RecF
RS01380 Proteina de la familia DinB -2,28 0,002119
RS01415 Mediador de recombinacién RecR 2,70 7,15 x10-27
RS06690 Recombinasa RecA 1,98 5,33x 1016
RS08570 Proteina de la familia DinB 1,89 1,95x 10
RS08860 Aciltransferasa/hidrolasa autoproteolitica 3,41 9,56 x 10-47
RS10620 Resolvasa de la union de Holliday RecU 2,73 3,54 x10-10

4.2.8. Proteinas de respuesta al frio

En el genoma de Exiguobacterium sp. helios pueden encontrarse cinco
genes que codifican pequefas proteinas (66 aminodcidos) de
respuesta/resistencia al frio (cold shock proteins, Csp) (HNY42_RS10205-
HNY42 RS10210-HNY42_RS10215; HNY42_RS13925 y HNY42_00710), de los
cuales tres estan diferencialmente sobreexpresados (Tabla R2.9). Muchas

bacterias producen estas pequenas proteinas como respuesta a rapidas bajadas
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de temperatura (cold shock). Sin embargo, algunas Csp no son inducibles por frio
y se ha descrito que estan involucradas en procesos celulares para promover el
crecimiento normal y respuestas de adaptacion al estrés. Se ha demostrado que
las Csp contribuyen a la tolerancia al estrés osmético, oxidativo, por inanicion, por
pH y por etanol, ademas de a la invasion de la célula hospedadora (Keto-Timonen

etal,, 2016).

Tabla R2.9. DEGs de Exiguobacterium sp. Helios que codifican Csp

( ;13;2;_) Descripcion log; FC p valor

RS10205 Csp 2,42 2,13x105
RS10210 Csp 354 515x10-11
RS10215 Csp 4,78 5,28 x 10-32

4.3. Principales diferencias en el transcriptoma de las

bacterias desecadas

Como resultado de comparar los transcriptomas de la fase exponencial
temprana y después de la desecacion de Exiguobacterium sp. Helios se obtuvieron
784 genes diferencialmente expresados (DEGs) con |log,FC|>2. Las células de
estas dos condiciones provienen del mismo punto de la curva de crecimiento, por
lo que el numero de DEGs es menor, pero se esperaria que el resultado ponga el

foco en los genes mas importantes para la xerotolerancia.

Para comenzar a estudiar la expresién diferencial del genoma en fase
exponencial temprana frente a la desecacion, se clasificaron los genes cuyo
|log,FC|>2 (Figura R2.24), y de un total de 660 genes que cumplian ese requisito,

36 se quedaron sin clasificar en ninguna de estas categorias.
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Figura R2.24. Grafica del numero de genes diferencialmente expresados entre la
fase exponencial temprana y desecacion en cada categoria COG. Se muestran las
proporciones de genes sobreexpresados (rojo) y subexpresados (verde). A:
Procesamiento y modificacion de ARN; B: Estructura y dinamica de la cromatina; C:
Produccién y conversion de energia; D: Control del ciclo celular, division celular, particion
cromosoOmica; E: Transporte y metabolismo de aminoacidos; F. Transporte y metabolismo
de nucleétidos; G: Transporte y metabolismo de carbohidratos; H: Transporte y
metabolismo de coenzimas; I: Transporte y metabolismo de lipidos; J: Traduccidn,
estructura ribosémica y biogénesis; K: Transcripcién; L: Replicacion, recombinacion y
reparacion; M: Biogénesis de pared/membrana/envoltura celular; N: Motilidad celular;
0: Modificacién postraduccional, recambio proteico, acompafantes; P: Transporte y
metabolismo de iones inorganicos; Q: Biosintesis, transporte y catabolismo de
metabolitos secundarios; S: Funciéon desconocida; T: Mecanismos de transduccién de
sefiales; U: Trafico intracelular, secreciéon y transporte vesicular; V: Mecanismos de
defensa.

Pueden destacarse algunos DEGs que no aparecian en la transcriptémica
de la fase estacionaria, especialmente un numero muy elevado de genes
relacionados con la produccion y la conversidon de energia, especialmente los
genes que codifican las subunidades de ensamblaje del citocromo c oxidasa (COX)
y la ATP sintasa (Tabla R2.10). La COX es el aceptor terminal de electrones en la
cadena respiratoria de muchas bacterias que cataliza la transferencia de
electrones del citocromo c al oxigeno molecular. Esta reaccion esta acoplada a la

translocacion de protones a través de la membrana (Schimo et al,, 2017).
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Se observan también subexpresados los genes HNY42_RS00875,
HNY42_RS00880, HNY42_RS02455, HNY42_RS04310 (Tabla R2.10), que codifican
las nitroreductasas que metabolizan diversos compuestos nitrogenados, como
nitrofuranos, nitrofenoles, nitrobencenos, nitrobenzoato, nitroimidazoles o
nitrotoluenos, utilizando NADH o NADPH como poder reductor. Es posible que en
condiciones de desecacion estas enzimas tengan un papel importante en la
respuesta al estrés oxidativo como indican algunos estudios, como por ejemplo el
equilibrio tiol-disulfuro en la célula lo mantienen algunas proteinas similares a

NfsA de S. aureus y B. subtilis. (Boddu et al., 2020).

Tabla R2.10. DEGs relacionados con produccion y conversion de energia. Se
muestran los genes cuyo |log,FC|>2.

Locus (HNY42_) Descripcion log; FC  pvalor
RS04495 Citocromo c oxidasa subunidad II 8,88 1,38x10-23
RS04500 Citocromo c oxidasa subunidad I 8,26 2,83x1033
RS05740 Citocromo c 382 4,17x1032
RS10720 Citocromo b reductasa subunidad b/c 3,92 3,30x10-114
RS10725 Citocromo b 3,82 5,25x1074
RS11715 Citocromo c oxidasa subunidad IV 3,80 527x101
RS11720 Citocromo subunidad ubiquinol oxidasa III 398 3,71x1028
RS11725 Citocromo c oxidasa subunidad I 516 4,19x10-127
RS11730 Citocromo c oxidasa subunidad II 559 8,55x107°
RS11875 Citocromo bd subunidad oxidasa terminal 11 2,85 3,83x10-24
RS11880 Citocromo subunidad ubiquinol oxidasa I 3,148 4,70x102
RS14955 Ferredoxina 2,82 0,000164
RS15050 ATP sintasa F1 subunidad epsilon 3,51 497x10%
RS15055 ATP sintasa F1 subunidad beta 2,92 5,49x10-35
RS15060 ATP sintasa F1 subunidad gamma 2,15 3,34x10-15
RS15085 ATP sintasa subunidad A 2,44 2,77x108
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1. Degradacion de compuestos de interés

Este capitulo se desarrolla en gran medida no solo para comprobar las
capacidades metabdlicas de Helios sino también con el objetivo de validar un
modelo metabdlico de Exiguobacterium sp. Helios elaborado elaborado por Arian
Ferrero, Paola Corbin y Juli Peret6 (Ferrero-Fernandez 2022) dentro del grupo de
Ingenieria Metabdlica de Sistemas del Instituto de Biologia Integrativa de Sistemas
[2SysBio (UVEG-CSIC). Este modelo metabdlico constituye el primero creado para
una bacteria del género Exiguobacterium y es vital para el andlisis de su

metabolismo y para su posible manipulacién.

El gran nimero de genes relacionado con el metabolismo de los
carbohidratos anotados en el cromosoma de Exiguobacterium sp. Helios sugiere
una notable habilidad para utilizar varios monosacaridos y carbohidratos
poliméricos como fuentes de carbono. Por ejemplo, entre ellos, los genes
HNY42_RS05125 y HNY42_RS00620 codifican posiblemente una sacarosa-6-
fostato hidrolasa y una fructoquinasa, respectivamente, muy probablemente
involucradas en el catabolismo de la sacarosa. En el genoma se encuentra también
el cluster de utilizacion de la arabinosa araBDA (HNY42_RS08030-
HNY42_RS08040) y el gen rbsK (HNY42_RS13665) que codifica la riboquinasa.
También se han identificado genes de utilizacidon de lactosa y galactosa como el

clister HNY42 RS03390-HNY42 RS03405, entre otros.

Para comprobar que estas anotaciones tenian sentido se realizaron curvas
de crecimiento en medio minimo M63 a 30°C con varios carbohidratos como
fuente principal de carbono comprobandose que es capaz de utilizar fructosa,
sacarosa, maltosa, glucosa y ribosa (Figura R3.1). Hay que sefialar que el cultivo
contiene una pequefia cantidad de casaminoacidos para complementar las

auxotrofias de la bacteria.
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Figura R3.1. Crecimiento de Exiguobacterium sp. Helios en diferentes aziicares. Se
representan con linea discontinua las curvas de crecimiento cuya maxima DOgoonm < 1.
Todos los carbohidratos se adicionaron a una concentracién final de 10 mM al medio
minimo M63 conteniendo casaminoéacidos (0,4 g-L-1). Se consideré como control el cultivo
sin carbohidrato que presenta un crecimiento reducido gracias a los casaminoacidos.

Como ya se ha comentado en el capitulo anterior, el genoma de
Exiguobacterium sp. Helios contiene un cluster de 11,7 kb (HNY42_RS03440-
HNY42_RS03510) que codifica la via de degradacion completa del acido
fenilacético (Figura R2.20).

Los genes HNY42_00705, HNY42_07190, HNY42_08240, HNY42_08800, y
HNY42 14205 anotados como proteinas de la familia VOC y/o estradiol
dioxigenasas de clase I podrian estar involucradas en la degradacion de otros
compuestos aromaticos, como 3,4-dihidroxibenzoato, 4-hidroxibenzoato o
benzoato. Ademas, al analizar el genoma se observa que Helios presenta el gen que
codifica la 2,3-catecol dioxigenasa (HNY42_RS02890), que abre el anillo del catecol
en posicion meta, pero no se encuentran genes que puedan continuar la ruta de

degradacion.
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Se cultivaron Helios y E. sibiricum en medio minimo M63 a 309C con
diferentes compuestos aromaticos de interés y se pudo comprobar que
Exiguobacterium sp. Helios crecia en presencia de benzoato, 4-hidroxibenzoato y
3,4-dihidroxibenzoato, aunque no alcanzaba densidades 6pticas muy elevadas,
pero no crecia utilizando 3-hidroxibenzoato, catecol o gentisato. Se observé que E.
sibiricum mostraba el mismo comportamiento en presencia de esas fuentes de

carbono (Tabla R3.1).

Tabla R3.1. Crecimiento de Exiguobacterium sp. Helios y E. sibiricum 255-15 en
diferentes fuentes de carbono. (+) Cuando las células alcanzan una DOsgonm > 0,4; (+/-)
Cuando las células alcanzan una DOgoonm >0,2 y <0,4; (-) Cuando las células alcanzan una
DOgoonm <0,2.

Exiguobacterium sp.

Sustratos Helios E. sibiricum 255-15
3,4-dihidroxibenzoato + +
3-hidroxibenzoato - -
4-hidroxibenzoato + +
Benzoato + +
Gentisato - -
Acido fenilacético + +
Catecol - -
3-hidroxibutirato - -
Citrato + +
Piruvato + +
Succinato + +

También se comprobo el crecimiento en presencia de algunos compuestos
clave del metabolismo central como citrato, piruvato y succinato, y tanto Helios

como E. sibiricum crecian en estos compuestos (Tabla R3.1).
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Pese a que se encuentra en el genoma la ruta de utilizacién del 3-
hidroxibutirato, incluida su permeasa (HNY42_RS07410-HNY42_RS07430) en un
pequeino cluster tipico y bien organizado de 4,8 kb (Figura R3.2), no se ha
observado crecimiento al cultivar Exiguobacterium sp. Helios en presencia de este

compuesto (Tabla R3.1).

GntP ATO a ATO B HBD THL
s ) =
1kb

Figura R3.2. Claster de genes involucrados en la ruta de degradacion aerobia del
3-hidroxibutirato en Exiguobacterium sp. Helios. GntP: permeasa. ATO o/f:
acetoacetil transferasa a o 8. HBD: 3-hidroxibutiril deshidrogenasa. THL: acetoacetil-CoA
tiolasa.

2. Estudio del metabolismo anaerobio en Exiguobacterium sp.

Helios

El género Exiguobacterium esta clasificado como anaerobio facultativo
(Kasana & Pandey, 2018; Vishnivetskaya et al.,, 2009), por lo que se propuso

determinar si la cepa Helios también presentaba esta capacidad.

En particular, en su genoma se ha encontrado el gen pfIB (HNY42_RS04545)
que codifica una enzima perteneciente a una familia de enzimas necesarias para el
crecimiento en anaerobiosis como la formato-C-acetiltransferasa, y su activasa
pflA (HNY42_RS04540), que se encuentran en muchas bacterias que crecen en
anaerobiosis como Haemophilus influenzae, Clostridium spp., Lactobacillus spp. y
algunos Streptococcus. La enzima PfIB cataliza la conversion reversible de piruvato

en formiato, produciendo acetil-CoA (Leibig et al., 2011).

Por otro lado, se ha identificado el gen adhE (HNY42_RS07800), que codifica
una acetaldehido/alcohol deshidrogenasa bifuncional que participa en los pasos
finales de la fermentacion de etanol en muchos anaerobios mediante dos

reacciones rédox reversibles: de acetil-CoA a acetaldehido, y de acetaldehido a
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etanol (Wang et al,, 2021). También se ha encontrado el gen Idh (HNY42_RS05920)
que codifica unalactato deshidrogenasa (LDH) que convierte el piruvato en lactato
durante la fermentacion anaerobia (Larsson et al, 2005). Ademads, se han
identificado algunos genes relacionados con funciones basicas de la célula, como
la sintesis de desoxirribonucledtidos, precursores del ADN. Los genes nrdD
(HNY42_RS06810) y nrdG (HNY42_RS06815) codifican las dos subunidades de una
ribonucledtido reductasa (RNR) de clase IIl. La enzima NrdD es la subunidad
catalitica y la proteina NrdG es la activasa y responsable de generar un radical
glicilo extremadamente sensible al oxigeno, por lo que sdlo es activa en

condiciones anaerdbicas (Torrents, 2014).

Con toda esta informacidn parecia razonable pensar que Helios era capaz
de crecer en anaerobiosis. Por ello, se comprobd la capacidad de crecimiento en
ausencia de oxigeno de la cepa Exiguobacterium sp. Helios realizando cultivos en
botellas de anaerobiosis, inoculando diferentes medios ricos (TSB, TGY, LB y LB
suplementado con glucosa) con una DOsoonm inicial de 0,1. Se estudié su
crecimiento monitorizando la absorbancia de los cultivos y se observo que la cepa
Helios era capaz de crecer en anaerobiosis, alcanzando mejores resultados en los

medios TSB y LB con glucosa (Figura R3.3).
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Figura R3.3. Crecimiento de Exiguobacterium sp. Helios en diferentes medios ricos
en condiciones de anaerobiosis. Se emplearon los medios ricos TSB, TGY, LB y LB
suplementado con 1 g-L-! de glucosa. La grafica representa el promedio de DOsoponm
correspondiente a tres réplicas bioldgicas junto con la desviacion estandar.
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Se estudié también el crecimiento en anaerobiosis en medio minimo con
diferentes fuentes de carbono, en presencia o ausencia de nitrato potasico (KNO3)
para evaluar si el metabolismo anaerobio se produce por respiracién o por
fermentacién. Se pudo observar que Exiguobacterium sp. Helios crece mejor en
presencia de KNOs, que es utilizado como aceptor de electrones en la respiracion,
pero que también es capaz de crecer sin nitrato en presencia de glucosa, indicando

que se esta produciendo una fermentacion (Figura R3.4.A).

Ademas, se analiz6 la capacidad de Helios de crecer en microaerofilia,
empleando las mismas botellas de anaerobiosis, pero sin eliminar por completo el
oxigeno, limitando el porcentaje de aire en el cultivo. Las diferencias en el
crecimiento al variar el porcentaje de aire en el cultivo son muy pequefias, aunque

se observa un peor crecimiento en los cultivos con 10% de aire (Figura R3.4.B).
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Figura R3.4. Crecimiento de Exiguobacterium sp. Helios en medio minimo en
condiciones de anaerobiosis (A) y microaerofilia (B) Las fuentes de carbono se
emplearon a una concentracion final de 2 g-L-1 y se consider6é como control el cultivo sin
fuente de carbono (casaminoacidos a 0,4 g-L-1). Las graficas representan el promedio de
DOsoonm correspondiente a dos réplicas biolégicas.
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3. Estudio de las auxotrofias de Exiguobacterium sp. Helios

3.1. Metabolismo del azufre

El analisis de los datos obtenidos con el modelo metabdlico de
Exiguobacterium sp. Helios destac6 la ausencia de los genes esenciales para la
activacion del sulfato y su transformacion en sulfito (Ferrero-Fernandez 2022). Al
igual que se habia descrito en E. sibiricum (Rodrigues et al., 2008), no se
encontraron genes que codificaran la ATP sulfurilasa, APS (adenosina 5'-
fosfosulfato) reductasa o la APS quinasa y la PAPS (3'-fosfoadenosina-5'-
fosfosulfato) reductasa, aunque si se encontraron genes que codificaban la sulfito
reductasa (HNY42_RS03245) y la cisteina sintasa (HNY42_RS01695) (Figura R3.5).
Esto sugiere que Helios requiere una fuente organica de azufre, como la metionina

o la cisteina.

Tiosulfato
ATP APS Sulfito Cistelna
sulfurilasa reductasa reductasa sintasa
HNY42_RS03245 HNY42_RS01695 ;
Sulfato » APS — Sulfito » Sulfuro » (Cisteina
A 3
Metionina
APS
quinasa
PAPS
PAPS
reductasa

Figura R3.5. Ruta clasica de asimilaciéon de sulfato en bacterias. Se indican en
amarillo las enzimas de la ruta con homologos en Exiguobacterium sp. Helios. Modificado
de (Williams et al., 2002).

3.2. Aminoacidos de cadena ramificada

El modelo metabdlico a escala genomica de Exiguobacterium sp. Helios
(Ferrero-Fernandez 2022) sugeria que faltaban las enzimas de la ruta clasica de
biosintesis de los aminoacidos de cadena ramificada, leucina, valina e isoleucina,

de la misma forma que ocurre en E. sibiricum (Rodrigues et al., 2008). Al realizar
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un estudio comparativo con el genoma de B. subtilis 168 se pudo determinar que
habia genes homélogos para dos de las ocho enzimas de la ruta, indicados en
amarillo en la Figura R3.6, que son ileE (HNY42_RS03955), que codifica la
aminotransferasa de aminodacidos de cadena ramificada y leuB (HNY42_RS12805),

que codifica la 3-isopropilmalato deshidrogenasa.

Por ello, se analiz6 el genoma de Exiguobacterium sp. Helios en busca de
genes homdlogos para alguna de las rutas alternativas para la sintesis de estos
aminodacidos. Existen varios precedentes de rutas alternativas que coexisten con
la ruta clasica descritos en microorganismos anaerobios, como la biosintesis de
leucina a partir de isovalerato en Bacteroides ruminicola y Bacteroides fragilis
(Allison et al., 1984), la biosintesis de isoleucina por una ruta dependiente de
citramalato en Geobacter sulfurreducens (Risso et al., 2008) o en las cianobacterias
Leptospira interrogans (Xu et al., 2004) y Cyanothece spp. (Wu et al., 2010), que
también sintetizan isoleucina a través de la ruta dependiente de citramalato.

Ninguna de estas rutas esta presente en el genoma de Helios.

4. Estudio del metabolismo del acetato en Exiguobacterium sp.
Helios

Aunque Exiguobacterium sp. Helios es capaz de crecer en acetato como
Unica fuente de carbono, es sorprendente que el modelo metabdlico a escala
genomica no contenga ciclo de glioxilato ni ninguna de las rutas de asimilacion de
acetato descritas hasta la fecha (Ferrero-Fernandez 2022). Ademas, la
comparacion de los genomas disponibles del género Exiguobacterium muestra que
ninguno de los miembros del Clado I presenta los genes para las enzimas clave del
ciclo del glioxilato (isocitrato liasa y malato sintasa), mientras que todos los
genomas pertenecientes al Clado II si que los contienen (Ferrero-Fernandez

2022).
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Existen otras rutas descritas para el metabolismo del acetato que también
se analizaron. En este sentido, se sabe que en ausencia de la isocitrato liasa algunas
rutas de asimilacién de acetato en metilotrofos y bacterias purpuras parten de la
condensacion de dos moléculas de acetil-CoA en acetoacetil-CoA, y después
continlan hacia 3-hidroxibutiril-CoA. A partir de este punto hay diferentes
variantes, en la primera se genera mesaconil-CoA, que después es hidratado y
escindido hasta formar glioxilato y propionil-CoA. En la otra version, denominada
regeneracion del ciclo del glioxilato, el 3-hidroxibutiril-CoA sufre una
deshidratacion y una reduccién a butiril-CoA, que después de una carboxilacién

pasa a etilmalonil-CoA, concluyendo con la formacién de succinato (Ensign, 2006).

En el género Clostridium se ha descrito la utilizacion de acetato a través de
la B-oxidacién inversa, transformando el acetato en acetil-CoA mediante una
acetato quinasa y una fosfotransacetilasa (Kutscha & Pfliigl, 2020). En algunas
bacterias reductoras de sulfato, el acetato se metaboliza completamente a CO2
mediante el ciclo de Krebs formando acetil-CoA a partir de acetato mediante una
succinil-CoA:acetato-CoA transferasa; otras bacterias reductoras de sulfato,
emplean una via inversa de Wood-Ljungdahl para crecer en acetato (Kutscha &
Pfliigl, 2020). Utilizando esta informacidn se comprob6 que Helios no posee genes
homdlogos de ninguna de estas otras rutas descritas para la utilizacion del acetato

como Unica fuente de carbono y energia.

4.1. Crecimientos en matraz

Result6 interesante comprobar que en la bibliografia se hacia referencia a
que E. sibiricum, E. undae y E. acetylicum eran capaces de usar el acetato como
fuente de carbono, aunque estos datos no se habian comprobado en cultivo liquido
y no era evidente que el acetato pudiese ser utilizado como fuente exclusiva de

carbono y energia (Rodrigues et al., 2006).

Con el objetivo de confirmar el crecimiento de Exiguobacterium sp. Helios
en presencia de acetato se cultivd en medio minimo M63 con 4 g-L-lde acetato
sddico en presencia de casaminodacidos, y se comparo6 con cultivos en las mismas

condiciones de la cepa P. putida DOC 21, que consume acetato por la via del
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glioxilato, y su mutante P. putida DOC 21 A33, que tiene delecionado el gen que
codifica la isocitrato liasa. Los experimentos se realizaron tanto en cultivo liquido
(Figura R3.7.A) como en placa (Figura R3.7.B). Se pudo observar que Helios crecia
en presencia de acetato con menor eficiencia que la cepa DOC 21, pero claramente
mejor que el mutante carente de la ruta del glioxilato que mostraba un crecimiento

residual debido a los casaminodcidos.

A. -~ P, putida DOC 21

- P, putida DOC 21 A33

-e— Exiguobacterium sp. Helios
-¢- Control

e
1

log DO 600 nm

-
-
o
-
-
-

Tiempo (horas)

Figura R3.7. Confirmacidn del crecimiento en acetato sddico de Exiguobacterium sp.
Helios en cultivo liquido (A) o en placa (B). Se utilizé6 como control positivo P. putida
DOC 21 y como control negativo el mutante de la ruta del glioxilato P. putida DOC 21 A33.
Las graficas representan el promedio de DOgoonm correspondiente a dos réplicas
bioldgicas.

También se estudi6 el crecimiento de otras dos cepas del género
Exiguobacterium en medio minimo M63 en presencia de acetato, y se comparo6 con
su crecimiento en glucosa. Para este ensayo se probaron las cepas E. sibiricumy E.
antarcticum, ademdas de Helios. Se pudo observar que, mientras que todas las
cepas crecian hasta superar una DOsoonm de mas de 1 con glucosa (Tabla R3.2),
solamente Exiguobacterium sp. Helios era capaz de crecer en el medio con acetato
como Unica fuente de carbono (Tabla R3.2). El crecimiento residual en acetato se

debe a los casaminoacidos.
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Tabla R3.2. Crecimiento de varias cepas del género Exiguobacterium en medio
minimo M63 con glucosa y acetato. El control de cultivo sin fuente de carbono, sélo
casaminoacidos a 0,4 g-L1 creci6 hasta una DOsponm 0,4 partiendo de un preindculo de
DOg0onm 0,1.

Cepa Glucosa (DOsoonm 24h) Acetato (DOgoonm 24h)
Exiguobacterium sp. Helios 1,27 0,75
E. sibiricum 1,34 0,4
E. antarcticum 1,46 0,4

4.4. Analisis transcriptomico en presencia de acetato

Dado que Helios es capaz de crecer en presencia de acetato como tnica
fuente de carbono y energia, y que no parece tener los genes de ninguna ruta
descrita hasta la fecha para el consumo de acetato, se propuso analizar mediante
un enfoque transcriptémico la expresion diferencial de Exiguobacterium sp. Helios

cultivado en presencia de acetato frente a otra fuente de carbono como la glucosa.

Para comenzar el estudio de la expresién diferencial del genoma en
presencia de acetato frente a glucosa, se clasificaron seguin sus categorias COG los
genes cuyo |log,FC|>2. Se encontraron un total de 178 genes que cumplian ese
requisito de sobrexpresion o subexpresion, y de estos solo 15 se quedaron sin
clasificar en ninguna de las categorias (Figura R3.8). El resto de genes analizados

(un total de 2893) mantienen un nivel de expresion similar en glucosa y acetato.

En un analisis global se puede apreciar que hay una gran mayoria de genes
sobreexpresados en comparacién con los subexpresados en acetato. En este
sentido destaca una gran mayoria de genes sobreexpresados de funcion
desconocida, lo que complica mucho el analisis previsto, ya que es dificil especular
sobre su posible funcion y sugiere que puede haber rutas alternativas que seran

dificiles de clasificar.
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Figura R3.8. Grafica del nimero de genes diferencialmente expresados en
presencia de acetato frente a glucosa en cada categoria COG. Se muestran el numero
de genes sobreexpresados (morado), subexpresados (amarillo). A: Procesamiento y
modificacion de ARN; B: Estructura y dindmica de la cromatina; C: Produccién y
conversion de energia; D: Control del ciclo celular, divisién celular, particién
cromosOmica; E: Transporte y metabolismo de aminoacidos; F. Transporte y metabolismo
de nucleétidos; G: Transporte y metabolismo de carbohidratos; H: Transporte y
metabolismo de coenzimas; I: Transporte y metabolismo de lipidos; J: Traduccidn,
estructura ribosémica y biogénesis; K: Transcripcién; L: Replicacion, recombinacion y
reparacién; M: Biogénesis de pared/membrana/envoltura celular; N: Motilidad celular;
0: Modificaciéon postraduccional, recambio proteico, acompafiantes; P: Transporte y
metabolismo de iones inorganicos; Q: Biosintesis, transporte y catabolismo de
metabolitos secundarios; S: Funciéon desconocida; T: Mecanismos de transduccion de
sefiales; U: Trafico intracelular, secrecion y transporte vesicular; V: Mecanismos de
defensa.

El primer aspecto que se analizé fue la expresion de los genes responsables
del transporte del acetato y de su conversidn en acetil-CoA. El acetato se puede
transformar en acetil-CoA mediante dos reacciones reversibles catalizadas por
acetato quinasa (AK) y fosfotransacetilasa (PTA) o mediante una reaccién
irreversible mediada por la acetil-CoA sintetasa (ACS) (Kutscha & Pfliigl, 2020). En
este sentido se observé que en presencia de glucosa la ruta de formacién de acetil-

CoA via PTA y AK esta sobreexpresada y, sin embargo, en presencia de acetato la
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formacién de acetil-CoA depende de la ACS (Tabla R3.3). Resulta sorprendente
que el posible transportador de acetato ActP (HNY42_RS00380), aparece
subexpresado en el transcriptoma en linea con la subexpresién de PTA y AK,
sugiriendo que este transportador funcionaria solo durante el metabolismo de la

glucosa para recuperar el posible acetato secretado (Tabla R3.3).

Se analizaron las rutas que utilizan el acetil-CoA como sustrato. La acetil-
CoA carboxilasa transforma el acetil-CoA en malonil-CoA, que es a su vez es
transformado a malonil ACP por la malonil-CoA ACP transacetilasa y
seguidamente en acetoacetil-ACP por la acetoacetil-ACP sintasa IIl, y de esta forma
se iniciala biosintesis de acidos grasos. Los genes que codifican para estas enzimas
(Tabla R3.4) tienen un nivel de expresion muy similar tanto en presencia de

glucosa como de acetato.

Se ha observado que los genes pfIB (HNY42_RS04545), pflA
(HNY42_RS04540), adhE (HNY42_RS07800), y Idh (HNY42_RS05920) (Tabla R3.5),
que habian sido identificados en el genoma de Exiguobacterium sp. Helios como
parte del metabolismo en anaerobiosis, estan subexpresados en presencia de
acetato, es decir, se estan sobreexpresando en presencia de glucosa, indicando que

se esta produciendo fermentacién alcohdlica.

Tabla R3.3. DEGs de Exiguobacterium sp. Helios involucrados en el transporte y en
la transformacion del acetato en acetil-CoA del acetato. Se muestra el porcentaje de
identidad de aminoacidos (% aa) comparados con B. subtilis 168.

Locus » o . N¢ acceso

(HNY42.) Funcion definida en B subtilis 168 %aa log, FC  pvalor

RS00380 Transportador ActP P39599.2 -0,39 0,174056
73,68

RS02580 Fosfato acetiltransferasa PTA P39646.3 0,28 0,409717
66,98

RS12890 Acetato quinasa AK P37877.1 -0,50 0,116430
68,69

RS12945 Acetil-CoA sintetasa ACS P39062.1 3,74 3,50x 1022
70,18
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Tabla R3.4. Genes de Exiguobacterium sp. Helios que utilizan el acetil-CoA como
sustrato. Se muestra el porcentaje de identidad de aminoacidos (% aa) comparados con
B subtilis 168.

o
( ;13;:;_) Funcion definida en B subtilis 168 N ;:::so l:iz p valor
RS12830 Acetil-CoA carboxilasa 034847.1 0,03 0,934972
carboxiltransferasa subunidad o 67,43
(accA)
RS12835 Acetil-CoA carboxilasa C0SP93.1 -0,49 0,285146
carboxiltransferasa subunidad 8 55,12
(accD)
RS06075 Acetil-CoA carboxilasa proteina P49786.2 1,16 0,036814
transportadora de biotina-carboxilo 32,69
(accB)
RS06080 Acetil-CoA carboxilasa subunidad P49787.3 -0,47 0,285695
carboxilasa de biotina (accC) 64,25
RS11335 Malonil-CoA ACP transacetilasa P71019.2 0,47 0,224855
(fadD) 43,28
RS12100 Acetoacetil-ACP sintasa Il (fadH) 034746.1 -0,17 0,705804
49,36

Tabla R3.5. DEGs del metabolismo anaerobio de Exiguobacterium sp. Helios.

( ;13;:;_) Descripcion log; FC p valor

RS04540 Activasa pflA -2.26  2,88x10°

RS04545 Formato-C-acetiltransferasa pfIB -1,80 1,80x107

RS05920 Lactato deshidrogenasa Idh -2,25 1,23x10°5

RS07800 Acetaldehido/alcohol deshidrogenasa -2,29  1,86x107
bifuncional adhE

Se analizaron los genes de metabolismo central y sus rutas anaplerdticas
(TablaR3.6). Es destacable la presencia de una malato quinona oxidorreductasa
(HNY42_RS01035) alternativa en el ciclo de los acidos tricarboxilicos a la malato
deshidrogenasa (HNY42_RS12800),y que se encuentra sobreexpresada en acetato
(logz FC = 1,63). Esta enzima es energéticamente mas favorable que la malato
deshidrogenasa y realiza el paso de malato a oxalacetato de forma irreversible

(Forster-Fromme & Jendrossek, 2005; Harold et al., 2022).
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Tabla R3.6. DEGs de Exiguobacterium sp. Helios involucrados en el ciclo de Krebs.
Se muestra el porcentaje de identidad de aminoacidos (% aa) comparados con B. subtilis
168.

Locus » . . N2 acceso

(HNY42.) Funcion definida en B subtilis 168 %aa log, FC  pvalor

RS07285 Aconitasa P09339.4 1,18 0,002588
69,87

RS10305  o-cetoglutarato deshidrogenasa E2 P16263.2 0,42 0,238358
66,11

RS10310  o-cetoglutarato deshidrogenasa E1 P23129.3 1,33 0,001591
57,96

RS10505 Fumarato hidratasa P07343.2 -0.45 0,299578
70,65

RS10850 Glutamato deshidrogenasa P50735.2 2,15 3,96x107
81,80

RS11240 Succinil-CoA sintetasa P80865.3 0,46 0,197899
76,59

RS11245 Succinil-CoA sintetasa [3 P80886.2 1,39 0,000195
73,51

RS11750 Piruvato carboxilasa Q9KWU4.1 -0,59 0,065322
67,37

RS12210 Aspartato aminotransferasa P53001.1 -1,11 0,005704
61,64

RS12565 Succinato deshidrogenasa P08066.3 0,21 0,553975
77,60

RS12800 Malato deshidrogenasa P49814.3 -0,79 0,031948
75,08

RS12805 I[socitrato deshidrogenasa P39126.1 -0,23 0,460366
85,24

RS12810 Citrato sintasa P39120.2 1,69 0,000413
63,88

RS12820 Forfoenolpiruvato carboxiquinasa P54418.3 3,35 1,77x10-13
64,18

Se puede observar que estan sobreexpresados los genes que codifican las
enzimas que catalizan el paso de a-cetoglutarato a succinil-CoA y éste a succinato,
produciendo ATP, y el paso de malato a oxalacetato (mediante la malato quinona
oxidorreductasa) y éste a citrato y después a isocitrato, con el gasto de acetil-CoA

y la liberacion de coenzima A.
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La piruvato carboxilasa (HNY42_RS11750) que cataliza el paso de piruvato
a oxalacetato esta subexpresada en presencia de acetato. Esta enzima es
dependiente de ATP y de biotina, y se activa alostéricamente por acetil-CoA. Por el
contrario, la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (HNY42_RS13175) esta
sobreexpresada en presencia de acetato, por lo que se estaria formando

fosfoenolpiruvato a partir de oxalacetato.

Por otro lado, el a-cetoglutarato del ciclo de Krebs podria estar siendo
repuesto a partir de glutamato, ya que estd sobreexpresada la glutamato

deshidrogenasa (HNY42_RS10850).

Resulta muy interesante comprobar que en presencia de acetato los genes
de la ruta de formacion de butiril-CoA (Tabla R3.7) se encuentran
sobreexpresados. Dos moléculas de acetil-CoA se pueden condensar para formar
acetoacetil-CoA mediante la enzima THL (HNY42_RS13505). Posteriormente, la
enzima bifuncional BHBD/CRO (HNY42_RS13510) transformaria el acetoacetil-
CoA en hidroxibutiril-CoA y crotonil-CoA.

Tabla R3.7. DEGs de Exiguobacterium sp. Helios involucrados en la degradacion del
acetato. Se muestra el porcentaje de identidad de aminoacidos (% aa).

Locus L, . - N¢ acceso
(HNY42.) Funcion definida en B subtilis 168 %aa log; FC  pvalor
RS07415 Butiril-CoA:acetoacetato CoA NP_391778.1 -1,04 0,018402
transferasa subunidad A (ATO) 69,57
RS07420 Butiril-CoA:acetoacetato CoA NP_391777.1 -0,97 0,037895
transferasa subunidad B (ATO) 75,71
RS12610 Flavoproteina de transferenciade  NP_390730.1 4,25 3,49x10-18
electrones subunidad alfa FixB 64,49
RS12615 Flavoproteina de transferenciade  NP_390731.1 4,49 7,51x10-2
electrones subunidad beta FixA 70,82
RS13500 Butiril-CoA deshidrogenasa BCD NP 391161.1 4,84 2,27x1013
65,66
RS13505 Acetil-Coa acetiltransferasa / NP_391162.1 5,17 2,23x10%
acetoacetil-CoA tiolasa THL 69,74
RS13510  Enoil-CoA hidratasa / 3-hidroxiacil- NP_391163.2 6,53 2,01 x104
CoA deshidrogenasa bifuncional 58,84
BHBD/CRO

205



VI. RESULTADOS. Capitulo 3

La conversion de crotonil-CoA en butiril-CoA se catalizaria por el complejo
BCD (HNY42_RS13500) FixAB (HNY42_RS12610 y HNY42_RS12615) dependiente
de ferredoxina (HNY42_RS10885). Finalmente, el butiril-CoA se transformaria en
butiril fosfato y posteriormente en butirato, mediante las enzimas PTB
(HNY42_RS06145) y BUK (HNY42_RS06155), y como consecuencia se produciria
butirato (Kutscha & Pfliigl, 2020) (Figura R3.9).

CoA Bi Acetoacetil-CoA

B} H
. NADH
Acetil-P Mcetﬂ-(}nﬁ

ADP
Acetil-CoA 3-hidroxibutiril-CoA
ATP
Butirato
Acetato
Butiril-CoA Crotonil-CoA
S~ 10
NADH
o

Ferredoxina .z ?ﬁlienedoxina o=
NADH NAD*

Figura R3.9. Ruta de sintesis del butiril-CoA. Se indican las enzimas presentes en
Exiguobacterium sp. Helios y sobreexpresadas en presencia de acetato. Adaptado de
Kutscha & Pfliigl, (2020).

Un resultado en gran medida sorprendente fue encontrar que el cluster que
codifica la ruta de degradacion del fenilacético estd muy sobreexpresado en
Exiguobacterium sp. Helios en presencia de acetato (Tabla R3.8). Esta ruta esta
contigua en el genoma a la ruta de degradacién de fenilalanina (HNY42_RS03415-

HNY42_RS03435), que también se encuentra sobreexpresada en estas condiciones.
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Tabla R3.8. DEGs de Exiguobacterium sp. Helios involucrados en la ruta de
degradacion del acido fenilacético.

Locus
Gen (HNYZZ_) Descripcion log: FC  pvalor

paaK RS03445 Fenilacetato-CoA ligasa 6,13 5,33x10-28
paaA RS03450 1,2-fenilacetil-CoA epoxidasa subunidad A 545 8,11x10-1°
paaB RS03455 1,2-fenilacetil-CoA epoxidasa subunidad B 4,53 9,28x10-°

paaC RS503460 Fenilacetato-CoA oxigenasa subunidad C 4,79 9,28x10-23
paaD RS03465 Fenilacetato-CoA oxigenasa subunidad D 522 7,13x1015

paaE RS03470 Reductasa de la familia EthD 6,42 1,31x1018
paaF RS03475 Enoil-CoA hidratasa 4,14 4,46x10-14
paaZ RS03480 Aldehido deshidrogenasa 4,88 7,44x1017
paaH RS03485 3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa 3,10 2,33x108
paaJ RS03490 Acetil-CoA C-aciltransferasa 2,10 4,96x10-5

paaG RS03495 Enoil-CoA hidratasa 3,22 4,15x10°

paaX RS03500 Proteina de regulacion negativa del operdn 1,34 0,005383
de degradacion del acido fenilacético

Por otro lado, es interesante resefiar la existencia de una tioesterasa
(HNY42_RS03440), que es homologa a la fluoroacetil-CoA tioesterasa de
Streptomyces cattleya, que cataliza la hidrolisis de fluoroacetil-CoA a
fluoroacetato, que actia como un sistema de defensa para evitar que el
fluoroacetil-CoA pueda entrar en el ciclo de Krebs e inhibirlo (Dias et al., 2010).
Para comprobar la posible implicacién de esta enzima en el metabolismo de
Helios se realizé un experimento en el que se estudi6 la concentracion minima
inhibitoria (MIC) de una serie de compuestos fluorados como 3-fluoracetato, 2-
fluorfenilacético, 3-fluorfenilacético y 4-fluorfenilacético utilizando el medio de
cultivo LB. Los resultados se muestran en la Tabla R3.9, donde se puede observar
que Exiguobacterium sp. Helios es capaz de crecer en presencia de

concentraciones muy altas de estos compuestos.
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Tabla R3.9. Concentraciones minimas inhibitorias de compuestos fluorados en
Exiguobacterium sp. Helios.

Compuesto MIC (mM)
2-fluorofenilacético 10
3-fluorofenilacético 10
4-fluorofenilacético 15
3-fluoroacetato 10

Otro resultado que de momento no tiene una explicacion evidente es que
el gen mas sobreexpresado (logz FC = 9,52) en el transcriptoma de
Exiguobacterium sp. Helios en presencia de acetato es un transportador de
carbohidratos tipo ABC (HNY42_RS04440) no caracterizado, pero que presenta un
dominio conservado presente en los genes ugp de E. coli, que codifican un sistema
de absorcidén para diésteres de sn-glicerol-3-fosfato y glicerol 3-fosfato (Wuttge et

al, 2012).

4.5. Hipotesis propuesta para la utilizaciéon del acetato como

fuente de carbono y energia

A partir de los datos anteriores no se puede inferir como se puede
conseguir una ruta anaplerotica que explique el crecimiento de Helios en acetato.
Sin embargo, el modelo metabdlico a escala gendémica (Ferrero-Fernandez 2022)
sugiere una via alternativa y nueva basada en la piruvato-ferredoxina
oxidoreductasa PFOR (HNY42_RS06710, HNY42_RS06715), como se muestra en la
Figura R3.10. Los niveles de expresion de PFOR y de la ferredoxina que emplean
para el equilibrio rédox (HNY42_RS10885) son muy similares tanto en presencia

de glucosa como de acetato.
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Figura R3.10. Ruta hipotética para la utilizacion del acetato en Exiguobacterium sp.
Helios. Las enzimas estdn indicadas en morado (sobreexpresadas) o amarillo
(subexpresadas). PTB: Fosfato butiriltransferasa; BUK: Butirato quinasa; ATO: Butiril-
CoA:acetoacetato CoA transferasa; FixA/B: Flavoproteina de transferencia de electrones;
BCD: Butiril-CoA deshidrogenasa; THL: Acetil-Coa acetiltransferasa / acetoacetil-CoA
tiolasa; BHBD/CRO: Enoil-CoA hidratasa / 3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa bifuncional;
PFOR: piruvato-ferredoxina oxidorreductasa; PTA: Fosfato acetiltransferasa; AK: Acetato
quinasa; ACS: Acetil-CoA sintetasa. Modificado de Kutscha & Pfliigl, 2020.

La PFOR es una enzima clave en el metabolismo anaerdbico, que en la
mayoria de los casos oxida el piruvato para generar acetil-CoA, di6xido de carbono
(CO2) y ferredoxina reducida. La ferredoxina reducida es un donante de electrones
para muchas enzimas en anaerobios (Katsyv et al., 2021). La reaccién inversa, la
reduccion de acetil-CoA a piruvato, es igualmente importante para los anaerobios
autotrofos porque vincula la via Wood-Ljungdahl de formacion de acetil-CoA con
el ciclo reductor incompleto del acido tricarboxilico parala sintesis de precursores

biosintéticos de carbono mas largos (Furdui & Ragsdale, 2000). El complejo PFOR
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que presenta Exiguobacterium sp. Helios perteneceria a una clasificacion
particular de este tipo de enzimas presente en extremdfilos (Sulfolobus,
Aeropyrum, Halobacterium, y Hydrogenobacter) que se caracteriza por ser
operativo en presencia de oxigeno (Yan et al.,, 2016). Esta propuesta esta basada
en el andlisis comparado de la estructura tridimensional de PFOR de
Exiguobacterium sp Helios obtenida mediante el algoritmo AlphaFold con la PFOR
de Sulfolobus tokodaii (Ferrero-Fernandez 2022). Este modelo, explicaria como
parte del acetato genera electrones y ATP, y cdmo el complejo PFOR podria
generar piruvato a partir de acetil-CoA, un metabolito de tres carbonos que
permite la sintesis de todos los precursores de biomasa en Exiguobacterium sp.

Helios y, por tanto, el crecimiento con acetato (Ferrero-Fernandez 2022).

4.6. Analisis de metabolitos por HPLC

Con el objetivo de comprobar la hip6tesis planteada sobre la degradacion
de acetato en Exiguobacterium sp. Helios y asi validar el modelo metabdlico, se
realizaron cultivos en matraz en medio minimo M63 con 4 g-L-1 de acetato de
sodio, observando las diferencias al suplementar los medios con diferentes
concentraciones de casaminoacidos, que fueron 0,4 g-L-'1 0 1 g-L-1 (Figura R3.11).
El aporte de casaminoacidos garantiza la suplementacion de las auxotrofias de
Helios. Para lograr mayor biomasa y poder analizar con mas facilidad los
metabolitos secundarios y el consumo de acetato, se dio un segundo pulso de

fuente de carbono (otros 4 g-L-1 de acetato de sodio) a los 7 dias de crecimiento.

Los cultivos se monitorizaron midiendo la DOesoonm, ¥ se observo que,
aunque alcanzaban mas rapidamente la fase exponencial los cultivos
suplementados con 1 g-L-1 de casaminoacidos, no continuaban consumiendo
acetato tras el segundo pulso de fuente de carbono. Sin embargo, los cultivos
suplementados con 0,4 g-L-1 continuaban acumulando biomasa tras el segundo

pulso y alcanzaron una densidad 6ptica mayor (en torno a 3).
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Figura R3.11. Crecimientos en acetato de Exiguobacterium sp. Helios. Los cultivos se
suplementaron con 0,4 g-L-1 (azul) o 1g-L-1 (amarillo) de casaminoacidos.

Se recogieron los sobrenadantes de este experimento a tiempo final (10
dias) y se analizaron por HPLC. Se compararon los resultados con patrones de
butirato, para comprobar si se acumulaba este metabolito como predecia el
modelo, y con patrones de acetato, para comprobar su consumo. Se comprob6 que
en la muestra 1 (Figura R3.12), correspondiente a los cultivos suplementados con
1 g-L-1de casaminoacidos, se seguia observando el pico del acetato a tiempo final,
por lo que no se habia consumido completamente (Figura R3.12.D). Por otra parte,
en la muestra 2 (Figura R3.13), que corresponde a los cultivos suplementados con
0,4 g-L-1 de casaminoacidos, el pico del acetato no se detectaba a tiempo final

(Figura R3.13.D).

En ninguna de las muestras se observo un pico del butirato, que deberia
aparecer en el minuto 25,2. Sin embargo, se pudo observar un pico de elucién que
aparecia en ambas muestras en el minuto 23,1 (Figura R3.12.D y Figura R3.13.D)
y que aumentaba de tamafio cuando se consumia mas acetato, pero que aiin no ha
sido identificado. También se observaron a tiempo final otros dos picos a 9,3 min

y a 10,4 min, que aun no se han identificado (Figura R3.12.D y Figura R3.13.D).
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Pese a que no se pudo comprobar la produccién de metabolitos
secundarios consecuencia de la degradacion del acetato que confirmasen la
hipdtesis desarrollada para Exiguobacterium sp. Helios, se pudo comprobar su
consumo por completo por HPLC y se determinaron unas condiciones de cultivo
eficientes mediante pulsos de fuente de carbono (feed-batch) que seran de gran

utilidad para futuros experimentos.
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Figura R3.12. Analisis mediante HPLC del sobrenadante de cultivos en acetato de
Exiguobacterium sp. Helios. A. Patrén de butirato a una concentracién de 5 g-L-1. B.
Patrdn de acetato a una concentracion de 5 g-L-1. C. Muestra 1, sobrenadante de cultivos
de Exiguobacterium sp. Helios con 4 g:L-! de acetato suplementados con 1 g-L1 de
casaminoacidos. D. Muestra 2, sobrenadante de cultivos de Exiguobacterium sp. Helios
con 4 g-L-! de acetato suplementados con 0,4 g-L-1 de casaminoacidos. Se muestran los
cromatogramas de 230 nm.
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Figura R3.13. Analisis mediante HPLC del sobrenadante de cultivos en acetato de
Exiguobacterium sp. Helios. A. Patrén de butirato a una concentracién de 5 g-L-1. B.
Patrdn de acetato a una concentracion de 5 g-L-1. C. Muestra 1, sobrenadante de cultivos
de Exiguobacterium sp. Helios con 4 g-L-! de acetato suplementados con 1 g-L1 de
casaminoacidos. D. Muestra 2, sobrenadante de cultivos de Exiguobacterium sp. Helios
con 4 g-L-! de acetato suplementados con 0,4 g-L-* de casaminoacidos. Se muestran los
cromatogramas de 230 nm.
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VII. DISCUSION

1. Caracterizacion del poliextremdéfilo Exiguobacterium sp.
Helios

1.1. Exiguobacterium sp. Helios: aislamiento y genoma

En la Tierra se pueden encontrar muchos entornos naturales extremos y
complejos, pero también otros tantos artificiales que han surgido por la accién del
hombre. El muestreo y los avances en secuenciacion han permitido detectar la
presencia de vida en muchos de estos ambientes (Ando et al., 2021; Satari et al,,
2023). Como precedente a esta tesis doctoral, se habia investigado si los
microorganismos pueden adaptarse a paneles solares, estructuras fabricadas que
soportan condiciones ambientales extremas (Dorado-Morales et al., 2016).
Sorprendentemente, los resultados mostraron que los paneles solares albergaban
una comunidad microbiana muy diversa, de la que podrian aislarse diferentes
poliextremofilos potenciales (Dorado-Morales et al., 2016; Porcar et al., 2018). En
concreto, ya que durante muchas horas al dia los paneles solares estan sometidos
a sequedad e irradiaciéon absolutas, era de esperar que alli se encontraran

bacterias altamente tolerantes a la desecacion.

Un sencillo procedimiento de deteccion utilizando varios ciclos de
desecacion extrema, permitid aislar varias bacterias de los paneles solares que
pudieron sobrevivir después de este proceso. Dicho procedimiento se validd
utilizando D. radiodurans como control positivo y E. coli como control negativo.
Aunque el analisis global preliminar del microbioma de los paneles solares no
reveld la presencia de un nuamero significativo de bacterias del género
Exiguobacterium (Dorado-Morales et al., 2016), una de las bacterias aisladas mas
xerotolerantes de los paneles solares fue clasificada mediante analisis de ARNr
16S como Exiguobacterium sp. Helios, filogenéticamente muy cercano a E.
sibiricum. Vale la pena mencionar que las pruebas de deteccién adicionales de
paneles solares permitieron aislar otra cepa de Exiguobacterium llamada HE 26.4,
asi como muchas otras cepas xerotolerantes que atiin no se han caracterizado por

completo (Anexo 3).
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Exiguobacterium sp. Helios fue clasificado taxonémicamente en el Clado I
del género, que se encuentra dividido en dos grupos, y siendo la especie mas
cercana el aislado del permafrost E. sibiricum. La gran similitud entre los genomas
de estas dos especies encontradas en lugares tan lejanos y diferentes del planeta
hace preguntarse como funcionan los sistemas de poliextremofilia de estas

bacterias y qué mecanismos las hacen tan versatiles.

Su genoma, similar en tamafio y contenido en G+C al del resto de especies
del género, fue ensamblado y anotado, identificando 3241 secuencias codificantes.
Ademas, Helios presentaba un plasmido, denominado pMCEX (110 kb), de tamartio
similar a los encontrados en E. acetylicum (Selvakumar et al.,, 2009) o en E.

alkaliphilum , con tamafos de entre 43,8 kb y 119,8 kb.

Existen una serie de diferencias principales entre los genomas de E.
sibiricum y Exiguobacterium sp. Helios. Helios presenta el clister de biosintesis del
sideréforo petrobactina, del que E. sibiricum carece. El genoma de E. sibiricum
contiene un sistema CRISPR-CAS, presente en otras cepas del género, y 27
transposasas que no estan presentes en la cepa Exiguobacterium sp. Helios. Un
nimero bajo de transposasas es beneficioso para su uso como chasis
biotecnolégico robusto, ya que las transposasas plantean una amenaza para los
organismos debido a que la especificidad de secuencia de las inserciones por
transposicion es normalmente baja, y las transposiciones pueden alterar genes

vitales (Darmon & Leach, 2014).

1.2. Estudio de la poliextremofilia

Desde el punto de vista de la biotecnologia y la produccién industrial, es
interesante contar con nuevos modelos bacterianos capaces de producir biomasa
en rangos de temperatura y pH extremos. Exiguobacterium sp. Helios se pudo
cultivar a temperaturas tan extremas como 4°C y 42°C, alcanzando el valor
maximo de DOs0onm a temperaturas mas bajas, por lo que se podria considerar que,
al igual que otros miembros de su género, Helios es un psicrdfilo. Esta cualidad

puede ser beneficiosa en algunos bioprocesos, como ya se ha visto en el caso de la
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acetilesterasa activa en frio EaAcE, de E. antarticum B7, que permanece estable

mas tiempo gracias a su tolerancia al frio (Wang et al.,, 2019).

La tolerancia a diferentes rangos de pH también puede ser de gran utilidad
ya que, ecolégicamente, los microorganismos pH-tolerantes presentan actividades
y funciones que son esenciales para regular el ciclo de los nutrientes (carbono,
nitrégeno, fosforo, etc.) en condiciones ambientales extremas (Dhakar & Pandey,
2016). En esta tesis se ha podido comprobar que el rango de pH en el que es capaz
de crecer en cultivo Exiguobacterium sp. Helios se encuentra entre pH 5 y 11,
aunque su rango optimo se encuentra entre pH 7 y 9. Ademas, se ha observado
que Helios es capaz de regular el pH en entornos béasicos, estabilizandolo en torno
a pH 8. Esta versatilidad permitiria a Helios producir un abanico muy amplio de
enzimas. Los alcaléfilos son conocidos por la produccién de proteasas alcalinas,
celulasas, quitinasas y otros productos metabdlicos como carotenoides,
esteroides, antibioticos y acidos organicos de importancia biotecnolégica (Dhakar
& Pandey, 2016). Un ejemplo seria la 3-galactosidasa expresada por E. acetylicum,
cuya actividad especifica es alta, su pH 6ptimo es ligeramente acido, y presenta

buena estabilidad térmica (Aburto et al., 2019).

Exiguobacterium sp. Helios puede crecer en un medio que contenga 35%
de PEG 6000 (estrés hidrico matricial), pero solo puede ser cultivado hasta una
concentracion de sal maxima de 70 g-L-1 (estrés hidrico osmético), a diferencia de
otras especies de su género, que alcanzan concentraciones de hasta 150 g-L-1 de
sal en el medio . Esto significa que la adaptacién a condiciones de baja actividad
de agua depende del tipo de perturbaciones osmoéticas;es decir, estrés osmotico
electrolitico o no electrolitico conocido como estrés matricial causado a las células,

ya que los mecanismos de adaptacion son diferentes.

Entre las tolerancias a metales y metaloides que presenta Exiguobacterium
sp. Helios, es destacable la resistencia al selenito, llegando a crecer en presencia
de hasta 40 mM de selenito en el medio. Esta resistencia es especialmente
interesante porque el mecanismo molecular que emplea la bacteria para
sobrevivir a este metaloide tiene como resultado su reduccién a selenio elemental,

generando nanoparticulas de selenio (SeNPs) en su interior. Las SeNPs tienen
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potenciales aplicaciones biotecnoldgicas, tales como la habilidad de modular el
sistema inmune, generar efectos anticancerigenos y antibacterianos o promover

el crecimiento 6seo (Xia et al., 2022).

Generalmente, las nanoparticulas de selenio se pueden sintetizar mediante
meétodos fisicos, quimicos y biolégicos. Sin embargo, las SeNPs sintetizadas
biolégicamente demuestran una mayor compatibilidad con los 6rganos y tejidos
humanos (Vahdati & Tohidi Moghadam, 2020). Las Bio-SeNPs son sintetizadas a
partir de extractos de bacterias, hongos y plantas (Ao et al.,, 2023). En el caso de
las bacterias, éstas son consideradas una biofabrica eficiente para la sintesis de
nanomateriales como las BioSeNPs, que son sintetizadas como un mecanismo de
desintoxicacion celular para eliminar selenitos y oxianiones de selenato altamente
toxicos en algunas bacterias (Ojeda et al., 2020) como Providencia sp. DCX (H.
Zhang etal, 2021), las bacterias halé6filas Halomonas elongata y Salinicoccus
iranensis (Tabibi et al., 2023) o bacterias probidticas como Lactobacillus pentosus

(Adebayo-Tayo et al., 2021) o Lactobacillus acidophilus (Alam et al., 2020).

La mayoria de las SeNP que oscilan entre 50 y 200 nm poseen eficacia para
su aplicacion como agentes terapéuticos en el tratamiento del cancer y en
aplicaciones antioxidantes y antimicrobianas segun lo expuesto en la literatura
(Bisht etal., 2022), por lo que las SeNPs sintetizadas por Exiguobacterium sp.
Helios, que presentan un didametro medio de 162 + 57 nm, son competentes en

este aspecto.

El proceso de sintesis de Bio-SeNPs presenta diversidad y complejidad, por
lo que para su produccién es necesario elegir un sistema biolégico seguro, que
sintetice Bio-SeNPs con altas propiedades antibacterianas y baja toxicidad.
Aunque actualmente se utilizan en envasado de alimentos y fertilizantes, es
importante desarrollar formas de aplicacion adicionales para maximizar su valor

econdmico (Ao etal., 2023).

Por otra parte, se evaluo la resistencia de Exiguobacterium sp. Helios a la
radiacion UV-C. Aunque la region UV-C no es ambientalmente relevante, ya que no
llega a la superficie terrestre al ser absorbida por la atmdsfera (Molina-Menor et

al,, 2023), es util para evaluar la sensibilidad a los rayos UV de bacterias que son
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altamente tolerantes o insensibles a altas dosis de UV-B (Etemadifar et al., 2016).
La resistencia a la radiacion UV-C tanto de Helios como de E. sibiricum y E.
antarcticum fue muy inferior a la que presenta la cepa modelo D. radiodurans. Sin
embargo, lograron sobrevivir a la dosis mas alta aplicada en el ensayo (1000 J-m-
2), que a su vez era superior a la dosis maxima utilizada en algunos estudios para
esterilizar por completo el agua (600 J-m-2) (Molina-Menor et al., 2023). El hecho
de que Exiguobacterium sp. Helios no tenga una resistencia a la radiaciéon UV tan
alta como D. radiodurans hace pensar que sus mecanismos de resistencia pueden
ser distintos a los presentados por D. radiodurans, que incluyen una poderosa
capacidad de reparacion del ADN tras el estrés, acumulacién de una proporcién
Mn/Fe elevada o la expresidn de proteinas tipo chaperonas de choque térmico

(HSP) (Paulino-Lima et al., 2016; Porcar et al., 2018; Xue et al., 2019)

1.3. Desarrollo de herramientas genéticas

Hasta el momento de la escritura de esta tesis doctoral, no existen
precedentes de modificacion genética en el género Exiguobacterium. Esta ausencia
de herramientas limita enormemente los estudios que se pueden realizar para
conocer mejor el metabolismo y los mecanismos de resistencia del género, y las
aplicaciones biotecnoldgicas que se podrian llegar a implementar con ellos. Por
este motivo se exploraron multiples estrategias de transformacion entre las que
se encuentran la electroporacion, la conjugaciéon o la competencia natural, y se
trato de conseguir tanto la expresion de vectores de diferentes origenes como su

modificaciéon gendémica.

De entre todos estos esfuerzos se consiguié obtener el primer protocolo de
transformacidén por electroporacién de Exiguobacterium sp. Helios, que fue capaz
de expresar los vectores pRCR12 y pSEVA3b67Rb. Estos vectores contenian genes
de resistencia al cloranfenicol, que result6 un antibidtico eficaz para la
transformacién de esta cepa, y genes codificantes de RFP, que permitieron una
seleccion de candidatos positivos rapida y sencilla por el color rojizo que
adoptaban las colonias, y ademas fueron utiles para el seguimiento y

mantenimiento estéril de los cultivos en el laboratorio.
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Se construyeron varios vectores disefiados para la insercién y delecién de
genes en el genoma de Exiguobacterium sp. Helios. Un vector basado en el sistema
“Bacillus SEVA siblings”, una tecnologia basada en la ampliamente conocida
libreria SEVA que permitiria adaptar su sistema modular para crear nuevos
vectores facilmente. El otro vector fue sintetizado sobre la estructura de un
pK18mob, también muy ampliamente utilizado en ingenieria genética. No se han
obtenido transformantes de momento. La dificultad que se ha encontrado a la hora
de transformar esta cepa no puede atribuirse a priori a sistemas de defensa
genética, ya que no se han identificado en el genoma de Exiguobacterium sp.

Helios.

Como trabajo futuro, se pretenden continuar los experimentos con estos
vectores, optimizando el protocolo de electroporaciéon y estudiando la eficiencia
de larecombinaciéon homéloga en esta cepa. Ademas, se buscard ampliar el alcance
de estas herramientas para poder modificar otras especies del género y asi

expandir las posibles aplicaciones biotecnoldgicas del género Exiguobacterium.

2. Estudio de la xerotolerancia de Exiguobacterium sp. Helios

2.1. Resistencia a la desecacion del género Exiguobacterium

El estrés mas comun al que se enfrentan las bacterias en el entorno natural
es la pérdida de agua durante la desecacion. Como resultado, las moléculas se
condensan, se producen alteraciones en la membrana, se pierde actividad
enzimatica y las proteinas se desnaturalizan, se inactivan los mecanismos
antioxidantes los radicales libres que comienzan a acumularse dafian el ADN,
proteinas y lipidos, provocando finalmente dafios irreversibles. Pese a que las
bacterias han elaborado multiples mecanismos que les ayudan a resistir el estrés
de la desecacion durante periodos prolongados, solo algunas estrategias han sido
bien caracterizadas, como la formacion de biopeliculas y esporas, la acumulaciéon
de solutos compatibles y la sintesis de proteinas de estrés, mientras que otros

mecanismos permanecen sin explicacion (Laskowska & Kuczynska-Wisnik, 2020).
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Considerando que ninguna de las especies de Exiguobacterium ha sido
descrita como xerotolerante hasta el momento, se investig6 si esta propiedad era
especifica de las cepas de Exiguobacterium aisladas de paneles solares o si podria
ser una caracteristica de todos ellos. Aunque se ha demostrado que E. sibiricum
puede sobrevivir en condiciones de baja actividad de agua (Dias et al., 2018;
Ponder et al., 2008; Rodrigues et al., 2008), esta habilidad no necesariamente le

confiere la posibilidad de sobrevivir en condiciones extremas de desecacion.

Al estudiar la xerotolerancia de varias cepas del género Exiguobacterium a
30°C, lo primero que se observa es que existen diferencias claras si se realiza el
ensayo en fase exponencial, en la que presentan una resistencia muy baja (0,1-1%
de superviviencia), o en fase estacionaria, en la que observamos que algunas cepas

alcanzan supervivencias de hasta el 50-70%.

También se pudo observar, especialmente en la fase estacionaria, una gran
diferencia entre la supervivencia de las especies pertenecientes al Clado I,
Exiguobacterium sp. Helios, E. sibiricum y E. antarcticum, y el resto de las especies
pertenecientes al Clado II. En estas condiciones, Helios presenta una
xerotolerancia mayor que la que se observa en E. sibiricum, que a su vez es mayor

que la de E. antarcticum.

Aunque la xerotolerancia parece ser una caracteristica propia del género,
es mas pronunciada en las especies del Clado I y, en especial, en la cepa Helios.
Estas diferencias, que se vuelven mas evidentes al realizar los mismos
experimentos empleando bacterias cultivadas a 4°C, pueden deberse al tipo de
mecanismos de resistencia que prevalecen en un grupo y otro. Las cepas E.
sibiricum y Helios han sido aisladas de lugares en los que el estrés por desecacion
era matrico, es decir, habia poca disponibilidad de agua. Por el contrario, las cepas
del Clado II son en su mayoria haléfilas, resistentes a estrés osmotico, y por lo
tanto sus mecanismos de resistencia estan especializados para sobrevivir a ese

tipo de estrés.
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2.2. Relacion entre morfologia y xerotolerancia

En los estudios realizados por Rodrigues et al. (2008) en E. sibiricum con el
objetivo de comprender mejor su adaptacion térmica, se observaron los cambios
morfolégicos observados en las células cultivadas a -2,5°C (Figura D1.A),
provocados por la modificacidon de la membrana y la pared celular, cambiando la
saturacion y la longitud de la cadena de los acidos grasos de la membrana y
espesando el peptidoglicano. E. sibiricum presenta una envoltura celular mas

gruesa, lo que le permite soportar altas presiones de turgencia.

Este parece ser también el caso de Exiguobacterium sp. Helios, ya que las
células que sobreviven a la desecacion tienen una morfologia cocoide con una
gruesa envoltura celular y significativamente mas pequefias, segin se ha podido
observar mediante microscopia éptica, MET (Figura D1.B) y AFM. Nuestra
hipotesis es que Exiguobacterium sp. Helios es capaz de generar esta morfologia
durante su crecimiento, particularmente durante la fase estacionaria, y sélo las
células que tienen una envoltura celular mas gruesa resistiran las condiciones de
desecacion. Esta hipétesis concuerda con la observacion de que las células de
Exiguobacterium sp. Helios recuperadas mediante rehidratacion muestran un
fenotipo cocoide que pronto cambia a un fenotipo bacilar cuando las células

comienzan a crecer nuevamente.

Ademas, las células de Helios cultivadas a 4°C adquieren esta morfologia
mucho antes en su curva de crecimiento, lo que tiene como consecuencia que al
llegar a fase estacionaria la proporcién de células cocoides de envoltura engrosada
es mucho mayor y por ese motivo la xerotolerancia en estas condiciones podria

ser superior.

Estos cambios morfoldgicos se han podido observar en todas las cepas
estudiadas en esta tesis doctoral del género Exiguobacterium, especialmente en
las cepas del Clado I, lo que hace pensar que existiria una relacién entre el cambio

morfologico y los mecanismos de resistencia a la desecacion.
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Figura D1. Comparacién de (A) E. sibiricum 25-15 y (B) Exiguobacterium sp. Helios.
por microscopia electronica de transmision. La fotografia de E. sibiricum esta tomada
de Rodrigues et al. (2008), donde cultivaron a la bacteria en placas a -2,5°C, mientras que
la de Helios fue realizada en esta tesis doctoral, de células en fase estacionaria tras la
desecacion.

2.3. Propiedades mecanicas

La microscopia de fuerza atémica (AFM) puede ofrecer resultados tnicos,
incluyendo imagenes de super resolucion, sensibilidad de piconewton a la fuerza,
nanomanipulacién y la posibilidad de trabajar en condiciones fisioldgicas. Estas
capacidades abren una via interesante para la investigacion en biologia celular y
molecular (Dufréne et al., 2021). E1 AFM presenta algunas ventajas respecto a
otras formas de microscopia. Su resolucién es mucho mayor que la de la
microscopia 6ptica tradicional, y la manipulaciéon de las muestras es mucho menos
compleja e invasiva que la de la microscopia electronica de barrido o de

transmision (S. Liu & Wang, 2010).

Una de las lineas de investigacion en el campo de la microbiologia que mas
ha hecho uso de esta técnica es el estudio de nuevos tratamientos antibiéticos. El
AFM ha contribuido ampliamente a la comprensiéon de los mecanismos detras de
la resistencia de cepas multirresistentes, permitiendo identificar cambios en su

composicion quimica y en la morfologia de su pared celular (Kochan et al., 2019).
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Mas alla de las aplicaciones biomédicas, el uso de microscopia de fuerza
atomica ha resultado ser una plataforma poderosa para investigar la arquitectura
y el ensamblaje a nanoescala del peptidoglicano de la pared celular en bacterias
grampositivas vivas. Ademas, se ha visto que el poder realizar las mediciones
aplicando una mayor fuerza permite observar estructuras que de otra manera no
podrian apreciarse (Andre et al., 2010). En esta tesis doctoral se ha dado la
oportunidad de aprovechar la gran resistencia y dureza de las células de
Exiguobacterium sp. Helios para realizar un analisis de las propiedades mecanicas
de estas células tan extraordinarias, estudiar las posibles modificaciones que se
produzcan en su pared, a la vez que se han intentado desarrollar técnicas y

protocolos para el estudio de bacterias por AFM.

Lo primero que hay que tomar en cuenta a la hora de analizar estos
resultados es que la constante de fuerza y calibracién de la punta que se usa para
realizar los experimentos es de vital importancia. Elegir un cantiléver con la
constante de fuerza adecuada para medir cada muestra biolégica es esencial para
adquirir unos datos fiables y reproducibles. A modo de ejemplo, la rigidez
obtenida en las medidas de la bacteria modelo B. subtilis con un cantiléver de
constante de fuerza de 3,4 N-m! fue de 11,58 N-m! de media, cercana a la descrita
en la literatura para un cantiléver de 2,0 N-m-1 (12,1+4,1 N-m-1) (Su et al,, 2012).
Sin embargo, al utilizar un cantiléver de constante de fuerza 1,4 N-m-1, las medidas
de rigidez descendian drasticamente hasta menos de 2 N-ml (datos no
mostrados). Es decir, seleccionar un cantiléver de constante de fuerza adecuada

para la muestra que se desea analizar es extremadamente importante.

Se ha podido relacionar la rigidez de las células de Exiguobacterium sp.
Helios con su morfologia, estableciendo que la forma cocoide y de pequefio
tamafio que presenta Helios de forma mayoritaria en fase estacionaria presenta
una dureza mucho mayor (mas del doble) que la de las células bacilares de la fase
exponencial. Ademas, se ha comparado esta rigidez con la de otras cepas del
mismo género, siendo destacable que E. sibiricum muestra una constante de fuerza
superior a la de la cepa Helios. También fue interesante ver que las células de E.
mexicanum presentaban una rigidez elevada, y superior a la de la cepa modelo B.

subtilis, lo que hace pensar que es posible que todo el género Exiguobacterium
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muestre una rigidez superior a otras bacterias Gram positivas. Esta elevada
rigidez puede ser una de las razones para la xerotolerancia que presentan
Exiguobacterium sp. Helios, E. sibiricum o incluso E. mexicanum en algunas
condiciones (xerotolerancia moderada en fase estacionaria tanto a 30°C como a

bajas temperaturas).

Por otro lado, se realizé un analisis de como va cambiando la rigidez de las
células al salir del estado de latencia tras la desecacion. Para ello fue necesario
utilizar un cantiléver de una constante de fuerza muy elevada, de 42 N-m-1, mucho
mayor que las constantes de fuerza que suelen utilizarse en otros
microorganismos como Staphylococcus aureus (3 N-m-1) (Garcia-Betancur et al.,
2017) o Candida albicans (0,01 N-m-1) (Formosa et al.,, 2015), ya que las células
desecadas mostraban una rigidez excepcionalmente alta. Al rehidratar las células,
se pudo observar como su rigidez descendia, alcanzando valores similares a los
de las células sin desecar que se habian estudiado en el resto de experimentos. Se
puede afirmar que la forma de resistencia cocoide y de pared engrosada de
Exiguobacterium sp. Helios presenta una mayor rigidez que el resto de las células
de forma bacilar, y que estas células resistentes son capaces de regresar a su

forma original al poco tiempo de ser rehidratadas.

Pese a que los estudios realizados sobre la topografia con AFM son muy
preliminares, se han podido detectar diferencias en la rigidez de la estructura de
peptidoglicano, ademas de zonas con diferencias en las fuerzas de adhesién a lo

largo del eje longitudinal de células en division.

Las estructuras de peptidoglinano en anillo han sido descritas
anteriormente en otras bacterias como S. aureus, en las que se analizaron saculos,
demostrando que las estructuras de los anillos estan hechas de peptidoglicano, no
de proteinas o acido teicoico, y que la forma granular del PG se debe a su
antigiiedad (Turner et al., 2010). Los granulos de PG que se observan en las
imagenes de Exiguobacterium sp. Helios se concentran en la parte central de la
célula, mientras que los anillos son especialmente visibles en los extremos. Estas

estructuras hibridas de anillo-granulo sugieren que la remodelacién o renovacion
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del PG se produce de forma lateral hacia el interior, igual que en S. aureus (Turner

etal., 2010).

La utilizacién de esta técnica, que ha arrojado luz sobre las propiedades
biomecanicas de los microorganismos pero que continia poco explotada hasta el
momento, puede ser muy beneficiosa para el estudio de nanoestructuras.
Combinada con otras técnicas como la manipulacién genética, el AFM puede
proporcionar informacion vital sobre interacciones entre células, formacion de

biopeliculas o la estructura de la superficie celular (Goss & Volle, 2020).

2.4. Mecanismos de xerotolerancia

Tras analizar los resultados de la comparacién del transcriptoma de
Exiguobacterium sp. Helios en la fase estacionaria frente a la fase exponencial
temprana, y los resultados de la comparacién del transcriptoma antes y después
de la desecacion, se pueden sacar una serie de conclusiones sobre los mecanismos

de xerotolerancia que podria tener Helios.

Entre los genes clasificados como genes relacionados con la esporulacion
que muestra Exiguobacterium sp. Helios, destacan algunos que se encuentran
sobreexpresados en la fase estacionaria y que pueden tener una funcion
reguladora de la forma de resistencia, como sigB o spoVG, que son activados por la
exposicion a condiciones de estrés y tienen un papel importante en bacterias
Gram-positivas en la supervivencia y adaptacion ambiental (Rodriguez Ayala et
al., 2020). Otros, como spollIAA, pueden estar regulando la formacion del septo y
la comunicacion entre la célula madre y la célula de resistencia (Zeytuni et al.,
2018), lo cual es consistente con la divisién asimétrica que se ha observado en
algunas fotografias por MET, en las que se diferencia una célula madre y una célula
hija especializada en la que se comienza a ver engrosamiento de la pared (Figura

D2).
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0.5 um

Figura D2. Division asimétrica en Exiguobacterium sp. Helios. Fotografia tomada por
MET de células en fase estacionaria.

2.4.1. Cambio en las concentraciones de metales

Uno de los mecanismos de resistencia que podria presentar
Exiguobacterium sp. Helios es el mantenimiento de un equilibrio Mn?*/Fe?* que, al
igual que en otras bacterias como D. radiodurans, garantiza la proteccién de los
sistemas enzimaticos como cofactor de enzimas esenciales para el ciclo redox
intracelular (Santos et al,, 2019). Este mecanismo en Helios vendria dado por un
transportador de metales (proteina de unién a ATP HNY42_RS05800 y proteina de
union a membrana HNY42_RS05805), especialmente manganeso, hierro y zinc,
que podria estar regulado por dos homdlogos de una proteina tipo Fur
(HNY42_RS05810y HNY42_RS06560), que se encuentran sobreexpresados en fase
estacionaria. El control de los niveles de estos metales en el interior celular podria
ser de vital importancia para el equilibrio osmoético de Helios en desecacion y la
inhibiciéon de la sintesis de ARN y proteinas en fase estacionaria mediante niveles

elevados de Mn?* (Ul Hussain Shah et al., 2014).
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2.4.2. Cambios metabdlicos

Exiguobacterium sp. Helios parece deshacerse de toda la maquinaria de
movilidad al entrar en la fase estacionaria, ya que no solo pierde el flagelo sino que
deja de expresar el sistema de quimiotaxis que envia sefiales al motor flagelar. El
unico gen que permanece sobreexpresado es un homaégolo del regulador bdIA, del
que se ha descrito su activacion frente a estrés osmotico y para la formacion de

biopeliculas (Morgan et al., 2006).

En las células desecadas se pudo observar que una gran cantidad de genes
codificantes de citocromos (COX) y sintesis de ATP (ATP sintasa) estaban
subexpresados, indicando que toda la maquinaria de la cadena respiratoria y
conversion de energia se encuentra limitada en esta condiciéon (Schimo et al,,
2017). Esta subexpresiéon también se habia observado en el transcriptoma de E.
sibiricum cultivado a temperaturas extremas (-2,5°C y 39°C), debido no solo al
ahorro de energia sino también a la menor disponibilidad de oxigeno en el medio

a medida que se incrementa la temperatura (Rodrigues et al., 2008).

Se ha comprobado que los genes de la ruta de degradacion del acido
fenilacético aparecen sobreexpresados en la fase estacionaria, lo cual resulta en
cierta forma sorprendente, ya que a priori nada hace pensar que en la fase
estacionaria exista en el medio de cultivo o en las células una acumulacién de acido
fenilacético que pueda inducir la expresion de la ruta. En la bibliografia se describe
una posible relacion entre la ruta del acido fenilacético y la proteccidn frente al
estrés oxidativo por H202, y se muestra ademas que la expresion de esta ruta
puede inducir la produccién de biopeliculas a través de la proteina Csu del pili
(Jiao etal., 2022). Es mas, varios andlisis transcriptomicos realizados en la bacteria
A. baumanii han encontrado este operén paa particularmente sobreexpresado en
presencia de factores de estrés, como diversas condiciones ambientales o
antibioticos. Aunque las rutas metabolicas a menudo estan reguladas en respuesta
a cambios ambientales, la ruta de degradacion del acido fenilacético que se inicia
en la fenilalanina es la tnica via catabdlica de aminodacidos en Acinetobacter que
esta consistente y altamente regulada en muchas condiciones (Hooppaw. et al,,

2022). Estos antecedentes, sumados a los resultados obtenidos en esta tesis
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doctoral, sugieren que tal vez haya que buscar otras explicaciones al margen de
una funcién nutricional para justificar la existencia de esta ruta en un gran niimero

de bacterias.

2.4.3. Incremento de la concentracion intracelular de osmolitos y solutos

compatibles

Pese a que se han encontrado en el genoma de Exiguobacterium sp. Helios
los tres tipos de transportadores de glicina-betaina descritos en B. subtilis (OpuD,
OpuA y OpuC) (Hoffmann & Bremer, 2016), y la ruta de biosintesis de prolina,
ambas consideradas moléculas osmoprotectoras, la falta de sobreexpresion de
estos genes en el proceso de desecacidn o la existencia de cualquiera de las otras
rutas de sintesis de solutos compatibles parece indicar que Helios no se sirve de

estos mecanismos para resistir a la desecacion.

2.4.4. Produccion de moléculas que estabilizan a las proteinas tipo

chaperonas y proteasas que degraden proteinas dafiadas

Las proteinas Csp han sido ampliamente descritas como pequeias
proteinas de respuesta a rapidas bajadas de temperatura que contribuyen a la
tolerancia a diferentes tipos de estrés (osmotico, oxidativo, por inanicion, por pH,
etc.) (Keto-Timonen etal., 2016). En el genoma de Exiguobacterium sp. Helios, tres
Csp estan diferencialmente sobreexpresados en fase estacionaria. Ademas, este
tipo de proteinas son comunes en el género Exiguobacterium, llegando a encontrar
hasta 7 Csp en el genoma de E. antarcticum, y estando presentes en al menos 10

genomas del género Exiguobacterium (Vishnivetskaya et al., 2014).
2.4.5. Regulacion de la expresion de captadores de ROS

En cuanto a estrategias para combatir el estrés oxidativo, destacan tres
proteinas cuyos genes se sobreexpresan en Helios, como son el represor
transcripcional PerR, la glutation peroxidasa (Gpx) y la peroxirredoxina (Prx), que
han sido ampliamente descritas en la bibliografia y que ostentan un papel
principal en la proteccion de las células frente al dafio oxidativo causado por ROS

(Bao etal,, 2023; Troitzsch et al., 2021).
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2.4.6. Reparacion del dafio al ADN

Se han encontrado sobreexpresados en las células de fase estacionaria de
Exiguobacterium sp. Helios los sistemas de proteccién y reparacion a ADN DinB y
RecA (y sus proteinas accesorias). El genoma de Exiguobacterium sp. Helios
codifica cuatro proteinas homodlogas de DinB, dos de las cuales estan
sobreexpresadasy es posible que tengan un papel protector del ADN. En B. subtilis,
la proteina RecA, con la ayuda de las proteinas accesorias RecF, RecO, RecR y RecX,
polimeriza con el ADN monocatenario creando una nucleoproteina que
contribuye a inhibir la replicacién del ADN (Vlasi¢ et al., 2014), por lo que este
mecanismo podria ser responsable de impedir la rotura del ADN en condiciones

de estrés en Exiguobacterium sp. Helios.
2.4.7. Cambios en la membrana y la pared celular

Uno de los clusteres mas sobreexpresados, y que por tanto puede tener un
papel vital en la supervivencia de Exiguobacterium sp. Helios a la desecacion, es el
que codifica el sistema Psp/Lia. Este sistema de estabilizacién de membrana, que
se encuentra muy conservado en bacterias, ya ha sido relacionado con la
resistencia a diferentes tipos de estrés como estrés alcalino, disolventes organicos,
detergentes, estrés osmotico, calor y antibidticos (Suntharalingam et al., 2009;
Thurotte et al., 2017), pero existen muy pocas referencias a su papel en la
resistencia a la desecacion. Se ha descrito que PspA tiene un papel importante en
la resistancia a la desecacién cuando la integridad de membrana se ve
comprometida, dependiendo del medio de cultivo empleado para Rhizobium
leguminosarum (Atieno et al., 2018). Ademas, se ha visto su implicacién en la
colonizacién y transmision de Streptococcus pneumoniae, ya que promueve la
supervivencia neumocdcica después de la desecacién mediante la agregacion de
un complejo proteico dependiente de PspA (Lane et al., 2023). La alta expresion
de estos genes en fase estacionaria hace pensar que desempefian un papel vital
entre los mecanismos de xerotolerancia de Exiguobacterium sp. Helios, y que un
andlisis en profundidad de este sistema seria necesario para comprender las

implicaciones que tienen en las membranas en desecacion.
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No se ha visto un aumento de la expresion génica de proteinas relacionadas
con sintesis de PG ni sustancias extracelulares poliméricas como EPS, que es uno
de los mecanismos de resistencia a la desecaciéon mas extendidos (Singh et al.,
2021; Zhao et al, 2023), y que son mecanismos que se habian identificado
claramente en E. sibiricum en el transcriptoma de cultivos a -2,5°C (Rodrigues et
al, 2008). Sin embargo, si se ha visto sobreexpresién de los genes tag de la
biosintesis de acidos teicoicos y lipoteicoicos, lo que indica que se produce un
cambio en la composicion y en los enlaces del peptidoglicano. La red de polimero
de PG es un factor crucial para la configuraciéon de la morfologia celular y
desempefia un papel fundamental en la proteccién contra la presion de turgencia
celular (Formstone et al., 2008). Estos cambios podrian ser los responsables del

aumento de la rigidez detectada por AFM y responsables de la xerotolerancia.

Todos los mecanismos estudiados en la bacteria xerotolerante
Exiguobacterium sp. Helios se recogen esquematicamente en la Figura D3. Algunos
de ellos han sido ampliamente estudiados en otros modelos de bacterias
xerotolerantes, pero algunos otros parecen abrir un nuevo camino, como los
cambios tan notables que se producen en la composicién de la pared y que la
convierten en una bacteria extremadamente dura y resistente, o las posibles
consecuencias que pueda tener para la defensa de la célula la expresion de la ruta

de degradacidn del acido fenilacético.

La importancia de comprender estos mecanismos marca el siguiente paso
a seguir, que consistiria en delecionar los genes principales involucrados en cada
uno de estos procesos y estudiar en detalle la pérdida de funcién que se produce
en Helios. Las limitaciones en la transformacién genetica actualmente son
evidentes pero se han establecido las bases para optimizar los protocolos de
transformacion y asi llevar la investigacion sobre la xerotolerancia de Helios mas

alla.
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3. Metabolismo de Exiguobacterium sp. Helios

En esta tesis doctoral se ha analizado el metabolismo de Exiguobacterium
sp. Helios con el proposito de validar el primer modelo metabdlico de una bacteria
de este género (Ferrero-Fernandez 2022), elaborado por el grupo de Ingenieria
Metabdlica de Sistemas del [2SysBio (UVEG-CSIC). Se ha comprobado su
crecimiento en varios azucares, compuestos aromaticos e intermediarios del
metabolismo central. Los resultados fueron contrastados con los datos ofrecidos
por el modelo y en el caso de algunos compuestos aromaticos se observo que el
modelo no contemplaba las reacciones por las que se degradaban estos
compuestos. Estos compuestos fueron el benzoato y el 4-hidroxibenzoato. Por lo

tanto, habra que buscar en el genoma genes alternativos no anotados como tales.

Existen varias rutas clasicas de degradacion del benzoato. La degradacién
anaerobica comienza por su activacion a benzoil-CoA, contintia con la reduccion
de su anillo y por ultimo tiene lugar una ruta de (-oxidacién modificada. La
degradacidn aerdbica clasica del benzoato se basa en la hidroxilaciéon del anillo
aromatico para producir catecol, que luego se desaromatiza mediante una
dioxigenasa. Un tercer mecanismo para degradar el benzoato es a través de una
via hibrida aerébica que inicia la activacion del benzoato a benzoil-CoA, sigue con
una desaromatizacidn y escision del anillo, para acabar produciendo succinil-CoA
y acetil-CoA mediante un metabolismo similar a la 3-oxidacion (Valderrama et al,,
2012). Pese a que no se pudieron identificar las enzimas que Exiguobacterium sp.
Helios emplea para la degradacion de estos compuestos, queda abierta esta linea
de investigacion para un trabajo futuro, en el que se contempla realizar un analisis

transcriptémico de cultivos en presencia de benzoato y 4-hidroxibenzoato.

Se ha comprobado la capacidad de la bacteria de crecer en condiciones de
anaerobiosis, tanto en medios ricos como en medio minimo con diferentes fuentes
de carbono. Helios parece tener un metabolismo anaerobio mdas favorable
empleando un aceptor de electrones para la respiraciéon anaerobia, pero también

es capaz de crecer mediante fermentacion.
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Un analisis genético del genoma de Exiguobacterium sp. Helios destacé la
presencia de auxotrofias relacionadas con el azufre y la sintesis de aminoacidos
de cadena ramificada, ya que las rutas estdn aparentemente incompletas. Se
comprobé que Helios no era capaz de crecer en medio minimo sin suplementarle
con leucina, valina, isoleucina y una fuente de azufre como cisteina (datos no
mostrados), pero no se pudo conseguir una combinacién y concentracién de
aminodacidos adecuada para satisfacer los requerimientos de la cepa, por lo que se
opté por suplementar el medio minimo M63 con una pequefia cantidad de

casaminoacidos.

3.1. Metabolismo del acetato

La propuesta del modelo metabdlico a escala gendomica (Ferrero-
Fernandez 2022) de que el metabolismo del acetato no se enmarcaba en las rutas
clasicas de utilizaciéon de este compuesto supuso un gran reto en esta tesis
doctoral. Tras comprobar que Exiguobacterium sp. Helios era capaz de crecer en
presencia de acetato y determinar que era una caracteristica exclusiva de Helios y
que no la compartia con las cepas E. sibiricum y E. antarcticum, tan cercanas
genética y filogenéticamente, se propuso estudiar la expresion genética mediante
analisis transcriptomico en presencia de acetato y se comparo con otra fuente de

carbono cuyo metabolismo era conocido, como la glucosa.

El analisis diferencial de la expresion de los genes de Helios en ambas
condiciones dejo muchos interrogantes. No se pudo dilucidar por qué se encontro
una sobreexpresion tan notable de un transportador de carbohidratos tipo ABC
que podria tener relacién con un sistema de absorcién para diésteres de sn-
glicerol-3-fosfato y glicerol 3-fosfato. Tampoco se pudo dar una explicacién a la
elevada expresién de los clusteres de degradacion de fenilacetato y fenilalanina

que se observo en presencia de acetato.

Sin embargo, se pudo encontrar una ruta hipotética (Figura R3.10) gracias
al modelo metabdlico que se ajusta a los resultados transcriptomicos. El acetato
se internalizaria mediante el transportador ActP dentro de la célula, donde seria

activado medante la acetil-CoA sintetasa ACS en acetil-CoA. La produccion de
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energia vendria dada por la ruta de biosintesis de butiril-CoA, que se encuentra
sobreexpresada en presencia de acetato, y que condensa dos moléculas de acetil-
CoA mediante la acetil-Coa acetiltransferasa (THL). La ruta concluye con la
formacién de butirato mediante las enzimas fosfato butiriltransferasa (PTB) y

butirato quinasa (BUK).

Para la sintesis de biomasa a partir de acetato como fuente de carbono el
modelo metabolico a escala gendmica (Ferrero-Fernandez, 2022) sugiere una via
novedosa basada en la piruvato-ferredoxina oxidoreductasa PFOR, cuyos niveles
de expresiéon son muy similares tanto en presencia de glucosa como de acetato. La
PFOR es una enzima clave en el metabolismo anaerdébico, y se encarga de oxidar
el piruvato para generar acetil-CoA, didxido de carbono (COz) y ferredoxina
reducida, que actia como donador de electrones en organismos anaerobios
(Katsyv et al., 2021). El modelo metabélico indica que para asimilar acetato se
estaria produciendo la reaccién inversa, la carboxilacién reductiva de acetil-CoA a
piruvato. El complejo PFOR que presenta Exiguobacterium sp. Helios perteneceria
a una clasificacion particular de este tipo de enzimas que se caracteriza por ser
activo en presencia de oxigeno (Yan et al.,, 2016; Ferrero-Fernandez, 2022). De
esta manera, la hipoétesis consigue explicar como parte del acetato, genera
electrones y ATP, y como el complejo PFOR podria generar piruvato a partir de

acetil-CoA, que a su vez generaria el resto de precursores de la biomasa.

Se han iniciado algunos analisis por HPLC para tratar de detectar
metabolitos intermediarios de esta ruta hipotética, y se pretenden realizar
fermentaciones en biorreactor para obtener una biomasa suficiente que facilite el
andlisis. El alto interés de esta posible ruta alternativa de utilizacién de acetato le
da un valor biotecnolégico a la bacteria Exiguobacterium sp. Helios que va mas alla
de sus capacidades xerotolerantes o poliextremofilas. El acetato destaca como
materia prima ideal y prometedora para la produccién de productos bioquimicos
mediante diversos microorganismos. El acetato puede obtenerse tanto por
métodos bioldgicos como quimicos, incluida la hidrélisis de biomasa
lignocelul6sica, la digestion anaerodbica, la fermentacion de Syngas, la
electrosintesis microbiana y la catalisis quimica (Gong et al., 2022) (Figura D4).

Esto hace que el acetato sea actualmente un sustrato interesante como fuente de
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carbono y energia alternativo al uso de azucares convencionales, mas econémico
y mas eficiente en su asimilacién (Kim et al,, 2021). El acetato puede transformarse
en acetil-CoA, a través de uno (ACS) o dos pasos (AK y PTA) de catalisis, a

diferencia de la conversion de la glucosa, que involucra una ruta mas extensa.
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P i Pyrivate  Glycolate 3
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Chemical catalyst

Catalisis quimica

Figura D4. Esquema de diferentes aproximaciones a la generacion de acetato y su
transformacion en productos quimicos de base bioldgica. Adaptado de Gong et al,,
(2022).

El transporte del acetato hacia el interior de la célula puede ser pasivo,
impulsado por el gradiente de concentracién o la diferencia de potencial (sin
consumo de energia), y activo, donde los simportadores son responsables del
transporte de acetato, como el simportador de sodio:soluto, la acetato permeasa
(ActP). El transporte de acetato juega un papel crucial en aumentar la velocidad
de la asimilacién y conversion del acetato, lo que es util para la ampliaciéon y la
industrializacion de productos quimicos basados en el acetato (Veeravalli et al,,

2018).

El acetato puede ser utilizado como materia prima para producir diversos
productos quimicos de base biolédgica, ya sean acidos (piruvato, succinato, 3-
hidroxipropionato), alcoholes (etanol, isopropanol, 2,3-butanodiol), ésteres
(polihidroxialcanoatos, lipidos) y otros productos quimicos (acetona, [-

carotenos) mediante ingenieria metabolica (Gong et al., 2022).
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Como estrategia para compensar el bajo contenido energético del acetato,
muchos estudios han empleado glucosa (u otras fuentes de carbono) y acetato
como cosustratos para suministrar mas energia. Por ejemplo, utilizando glucosa y
acetato como fuentes de carbono combinadas se ha podido producir, manipulando
genéticamente la ruta en diferentes puntos, piruvato y lactato como principales
productos finales, o solo piruvato (Da et al., 2021). Por lo tanto, una nueva ruta de
conversion del acetato en biomasa y metabolitos es de gran interés para el sector
biotecnolégico. Esta nueva ruta podria suponer la obtencién de metabolitos
intermediarios o actividades enzimaticas diferentes a los que se pueden obtener
con otros chasis productores de acetato, con las ventajas que plantea
Exiguobacterium sp. Helios por ser anaerobio facultativo, ser capaz de sobrevivir
en baja actividad de agua (fermentaciones en estado sélido) o su capacidad para

crecer en rangos de pH y temperatura extremos.
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VIII. CONCLUSIONES

El trabajo descrito en esta tesis doctoral ha dado lugar a las siguientes conclusiones

principales:

1. Exiguobacterium sp. Helios, aislada de un panel solar y clasificada dentro del
Clado I de su género, es una bacteria xerotolerante que posee una resistencia a
la desecacion comparable a la que posee D. radiodurans, que es uno de los

organismos mas resistentes a la desecacién conocidos.

2. Exiguobacterium sp. Helios presenta una tolerancia significativa frente al estrés
osmoético y la radiacién UV, puede crecer a bajas temperaturas y en un amplio
rango de pH y, ademas, soporta bien un alto estrés hidrodinamico en reactor.
Todo ello le posiciona como un organismo poli-extreméfilo con potencial para

convertirse en un chasis para el desarrollo de procesos biotecnoldgicos.

3. Exiguobacterium sp. Helios se puede transformar con plasmidos mediante

electroporacion empleando los origenes de replicacion de pSH71y pTHT15.

4. La morfologia de Exiguobacterium sp. Helios varia entre las distintas fases de
crecimiento desde una forma bacilar a una forma cocoide. La forma cocoide

presenta una pared muy engrosada que puede explicar su xerotolerancia.

5. Exiguobacterium sp. Helios presenta una constante de fuerza mayor en las
células de la fase estacionaria frente a las células de fase exponencial, lo que
concuerda con los cambios de morfologia observados a lo largo de su curva de
crecimiento hasta alcanzar la forma cocoide. Sus células poseen una rigidez
superior a la de otras bacterias Gram positivas de conocida robustez, como B.

subtilis.

6. El andlisis transcriptomico en las distintas fases de crecimiento sugiere que
Helios se prepara en la fase estacionaria para soportar la desecacion activando
genes de respuesta a estrés, modificando su pared celular, y mejorando la
estabilidad de membrana mediada por el sistema Psp/Lia. (Phage shock proteins,

proteinas de respuesta a la infeccién por fagos).

7. Exiguobacterium sp. Helios puede crecer con acetato como fuente de carbono y

energia, aunque en su modelo metabdlico no se encuentra ninguna de las rutas
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conocidas que permiten el crecimiento con acetato. Por ello, se propone una ruta
alternativa que incluye la ruta de sintesis de butiril-CoA y la posible adaptacion
de la enzima PFOR (piruvato-ferredoxina oxidorreductasa) para trabajar en

condiciones aerdbicas.
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Anexo 1 Genes de Exiguobacterium sp. Helios que no estan presentes en E. sibiricum

Locus Descripcion

HNY42_RS00240
HNY42 RS01115
HNY42_RS01120
HNY42 RS01125
HNY42_RS01140
HNY42 RS01145
HNY42 _RS02265
HNY42_RS02920
HNY42_RS02930
HNY42_RS03025
HNY42_RS03030
HNY42_RS03035
HNY42_RS03040
HNY42_RS03045
HNY42_RS03065
HNY42_RS03070
HNY42_RS03080
HNY42_RS03090
HNY42_RS03095
HNY42_RS03100
HNY42 RS03115
HNY42 RS03155
HNY42 RS03175
HNY42_RS03970
HNY42_RS06980
HNY42_RS07210
HNY42_RS07235
HNY42_RS07240
HNY42 RS07245
HNY42 RS07255
HNY42_RS07260
HNY42_RS07270
HNY42_RS07465
HNY42_RS07490
HNY42_RS07495
HNY42_RS07505
HNY42 RS07510
HNY42 RS07515
HNY42_RS07545
HNY42_RS07680
HNY42_RS07685
HNY42_RS07695
HNY42_RS07740
HNY42_RS07820
HNY42 RS07825
HNY42_RS07830
HNY42_RS07845
HNY42_RS07950
HNY42_RS07975

phosphotransferase
hypothetical protein
hypothetical protein
VOC family protein
DUF4230 domain-containing protein
hypothetical protein
phosphotransferase
hypothetical protein
copper resistance protein CopC
DUF4352 domain-containing protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
dynamin family protein
DEAD/DEAH box helicase family protein
TIR domain-containing protein
DUF3006 family protein
DUF262 domain-containing protein
hypothetical protein
hypothetical protein
extracellular solute-binding protein
excalibur calcium-binding domain-containing protein
class | SAM-dependent methyltransferase
IS3 family transposase
hypothetical protein
helix-turn-helix domain-containing protein
hypothetical protein
MepB family protein
RNA polymerase sigma-70 factor
MarR family transcriptional regulator
NtaA/DmoA family FMN-dependent monooxygenase
NAD(P)-binding domain-containing protein
antibiotic biosynthesis monooxygenase
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
Petrobactin biosynthesis protein AsbE
TIM barrel protein
hypothetical protein
spore coat protein
spore coat protein
DUF2817 domain-containing protein
hypothetical protein
GNAT family N-acetyltransferase
SMI1/KNR4 family protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
PTS sugar transporter subunit IIB
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Locus Descripcion

HNY42_RS07980 PTS lactose/cellobiose transporter subunit [1A

HNY42_RS07985
HNY42_RS08000
HNY42_RS08010
HNY42_RS08025
HNY42_RS08035
HNY42_RS08040
HNY42_RS08045
HNY42_RS08055
HNY42_RS08060
HNY42_RS08065
HNY42_RS08070
HNY42_RS08080
HNY42_RS08120
HNY42_RS08165
HNY42_RS08190
HNY42_RS08200
HNY42_RS08215
HNY42_RS08230
HNY42_RS08300
HNY42_RS08305
HNY42_RS08410
HNY42_RS08415
HNY42_RS08440
HNY42_RS08715
HNY42_RS08720
HNY42_RS08735
HNY42_RS08740
HNY42_RS08745
HNY42_RS08810
HNY42_RS08820
HNY42_RS08825
HNY42_RS08830
HNY42_RS08835
HNY42_RS09120
HNY42 RS09125
HNY42_RS09185
HNY42_RS09190
HNY42_RS09230
HNY42 _RS09275
HNY42_RS509280
HNY42_RS09305
HNY42_RS509340
HNY42_RS09450
HNY42_RS09455
HNY42_RS09530
HNY42_RS09570
HNY42_RS12045
HNY42 RS13520
HNY42 RS13615
HNY42_RS13700
HNY42_RS13705
HNY42_RS13710

PTS cellobiose transporter subunit IIC
DUF624 domain-containing protein

sugar ABC transporter substrate-binding protein

family 43 glycosylhydrolase
L-ribulose-5-phosphate 4-epimerase
L-arabinose isomerase
alpha-N-arabinofuranosidase
iron-containing alcohol dehydrogenase
family 43 glycosylhydrolase
family 43 glycosylhydrolase
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
helix-turn-helix domain-containing protein
hypothetical protein
barstar family protein
cupin
WYL domain-containing protein
DUF4304 domain-containing protein
hypothetical protein
class I SAM-dependent methyltransferase
hypothetical protein
acetoacetate decarboxylase family protein
hypothetical protein
GNAT family N-acetyltransferase
DUF1048 domain-containing protein
helix-turn-helix transcriptional regulator
CPBP family intramembrane metalloprotease
chitin disaccharide deacetylase
6-phospho-beta-glucosidase
PTS transporter subunit EIIC
PTS lactose/cellobiose transporter subunit [1A
PTS sugar transporter subunit IIB
hypothetical protein
ABC transporter permease subunit
MarR family transcriptional regulator
hypothetical protein
DUF3169 family protein
ABC transporter permease
hypothetical protein
1S3 family transposase
MarR family transcriptional regulator
phosphotransferase
phosphotransferase
group-specific protein
serine hydrolase
hypothetical protein
DUF2785 domain-containing protein
AAA family ATPase
TIR domain-containing protein
hypothetical protein
hypothetical protein
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Locus Descripcion

HNY42_RS13720
HNY42 RS13725
HNY42_RS14690
HNY42 RS14745
HNY42_RS14755
HNY42_RS14785
HNY42_RS14790
HNY42_RS14795
HNY42_RS14800
HNY42_RS14810
HNY42 RS14815
HNY42_RS14830
HNY42_RS15485
HNY42_RS15490
HNY42_RS15510
HNY42_RS15515
HNY42_RS15540
HNY42_RS15545

hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
DUF4163 domain-containing protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
DUF3267 domain-containing protein
oligosaccharide repeat unit polymerase
hypothetical protein
glycosyltransferase family 4 protein
NAD-dependent epimerase/dehydratase family protein
alpha/beta fold hydrolase
TetR family transcriptional regulator
hypothetical protein
AAA family ATPase
DUF2089 family protein
hypothetical protein

Anexo 2. Genes de E. sibiricum que no estan presentes en Exiguobacterium sp. Helios

EXIG_RS00960
EXIG_RS00985
EXIG_RS00990
EXIG_RS00995
EXIG_RS01000
EXIG_RS01005
EXIG_RS01010
EXIG_RS01015
EXIG_RS01470
EXIG_RS01520
EXIG_RS01685
EXIG_RS01695
EXIG_RS01795
EXIG_RS01800
EXIG_RS01805
EXIG_RS01810
EXIG_RS01815
EXIG_RS01820
EXIG_RS01825
EXIG_RS01830
EXIG_RS01835
EXIG_RS01875
EXIG_RS01940
EXIG_RS02790
EXIG_RS04040
EXIG_RS04535
EXIG_RS04540
EXIG_RS04545
EXIG_RS05245

hypothetical protein
CRISPR-associated helicase/endonuclease Cas3
type I-C CRISPR-associated protein Cas5
type I-C CRISPR-associated protein Cas8c/Csd1
type I-C CRISPR-associated protein Cas7/Csd2
CRISPR-associated protein Cas4
type I-C CRISPR-associated endonuclease Cas1
CRISPR-associated endonuclease Cas2
[S1182 family transposase
1S30 family transposase
hypothetical protein
GHKL domain-containing protein
hypothetical protein
DUF1819 family protein
DUF1788 domain-containing protein
BREX system P-loop protein BrxC
BREX-1 system adenine-specific DNA-methyltransferase PglX
BREX-1 system phosphatase PglZ type A
protease Lon-related BREX system protein BrxL
AAA family ATPase
HNH endonuclease
IS30 family transposase
hypothetical protein
1S30 family transposase
1S200/1S605 family transposase
ferrous iron transport protein A
ferrous iron transport protein B
FeoB-associated Cys-rich membrane protein
IS30 family transposase
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EXIG_RS05930
EXIG_RS05965
EXIG_RS05970
EXIG_RS06015
EXIG_RS06020
EXIG_RS06130
EXIG_RS06135
EXIG_RS06225
EXIG_RS06595
EXIG_RS06600
EXIG_RS06605
EXIG_RS06610
EXIG_RS06630
EXIG_RS06635
EXIG_RS06700
EXIG_RS06705
EXIG_RS06745
EXIG_RS06865
EXIG_RS06895
EXIG_RS06900
EXIG_RS06905
EXIG_RS06915
EXIG_RS06930
EXIG_RS06970
EXIG_RS06980
EXIG_RS07035
EXIG_RS07085
EXIG_RS07090
EXIG_RS07230
EXIG_RS07240
EXIG_RS07310
EXIG_RS07320
EXIG_RS07325
EXIG_RS07375
EXIG_RS07410
EXIG_RS07510
EXIG_RS07715
EXIG_RS07775
EXIG_RS07800
EXIG_RS07920
EXIG_RS08065
EXIG_RS08070
EXIG_RS08075
EXIG_RS08435
EXIG_RS10535
EXIG_RS10545
EXIG_RS11140
EXIG_RS11355
EXIG_RS11865
EXIG_RS12100
EXIG_RS12105
EXIG_RS12110
EXIG_RS12115

IS30 family transposase
IS30 family transposase
N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase
nucleotidyltransferase domain-containing protein
hypothetical protein
1S200/1S605 family transposase
transposase
[S1182 family transposase
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
ABC transporter permease
DMT family transporter
hypothetical protein
geobacillin-26 family protein
transposase
suppressor of fused domain protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
LysE family transporter
AraC family transcriptional regulator
dihydrodipicolinate synthase family protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
NAD(P)H-dependent oxidoreductase
MarR family transcriptional regulator
HNH endonuclease
hypothetical protein
peptidase E
NUDIX domain-containing protein
Fic family protein
bacteriorhodopsin
hypothetical protein
YnfA family protein
hypothetical protein
[S1182 family transposase
hypothetical protein
hypothetical protein
alkaline shock response membrane anchor protein AmaP
DUF2273 domain-containing protein
Asp23/Gls24 family envelope stress response protein
1S200/1S605 family transposase
IS30 family transposase
1S30 family transposase
ABC transporter permease
1S30 family transposase
[S1182 family transposase
site-specific DNA-methyltransferase
helix-turn-helix transcriptional regulator
restriction endonuclease Bglll
AIPR family protein

278



X. ANEXOS

EXIG_RS12750
EXIG_RS12755
EXIG_RS13215
EXIG_RS13220
EXIG_RS13230
EXIG_RS13235
EXIG_RS13240
EXIG_RS13255
EXIG_RS13270
EXIG_RS13275
EXIG_RS13280
EXIG_RS13285
EXIG_RS13290
EXIG_RS13295
EXIG_RS13305
EXIG_RS13330
EXIG_RS13345
EXIG_RS13350
EXIG_RS13450
EXIG_RS13715
EXIG_RS13985
EXIG_RS14010
EXIG_RS14020
EXIG_RS14030
EXIG_RS14900
EXIG_RS14905
EXIG_RS14960
EXIG_RS15210
EXIG_RS15335
EXIG_RS15340
EXIG_RS15585
EXIG_RS15635
EXIG_RS15675
EXIG_RS15685
EXIG_RS15710
EXIG_RS15715
EXIG_RS15730
EXIG_RS15740
EXIG_RS15745
EXIG_RS15775
EXIG_RS15905
EXIG_RS15915
EXIG_RS15925
EXIG_RS15945
EXIG_RS15960
EXIG_RS15965
EXIG_RS15970

hypothetical protein
hypothetical protein
ImmA/IrrE family metallo-endopeptidase
hypothetical protein
hexose-6-phosphate:phosphate antiporter
extracellular solute-binding protein
DUF3919 family protein
DUF5011 domain-containing protein
hypothetical protein
hypothetical protein
zinc ribbon domain-containing protein
hypothetical protein
zinc ribbon domain-containing protein
zinc ribbon domain-containing protein
hypothetical protein
hypothetical protein
oligosaccharide flippase family protein
hypothetical protein
IS30 family transposase
ATP-binding protein
hypothetical protein
hypothetical protein
HEAT repeat domain-containing protein
hypothetical protein
FAD:protein FMN transferase
hypothetical protein
[S1182 family transposase
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
1S3 family transposase
IS3 family transposase
IS30 family transposase

type Il toxin-antitoxin system mRNA interferase toxin, RelE/StbE family

IS3 family transposase
transposase

1S3 family transposase

1S3 family transposase
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein

279



X. ANEXOS

Anexo 3. Otras cepas aisladas por el ensayo de desecacion.

Proteobacteria  Alphaproteobacteria  Caulobacteriales Caulobacteriaceae Brevundimonas
Firmicutes Bacilli Bacillales Incertae sedis Exiguobacterium
Bacillaceae Bacillus
Bacillus
Bacillus
Bacillus
Bacillus
Bacillus
Bacillus
Bacillus
Bacillus
Bacillus
Bacillus
Bacillus
Paenibacillaceae Paenibacillus
Paenibacillus
Paenibacillus

Paenibacillus

HE24.1

HE26.4

HE19.6

H19.15

HE20.1

HE20.17

HE24.8

HE24.9

HE23.1

HE24.11

HE20.18

HE20.19

HE24.15

HE21.16

HE24.5

HE24.6

HE24.7

HE24.13

Brevundimonas vesicularis
Exiguobacterium mexicanum
Bacillus pumilus

Bacillus megaterium
Bacillus licheniformis
Bacillus licheniformis
Bacillus licheniformis
Bacillus licheniformis
Bacillus paralicheniformis
Bacillus megaterium
Bacillus safensis

Bacillus safensis

Bacillus circulans

Bacillus taxi

Paenibacillus xylanilyticus
Paenibacillus xylanilyticus
Paenibacillus xylanilyticus

Paenibacillus xylanilyticus
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Actinobacteria

Actinomycetia

Micrococcales

Planococcaceae

Micrococcaceae

Paenibacillus

Paenibacillus

Paenibacillus

Planococcus

Planococcus

Planococcus

Planococcus

Planococcus

Planococcus

Arthrobacter

Arthrobacter

Arthrobacter

Paenarthrobacter

Pseudoarthrobacter

Micrococcus

Kokuria

Kokuria

Kokuria

Kokuria

E2A

E2B

ES

HE26.1
HE25.5Y
HE21.14
HE26.2 (secA)
HE26.2 (secB)
HE25.5H
HE24.10
HE26.12
HE26.26
HE19.5
HE19.16
HE26.32A
HE26.7A
HE26.24A
HE26.6

HE26.30B

Paenibacillus xylanilyticus
Paenibacillus xylanilyticus
Paenibacillus lautus
Planococcus donghaensis
Planococcus donghaensis
Planococcus donghaensis
Planococcus glaciei
Planococcus glaciei
Planococcus okeanokoikes
Arthrobacter luteolus
Arthrobacter gandavensis

Arthrobacter bussei

Paenarthrobacter nitroguajacolicus

Pseudoarthrobacter oxydans

Micrococcus luteus

Kocuria gwangalliensis
Kocuria gwangalliensis
Kocuria gwangalliensis

Kocuria rosea
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Actinobacteria Actinomycetia Mycobacteriales Nocardiaceae Rhodococcus HE24.12 Rhodococcus ruber
Rhodococcus HE24.14 Rhodococcus coprophilus
Gordoniaceae Gordonia HE24.3 Gordonia terrae
Gordonia HE24.4] Gordonia terrae
Cellulomonadales Promicromonosporaceae  Cellulosimicrobium HE19.14 Cellulosimicrobium Funkei
Krasilnikoviella HE20.9 Krasilnikoviella muralis
Streptosporangiales Nocardiopsaceae Nocardiopsis HE24.2 Nocardiopsis umidischolae
Microbacteriales Microbacteriaceae Microbacterium HE21.26 Microbacterium esteraromaticum
Microbacterium HE21.24 Microbacterium paraoxydans
Microbacterium HE21.32 Microbacterium esteraromaticum
Microbacterium HE21.37 Microbacterium thalassium
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Anexo 4. Resultados de RNA-seq del analisis transcriptimico de Exiguobacterium sp. Helios
cultivado en LB en fase exponencial temprana, exponencial tardia, estacionaria y tras

desecacidn. Se muestran los transcritos por millén (TPM) para cada condicion.

Locus

Exp.

Exp.

Estac.

Desec.

Locus

Exp.

Exp.

Estac.

Desec.

(HNY42)) temprana

RS00015
RS00060
RS00065
RS00070
RS00075
RS00080
RS00085
RS00090
RS00095
RS00100
RS00105
RS00110
RS00115
RS00120
RS00125
RS00130
RS00135
RS00140
RS00145
RS00150
RS00155
RS00160
RS00165
RS00170
RS00175
RS00180
RS00185
RS00190
RS00195
RS00200
RS00205
RS00210
RS00215
RS00220
RS00225
RS00230
RS00235
RS00240
RS00245
RS00250

414,50
11,61
134,93
356,08
983,20
541,20
493,44
467,78
163,19
126,00
98,01
311,49
441,01
611,12
354,05
483,73
683,50
245,36
111,61
355,31
225,80
26,88
62,98
23,89
196,03
83,86
142,41
104,11
661,96
115,40
125,92
53,59
48,62
43,61
51,57
136,04
29,96
63,72
40,05
47,98

RS00255 10233,27

tardia
2,72
6,85
75,09
109,18
2331,11
887,77
383,43
336,41
99,48
18,42
14,35
243,83
69,68
119,87
58,63
18,07
14,23
1161,99
54,16
445,20
509,96
0,91
2,72
21,74
283,50
222,18
0,89
56,79
442,46
11,52
29,09
12,27
20,80
13,96
15,37
43,20
8,47
17,04
27,41
577,10
252,20

0,24
2,03
47,86
77,94
2228,79
820,06
561,50
317,40
106,18
11,20
12,24
279,62
35,58
47,18
28,10
15,56
11,02
1143,66
48,11
167,04
294,66
4,68
1,12
6,21
146,56
38,87
0,99
27,30
749,50
20,71
49,68
19,32
22,76
13,48
17,07
49,94
7,48
11,42
34,10
420,26
91,16

36,44
16,99
8,90
22,07
1045,15
625,36
734,78
154,09
27,61
26,96
18,45
67,92
14,73
13,91
7,13
39,25
42,73
40,66
24,07
46,82
38,33
254,60
24,52
1,27
158,85
5,28
512
13,28
214,62
18,05
33,72
20,83
20,13
15,89
15,82
35,33
11,29
11,42
8,05
73,19
67,08

(HNY42))
RS00260
RS00265
RS00270
RS00275
RS00280
RS00285
RS00290
RS00295
RS00300
RS00305
RS00310
RS00315
RS00320
RS00325
RS00330
RS00340
RS00345
RS00350
RS00355
RS00360
RS00365
RS00370
RS00375
RS00380
RS00385
RS00390
RS00395
RS00400
RS00405
RS00410
RS00415
RS00420
RS00425
RS00430
RS00435
RS00440
RS00445
RS00450
RS00455
RS00460
RS00465

283

temprana

363,35
135,53
137,99
75,73
93,01
1552,02
133,46
72,92
110,82
14,90
54,08
111,51
25,49
133,10
502,62
76,72
364,87
123,41
21,92
31,10
169,36
52,77
1,13
7,12
46,52
22,93
3678,86
56,09
13,20
147,51
60,85
213,33
196,25
156,13
124,40
28,47
46,35
37,33
107,82
163,88
288,29

tardia
10,07
56,25
128,41
71,77
123,59
2821,51
278,41
242,28
141,81
20,61
136,28
71,97
36,56
88,58
407,95
147,10
62,79
1,96
47,08
126,65
73,17
13,94
8,23
630,63
41,51
25,74
6208,59
4,20
32,24
84,07
92,29
128,70
3,01
4,00
7,18
8,43
328,02
0,93
6,79
230,17
374,35

4,17
66,22
125,54
59,49
99,09
4613,12
310,49
368,34
84,19
16,48
167,57
125,92
16,99
47,23
645,15
71,30
66,52
4,34
13,12
40,48
62,10
10,06
2,15
176,83
30,30
23,10
2925,23
3,11
22,82
64,54
489,77
729,99
4,80
6,41
10,60
4,08
794,34
0,21
5,02
90,64
141,86

5,70
8,71
8,49
7,02
11,92
1311,49
159,36
113,23
55,05
16,94
51,60
16,66
10,22
3591
199,23
21,50
33,79
22,35
1,16
1,67
197,56
38,43
1,64
2,14
7,22
19,01
75,95
2,23
10,58
21,71
23,55
80,47
7,56
10,19
9,70
26,24
23,95
2,45
3,66
34,74
57,47
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Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Estac.

Desec.

Locus
(HNY42)

Exp.
temprana

Desec.

RS00470
RS00475
RS00480
RS00485
RS00490
RS00495
RS00500
RS00505
RS00510
RS00515
RS00520
RS00525
RS00530
RS00535
RS00540
RS00545
RS00550
RS00555
RS00560
RS00565
RS00570
RS00575
RS00580
RS00585
RS00590
RS00595
RS00600
RS00605
RS00610
RS00615
RS00620
RS00625
RS00630
RS00635
RS00640
RS00645
RS00650
RS00655
RS00660
RS00665
RS00670
RS00675
RS00680
RS00690
RS00695

135,53
86,79
48,94
37,98

215,59
43,13
82,89

120,45
93,71
23,66
47,36

1,32
47,12
14,89
82,59

469,30
74,25
39,18

149,31
76,03

115,85
82,84
41,14
81,63

105,88
29,86
95,75

101,49
26,73

270,70

264,68
29,54
52,66

540,64

113,07

847,68

1002,07

435,52

460,04

267,39

522,84
45,59

1,11

5,66
61,48

152,19
62,38
26,64
18,12

5,50
61,66

263,57
51,94
88,60

4,42
15,93
2,38
3,49
1,02
7,23
376,69
0,87
3,42
1162,06
89,75
128,56
2,60
2,27
9,06
11,67
629,84
1,53
60,58
6,86
201,46
284,76
3,73
8,12
1,18
68,26

206,16

399,29

205,50

136,78

228,67

1188,72
3,63
1,55
0,32

21,17

75,88
44,80
25,85
16,76
3,34
29,36
328,56
32,78
97,29
4,89
8,88
0,59
1,30
0,31
5,46
247,40
0,56
0,54
925,14
69,86
101,16
8,09
4,99
15,46
18,91
205,57
0,48
27,78
6,69
223,64
381,37
1,71
5,63
1,93
25,37
138,21
434,82
202,00
157,05
247,38
1181,46
2,56
0,52
0,69
14,75

26,72
15,58
8,50
9,11
11,55
7,08
109,50
112,64
12,57
3,92
9,36
0,22
4,06
1,31
3,92
71,37
33,22
44,20
89,75
34,49
37,32
11,51
6,06
8,46
10,40
10,05
8,16
7,52
9,25
117,57
115,01
3,07
9,26
7,62
15,57
65,76
118,85
19,02
77,43
44,27
235,88
17,29
0,33
2,07
15,56

RS00700
RS00705
RS00710
RS00715
RS00720
RS00725
RS00730
RS00735
RS00740
RS00745
RS00750
RS00755
RS00760
RS00765
RS00770
RS00775
RS00780
RS00785
RS00790
RS00795
RS00800
RS00805
RS00810
RS00815
RS00820
RS00825
RS00830
RS00835
RS00840
RS00845
RS00850
RS00855
RS00860
RS00865
RS00870
RS00875
RS00880
RS00885
RS00890
RS00895
RS00900
RS00905
RS00910
RS00915
RS00920

284

206,26
41,06
1706,11
51,15
27,31
59,39
5,65
174,37
211,76
2779,42
5,66
91,92
206,35
13,31
41,85
25,01
101,15
227,18
160,56
25,28
14,38
47,89
65,98
123,12
2766,02
277,74
33,13
42,85
28,22
19,68
2388,38
41,12
17,23
31,22
23,77
30,20
42,49
56,41
45,20
194,16
159,70
168,27
6,59
986,21
9,92

51,98
66,56
998,99
10,56
4,23
105,45
308,52
81,94
29,51
1299,25
2,24
78,68
536,05
81,70
17,09
31,80
42,88
87,70
233,64
1,00
3,38
74,17
43,37
59,08
1692,63
264,48
62,98
219,48
44,94
19,87
800,75
204,39
54,09
64,51
11,67
20,31
28,41
88,74
29,56
557,25
105,67
93,50
2,28
362,70
1,94

18,10
10,42
977,88
4,40
1,43
40,96
3,34
32,86
8,73
1881,26
0,85
15,95
156,37
41,28
20,72
15,85
18,45
35,51
135,81
0,82
4,57
25,62
39,81
56,21
3071,11
401,67
93,86
78,07
20,28
10,36
779,03
233,87
71,06
71,38
16,82
35,10
60,58
27,00
84,38
619,45
57,95
41,63
2,97
333,98
1,20

17,39
16,64
219,73
166,24
1,41
6,78
13,63
29,12
3,48
204,09
3,04
4,82
11,94
2,97
5,50
4,33
4,69
8,04
31,48
2,54
7,92
35,42
14,36
23,26
271,26
114,13
9,34
8,51
14,72
9,51
361,62
55,15
23,34
31,85
49,93
81,22
88,22
21,19
40,85
124,18
26,41
15,75
1,68
38,82
3,50
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Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Estac.

Desec.

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

RS00930
RS00935
RS00940
RS00945
RS00950
RS00955
RS00960
RS00965
RS00970
RS00975
RS00980
RS500985
RS00990
RS00995
RS01000
RS01005
RS01010
RS01015
RS01020
RS01025
RS01030
RS01035
RS01040
RS01045
RS01050
RS01055
RS01060
RS01065
RS01070
RS01075
RS01080
RS01085
RS01090
RS01095
RS01100
RS01105
RS01110
RS01115
RS01120
RS01130
RS01135
RS01140
RS01145
RS01150
RS01155

39,14
1487,70
13,69
75,86
1421,43
13,40
113,14
4,08
1,55
34,49
33,16
15,54
273,28
24,88
18,88
15,40
32,33
68,79
2567,22
2097,32
2403,51
234,28
11,62
49,58
49,91
39,94
213,23
296,60
429,58
18,52
83,97
22,01
225,59
59,56
107,40
21,28
26,77
12,58
78,39
6,27
10,87
39,83
26,27
109,91
9,70

185,04
446,84
28,46
9,76
8,79
7,07
220,81
0,27
0,00
29,63
6,79
1,43
81,99
0,32
14,98
30,75
53,88
107,37
6,36
7,99
274,75
264,51
53,48
3,11
0,42
21,61
21,16
53,79
89,87
29,09
115,98
14,95
166,37
46,02
521
1,72
30,11
1,08
11,22
0,29
0,29
6,13
2,32
11,37
1,12

161,35
181,63
17,97
3,99
6,85
7,05
331,26
0,03
0,00
84,90
1,09
0,29
79,53
0,24
28,04
58,40
58,27
125,38
5,20
6,57
82,96
209,70
24,43
1,31
0,23
9,89
7,49
30,05
59,67
8,75
84,50
8,70
108,62
35,84
8,11
0,97
62,11
0,61
9,54
0,23
0,05
2,61
0,63
10,97
0,56

9,30
92,73
1,07
1,35
4,04
3,47
1,53
1,04
0,51
7,84
2,46
1,41
27,40
0,68
37,26
53,00
44,79
39,26
31,58
44,53
40,70
86,68
2,07
13,12
0,63
2,25
25,39
57,91
105,57
2,15
23,58
3,95
26,68
14,30
11,11
1,05
3,64
0,61
9,44
0,84
2,06
4,54
1,87
9,36
0,15

RS01160
RS01165
RS01170
RS01175
RS01180
RS01185
RS01190
RS01195
RS01200
RS01205
RS01210
RS01215
RS01220
RS01225
RS01230
RS01235
RS01240
RS01245
RS01250
RS01255
RS01260
RS01265
RS01270
RS01275
RS01280
RS01285
RS01290
RS01295
RS01300
RS01305
RS01310
RS01315
RS01335
RS01340
RS01345
RS01350
RS01355
RS01360
RS01365
RS01380
RS01385
RS01390
RS01395
RS01400
RS01405

285

109,70
97,64
30,39
49,82
49,11
93,73

409,86

358,86

100,94

168,19

1645,67
2930,02
3128,50

374,77
35,53

137,05

342,34
25,62

181,07
71,01
78,82
32,74

442,89

182,54

1624,68

127,40

381,76
27,12

140,77

556,37

758,12
55,75

785,38

142,75

1359,17
3086,22
127,77
694,14
2,53
22,52
60,81
47,13
12,46
2650,38
55,06

491,47
560,73
286,42
283,37
211,39
175,41
12,20
235,93
39,42
87,12
251,96
529,00
366,50
33,14
7,45
39,43
317,40
4,81
43,72
20,74
25,69
13,67
346,69
136,64
1347,35
22,44
51,76
44,56
296,38
913,25
1158,98
21,06
2602,70
122,80
288,14
694,89
56,70
41,61
0,00
4,71
27,41
10,62
4,46
5709,88
155,23

388,26
568,14
318,76
275,10
251,60
202,83
14,58
110,07
16,93
34,19
239,14
474,78
369,36
37,12
9,87
54,01
115,26
2,84
36,15
17,12
25,46
20,57
339,52
132,00
1565,24
48,93
108,67
148,24
729,48
1806,12
1926,13
31,76
1506,62
52,55
94,93
201,09
75,39
11,47
0,00
1,65
20,29
11,57
5,10
2177,81
167,13

924,54
84,67
54,84
89,10
81,90
62,93
22,05

117,11
19,40
86,13

638,19

1341,70

765,04

83,15

7,33
34,52
54,96
27,68

114,32
45,25
73,53
68,21

552,09

358,62

307,99

138,01

216,65
58,46

259,90

492,60

473,61
12,84

180,83

8,61
19,88
52,43
10,28
16,09

0,00

7,22
48,77
37,59

2,87

12684,93
43,90



X. ANEXOS

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Desec.

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Estac.

Desec.

RS01410
RS01415
RS01420
RS01440
RS01485
RS01515
RS01520
RS01525
RS01530
RS01535
RS01540
RS01545
RS01550
RS01555
RS01560
RS01565
RS01570
RS01580
RS01585
RS01590
RS01595
RS01600
RS01605
RS01610
RS01615
RS01620
RS01625
RS01630
RS01635
RS01640
RS01645
RS01650
RS01655
RS01665
RS01670
RS01675
RS01680
RS501685
RS01690
RS01695
RS01700
RS01705
RS01710
RS01715
RS01720

138,05
337,53
109,56
43,54
103,70
23,18
277,95
122,00
108,37
323,80
14,82
80,01
17,95
59,57
472,93
575,20
94,60
59,48
109,03
1777,68
114,12
220,26
67,78
141,66
492,22
105,38
71,99
48,47
219,03
106,21
1065,21
1262,39
6,48
66,12
526,80
1913,18
101,12
87,69
178,99
496,84
104,78
111,65
110,19
106,66
36,47

414,84
1401,90
541,94
0,69
1,58
5,65
285,72
166,05
85,15
713,13
32,09
40,37
6,17
34,45
30,02
25,93
40,89
43,99
66,11
4524,37
19,93
64,72
173,42
168,24
297,23
235,41
195,69
129,66
423,25
420,43
1473,42
4986,41
0,34
2,94
40,08
2148,51
62,13
140,25
367,35
2173,50
48,12
54,36
55,75
61,88
30,28

406,02
1288,10
536,00
1,39
0,24
3,63
153,84
81,79
83,35
1145,41
44,67
60,02
7,78
32,26
53,57
22,56
49,72
50,83
80,49
12542,89
19,45
47,34
162,89
228,86
302,22
101,21
116,50
75,85
296,00
267,24
1052,43
3979,73
0,48
2,45
88,27
1491,92
54,65
103,33
180,24
1002,29
38,39
42,39
43,71
50,87
23,22

26,86
120,06
48,41
106,34
10,16
22,30
46,78
19,10
31,61
289,92
10,44
108,22
18,16
46,50
233,25
57,75
40,23
31,74
52,08
1973,37
36,37
44,61
12,75
71,65
124,97
31,20
18,62
15,63
120,51
18,68
122,33
403,27
7,39
24,88
82,60
440,45
47,71
88,90
96,26
243,53
23,47
29,78
28,73
29,36
14,43

RS01725
RS01730
RS01735
RS01740
RS01765
RS01780
RS01800
RS01805
RS01810
RS01815
RS01820
RS01825
RS01830
RS01835
RS01840
RS01845
RS01850
RS01855
RS01860
RS01865
RS01870
RS01875
RS01880
RS01885
RS01890
RS01895
RS01900
RS01905
RS01910
RS01915
RS01920
RS01925
RS01930
RS01935
RS01940
RS01945
RS01950
RS01955
RS01960
RS01965
RS01970
RS01975
RS01980
RS01985
RS01990

286

47,16
51,09
322,90
0,33
44,08
365,49
267,56
285,17
466,77
3065,10
155,50
140,89
36,80
49,41
656,82
85,50
200,65
197,97
267,68
135,77
129,97
252,70
109,88
496,86
2209,78
728,37
893,44
1001,11
147,66
1839,86
3725,01
544,41
1205,37
1885,41
4498,88
11715,54
1006,15
754,45
794,36
782,00
3280,17
1026,02
975,76
2197,99
1828,24

37,68
71,59
61,42
0,00
0,79
2,87
279,76
314,33
480,67
1788,85
26,27
140,47
16,21
21,81
344,32
81,61
315,51
405,22
647,80
420,94
282,11
15,20
9,58
101,56
448,17
107,44
32,77
48,90
1,94
1404,92
2408,66
442,98
494,71
621,93
564,64
1426,85
50,50
155,10
204,86
112,70
376,15
145,96
135,46
214,91
138,26

36,43
58,62
61,67
0,00
1,28
2,53
187,40
191,41
268,50
970,07
14,27
326,59
10,35
19,24
265,61
78,72
201,90
231,54
314,10
192,57
200,41
24,65
8,93
133,32
680,62
149,31
37,39
44,00
1,72
1358,15
2826,92
695,43
363,95
372,54
221,52
903,92
21,81
58,63
76,24
45,25
157,78
65,75
65,10
102,01
62,72

24,58
26,07
78,45
0,00
12,35
10,31
214,57
182,71
233,64
579,78
48,38
143,60
9,32
8,48
94,34
13,66
26,32
29,86
40,66
16,42
140,73
290,32
162,13
633,39
1520,29
1117,52
178,80
157,30
32,01
406,47
464,72
548,05
878,26
715,70
811,54
1420,81
554,93
722,01
839,19
392,63
1394,11
514,38
419,39
847,51
487,01



X. ANEXOS

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Estac.

Desec.

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Estac.

Desec.

RS01995
RS02000
RS02005
RS02010
RS02015
RS02020
RS02025
RS02030
RS02035
RS02040
RS02045
RS02050
RS02055
RS02060
RS02065
RS02070
RS02075
RS02080
RS02085
RS02090
RS02095
RS02100
RS02105
RS02110
RS02115
RS02120
RS02125
RS02130
RS02135
RS02140
RS02145
RS02150
RS02205
RS02210
RS02215
RS02220
RS02225
RS02230
RS02235
RS02240
RS02245
RS02255
RS02260
RS02265
RS02270

337,88
726,50
1139,70
657,94
1052,91
1252,98
1576,65
875,62
859,79
1768,88
1581,61
4259,67
5305,98
1205,76
1689,96
2142,35
22,40
2169,27
832,79
1403,49
1506,19
310,96
44,65
29,91
77,82
2032,87
1168,26
2,25
114,25
316,78
416,65
0,26
11,01
288,39
889,36
1200,38
102,09
176,76
483,78
529,64
2,37
138,35
113,49
39,04
60,03

35,99
47,73
88,21
75,98
194,08
193,69
310,18
270,36
165,72
304,61
197,81
411,86
621,98
86,77
177,51
193,64
1,90
176,05
215,92
306,24
207,12
50,39
8,10
11,15
21,55
180,78
363,04
0,18
700,61
607,36
947,47
0,00
0,00
1929,92
533,99
1600,82
107,96
150,74
382,72
1439,34
2,41
20,05
19,31
9,30
251,86

12,08
21,61
45,69
35,40
61,11
63,00
89,83
78,71
45,16
77,05
45,10
125,05
178,26
26,62
164,81
227,43
2,53
212,70
218,34
275,85
143,09
41,29
15,79
15,31
34,65
875,31
1131,66
0,06
625,57
395,22
621,48
0,00
0,29
3581,03
948,24
2538,16
159,67
196,33
558,56
237,75
1,25
13,42
16,08
6,89
189,69

88,20
159,37
390,03
374,30
537,65
528,92
827,55
459,31
336,49
481,31
247,27
555,41
787,46
286,23
503,61
681,75

8,07
419,50
505,76
641,60
323,13
131,32

30,72

23,18

50,31
522,16
421,54

0,27

22,00

61,05

93,73

0,01

16,82

86,78
156,57
252,57

52,18

81,25
121,33
124,55

1,49
518
9,25
2,55

13,46

RS02275
RS02280
RS02285
RS02290
RS02295
RS02300
RS02305
RS02310
RS02315
RS02320
RS02325
RS02330
RS02335
RS02340
RS02345
RS02350
RS02355
RS02360
RS02365
RS02370
RS02375
RS02380
RS02385
RS02390
RS02395
RS02400
RS02405
RS02410
RS02415
RS02420
RS02425
RS02430
RS02435
RS02440
RS02445
RS02450
RS02455
RS02460
RS02465
RS02470
RS02475
RS02480
RS02485
RS02490
RS02495

287

8,74
59,98
133,13
51,84
29,85
121,72
116,89
167,25
156,70
8,02
36,52
171,62
29,96
30,14
101,58
98,38
0,87
238,10
26,27
15,97
772,39
1062,96
32,18
264,08
255,33
138,94
61,00
9,20
135,38
149,25
46,59
44,67
76,42
150,05
198,82
237,05
144,82
20,08
9,91
3,27
41,21
40,00
299,16
76,39
28,35

3,17
30,57
106,86
4,31
52,89
122,33
82,84
130,23
117,56
3,68
26,37
79,02
1,47
116,96
302,61
0,98
0,48
217,95
7,45
541
70,87
113,40
10,32
258,73
266,19
172,19
152,07
3,59
34,98
148,44
7,90
6,59
2,41
46,35
65,17
112,27
216,97
5,09
1,25
0,16
19,66
5,83
1463,08
3,02
23,13

2,48
18,30
91,73

4,55
53,08

106,58
59,23
96,09
73,64

0,34

3,30
22,79

3,56
47,41

124,58
0,98
0,18

117,40
29,27
16,54
72,24

130,02
2,82

175,91

223,49

133,99

138,83

2,68

9,65
66,10

5,59

3,27

1,26
35,99
34,10
54,08

416,81

5,55

0,55

0,00

6,70

5,02

2258,52

0,62

21,06

3,63
10,31
14,09

1,03
28,56

135,14
57,07
50,79
43,97

0,39

2,59

5,79

1,02

5,51
23,59

5,53

1,13

6,78
54,09
41,07
20,70
22,99

2,01
34,75
33,29
26,51
19,80

0,84

7,82
11,23
16,56

4,43

4,03
16,10
22,87
27,54

586,29
11,43
24,08
14,45
37,81

4,39
54,32
13,80

8,46



X. ANEXOS

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Estac.

Desec.

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Desec.

RS02500
RS02505
RS02510
RS02515
RS02520
RS02525
RS02530
RS02535
RS02540
RS02545
RS02550
RS02555
RS02560
RS02565
RS02570
RS02575
RS02580
RS02585
RS02590
RS02595
RS02600
RS02605
RS02610
RS02615
RS02620
RS02625
RS02630
RS02635
RS02640
RS02645
RS02650
RS02655
RS02660
RS502665
RS02670
RS02675
RS02680
RS502685
RS02690
RS502695
RS02700
RS02705
RS02710
RS02715
RS02720

282,24
34,84
139,71
726,86
132,18
61,78
198,84
16,65
273,43
432,07
271,09
71,29
28,55
55,09
445,33
479,39
1107,67
21,54
21,08
375,31
48,67
356,94
537,84
321,43
74,52
67,80
69,20
598,05
69,18
132,92
31,19
46,00
877,34
1469,14
2959,80
140,62
107,97
88,09
19,61
71,09
492,07
447,81
376,81
223,53
38,79

1422,67
44,40
1,23
4457,56
52,40
168,58
579,32
20,05
363,18
604,41
194,27
140,35
3,25
4,07
150,62
73,72
433,55
3,19
4,31
214,22
89,20
1,50
101,38
166,24
5,23
33,51
24,04
1846,92
62,36
99,23
4,07
9,70
242,93
208,58
568,70
33,55
46,88
14,79
3,33
83,57
274,11
42,67
119,93
107,50
372,82

3335,31
21,63
1,80
3593,43
46,57
126,05
345,72
9,63
83,69
212,80
64,60
60,52
2,71
5,73
157,35
84,37
182,83
0,79
0,90
115,43
86,48
0,94
47,11
94,25
4,63
22,77
18,08
1110,54
44,01
22,93
0,95
2,82
225,08
176,79
480,95
18,03
28,14
13,09
2,96
47,63
303,73
110,49
68,98
153,99
327,38

464,15
13,05
551,83
82,57
11,77
29,80
50,12
9,66
11,03
18,32
11,43
21,33
12,02
9,28
34,73
38,06
78,27
4,07
4,33
179,45
11,46
2,59
98,85
146,13
9,31
11,95
12,37
259,66
16,37
79,99
12,17
17,27
126,32
250,69
327,29
23,47
19,82
21,42
10,00
76,29
43,28
17,09
11,92
21,16
19,64

RS02725
RS02730
RS02735
RS02740
RS02745
RS02750
RS02755
RS02760
RS02765
RS02770
RS02775
RS02780
RS02785
RS02790
RS02795
RS02800
RS02805
RS02810
RS02815
RS02820
RS02825
RS02830
RS02835
RS02840
RS02845
RS502850
RS02855
RS02860
RS02865
RS02870
RS02875
RS02880
RS02885
RS02890
RS02900
RS02905
RS02910
RS02915
RS02920
RS02925
RS02930
RS02935
RS02940
RS02945
RS02950

288

114,56
21,57
285,74
99,29
41,29
32,02
11,94
208,06
72,78
119,36
59,70
80,72
103,09
79,72
52,94
92,91
79,11
95,08
10,34
23,63
41,92
23,42
21,80
53,89
145,11
67,55
178,31
22,15
15,47
31,96
164,96
27,73
40,71
69,51
66,95
11,46
79,58
43,98
71,20
10,18
0,44
0,57
22,64
33,10
25,53

112,72
17,77
53,60
17,29

124,18

129,12
10,34

408,84
37,61
94,67
22,35

117,25

757,97

680,46

732,61
85,07
39,31
82,03

3,23
6,81
0,13

417,81

137,05

735,03
49,06

363,64

575,78

7,16
8,13
2,65

124,73
39,85

157,78

644,24

406,02

0,95
8,39
15,92
11,88
4,06
0,05
0,17
69,40
72,38
38,15

93,80
22,14
80,94
17,76
255,78
262,45
7,67
764,08
34,57
66,38
22,60
42,94
149,46
115,67
179,47
156,58
66,56
111,49
2,54
511
0,24
389,26
305,74
1079,30
43,12
61,14
121,68
2,16
2,09
1,25
53,54
28,22
130,45
91,57
113,13
0,62
4,21
7,84
4,39
3,63
0,13
0,09
77,77
65,69
33,44

17,71
6,18
60,48
20,17
137,60
124,39
2,32
50,03
11,44
59,21
13,48
23,70
15,41
20,04
22,78
65,03
12,51
21,21
0,65
3,94
3,62
46,64
90,12
241,88
29,67
9,17
21,82
6,01
6,31
1,79
7,60
5,90
16,81
5,02
573
128,86
9,86
10,31
2,40
627,01
46,96
46,43
25,51
23,92
14,77



X. ANEXOS

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Desec.

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Estac.

Desec.

RS02955
RS02960
RS02965
RS02970
RS02975
RS02980
RS02985
RS02990
RS02995
RS03000
RS03005
RS03010
RS03015
RS03020
RS03030
RS03035
RS03040
RS03045
RS03050
RS03055
RS03060
RS03065
RS03070
RS03075
RS03080
RS03085
RS03095
RS03100
RS03105
RS03110
RS03115
RS03120
RS03125
RS03130
RS03135
RS03140
RS03145
RS03150
RS03160
RS03165
RS03170
RS03175
RS03180
RS03185
RS03190

28,17
27,91
30,40
1,72
52,86
147,41
43,21
42,16
40,62
14,60
13,42
10,92
4,78
19,79
75,94
53,33
51,98
89,85
243,91
14,52
13,76
98,06
287,22
30,52
15,86
17,83
9,34
5,81
50,59
210,71
113,79
108,29
134,66
276,77
24,78
16,99
2,17
16,17
73,92
183,95
36,92
10,90
17,54
43,69
62,71

3,39
0,77
81,17
5,56
244,85
10,13
0,89
6,58
8,17
3,83
516
3,74
9,67
28,87
69,21
38,78
36,64
41,30
19,63
1,17
1,67
2,91
78,86
38,24
3,93
6,52
1,93
0,39
415,37
47,82
3,95
1,50
0,78
1,32
1,85
2,11
0,66
6,29
43,85
719,94
75,76
0,10
0,00
6,64
13,72

1,08
0,48
350,65
1,48
71,11
18,20
1,39
512
13,33
7,94
12,77
13,35
9,70
33,27
74,41
35,72
61,83
46,22
15,69
1,02
1,07
1,62
118,13
40,29
7,57
539
2,77
0,41
1289,65
46,12
2,11
0,86
0,87
1,25
0,70
1,62
0,51
2,34
26,27
1576,68
47,22
0,39
0,22
3,23
4,18

1,26
1,44
388,87
0,56
2,08
77,91
3,56
41,08
48,67
38,78
45,00
40,27
3,25
23,71
60,63
39,69
26,44
26,60
9,40
3,82
0,92
3,03
126,37
26,22
5,50
6,75
2,00
5,93
360,23
186,26
16,30
13,53
10,88
11,41
0,74
2,18
0,72
5,38
34,95
132,20
53,81
0,39
1,30
176,16
226,40

RS03195
RS03200
RS03205
RS03210
RS03215
RS03220
RS03225
RS03230
RS03235
RS03240
RS03245
RS03250
RS03255
RS03260
RS03265
RS03270
RS03275
RS03280
RS03285
RS03290
RS03295
RS03300
RS03305
RS03310
RS03315
RS03320
RS03325
RS03330
RS03335
RS03340
RS03345
RS03350
RS03355
RS03360
RS03365
RS03370
RS03375
RS03380
RS03385
RS03390
RS03395
RS03400
RS03405
RS03410
RS03415

289

72,86
413,13
64,02
603,61
36,86
17,60
118,27
0,59
8,46
4,49
2,23
1,54
2,43
3,13
3,49
1,17
4,82
17,33
22,36
69,95
43,01
19,03
194,51
99,31
39,12
634,07
811,93
159,05
58,96
211,57
108,65
53,75
76,42
102,90
58,99
15,13
14,02
12,40
12,94
13,49
19,05
22,51
28,70
18,18
72,52

29,33
250,42
2,20
1,49
200,34
95,20
152,99
0,20
5,05
2,78
0,34
0,45
0,17
0,37
0,84
0,34
6,78
37,48
155,91
37,99
42,49
1,77
590,95
50,90
79,25
1385,88
4595,60
6,14
10,48
23,06
17,75
50,09
239,67
24,42
40,51
7,57
9,20
8,90
6,19
7,78
18,51
23,62
30,08
47,64
354,25

10,62
36,00
1,42
1,74
137,98
76,48
55,12
0,07
3,84
2,37
0,31
0,56
0,07
0,18
0,39
0,72
3,52
10,84
134,38
24,33
9,87
1,09
70,78
9,36
18,89
465,28
1723,10
3,54
7,28
18,18
593
26,14
241,87
28,74
36,81
5,50
7,10
6,23
3,70
5,89
12,93
15,56
16,90
30,56
307,90

257,79
23,04
46,44

4,22
25,04
15,04
17,77

1,36

1,78

1,23

1,34

2,27

1,26

2,10

3,11

1,96

2,70

3,99

481,62

6,63
30,32

6,09
28,81
15,11

9,95
44,24

1893,12

0,94

7,42
11,67

4,14

2,39
14,28
40,58
29,58
11,26

9,65

7,77

4,50

3,88

4,82

5,52

4,57
17,36
94,93



X. ANEXOS

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Estac.

Desec.

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Estac.

Desec.

RS03420
RS03425
RS03430
RS03435
RS03440
RS03445
RS03450
RS03455
RS03460
RS03465
RS03470
RS03475
RS03480
RS503485
RS03490
RS503495
RS03500
RS03505
RS03510
RS03515
RS03520
RS03525
RS03530
RS03535
RS03540
RS03545
RS03550
RS03555
RS03560
RS03565
RS03570
RS03575
RS03580
RS03585
RS03590
RS03595
RS03600
RS03605
RS03610
RS03615
RS03620
RS503625
RS03630
RS03635
RS03640

71,77
55,41
42,63
38,88
26,30
63,07
86,05
45,15
92,73
133,93
55,69
163,69
207,70
42,23
44,28
36,13
63,10
68,19
11,12
16,52
72,51
57,96
23,93
149,62
57,27
571,46
1,17
0,22
165,02
139,39
75,55
123,58
856,25
1294,37
2390,61
148,52
439,42
108,61
10,59
3,89
162,67
67,98
26,48
35,27
19,33

314,45
195,03
149,72
149,07
100,99
1973,57
2038,56
823,61
1232,28
1332,11
394,43
767,62
1560,75
693,84
790,76
668,87
757,37
98,11
31,88
2,86
12,87
252,68
2,64
30,38
4,18
11,59
1,15
0,00
940,66
69,29
31,63
35,08
284,74
428,12
607,21
10,53
455,13
118,16
1,49
1,01
18,89
121,48
50,09
2,97
1,08

256,49
118,98
81,91
82,48
73,58
2414,68
2405,98
861,25
1231,87
1247,33
331,03
546,99
1752,13
767,49
785,51
649,84
712,95
75,50
40,33
0,76
2,93
135,50
1,05
29,24
1,34
10,85
0,46
0,39
549,27
23,23
9,56
55,74
249,06
461,25
979,38
6,72
381,66
45,43
0,62
0,69
16,52
53,27
32,03
2,12
0,79

98,30
76,40
75,35
113,86
70,04
327,84
261,15
110,82
202,88
282,98
75,16
199,31
187,69
64,21
64,88
40,41
62,33
29,51
14,58
8,31
16,29
55,06
2,20
8,84
3,63
29,96
0,89
0,41
20,84
28,83
10,40
11,81
116,17
162,24
187,35
37,73
178,62
15,50
4,85
6,37
10,61
33,41
33,09
2,03
2,43

RS03645
RS03650
RS03655
RS03660
RS03665
RS03670
RS03675
RS03680
RS03685
RS03690
RS03695
RS03700
RS03705
RS03710
RS03715
RS03720
RS03735
RS03740
RS03745
RS03750
RS03755
RS03760
RS03765
RS03770
RS03775
RS03780
RS03785
RS03790
RS03795
RS03800
RS03805
RS03810
RS03815
RS03820
RS03825
RS03830
RS03835
RS03840
RS03845
RS03850
RS03855
RS03860
RS03865
RS03870
RS03875

290

19,41
23,12
5,02
3,79
4,95
4,06
2,74
24,99
29,05
43,73
310,10
4,83
5139,54
2,63
133,77
4,49
66,13
77,07
81,44
96,92
12,85
4,51
13,65
13,51
14,81
10,85
4,09
43,27
78,96
571,47
473,22
51,38
15,03
26,65
183,17
435,06
24,07
46,51
55,44
134,54
91,25
357,04
559,90
38,40
48,56

0,99
0,30
0,02
0,25
0,35
0,94
1,41
109,53
37,23
51,42
340,06
1,22
7053,77
4,12
460,25
0,02
38,37
89,76
81,93
45,08
7,46
2,89
12,38
18,38
17,70
12,52
7,98
89,72
126,55
211,03
339,28
9,85
6,30
54,47
185,08
390,60
52,88
63,22
6,46
70,03
21,63
250,10
476,72
31,98
292,85

0,24
0,08
0,00
0,07
0,23
0,31
0,85
63,22
42,09
59,29
263,53
0,63
2971,28
0,84
239,66
0,00
31,32
127,77
118,51
59,93
20,49
8,14
29,47
55,20
53,02
37,68
32,30
97,14
98,10
115,74
239,69
5,89
3,92
41,83
152,69
306,63
41,55
52,13
3,95
45,02
27,25
213,38
277,11
26,75
80,12

2,15
2,59
0,15
0,48
0,60
1,12
1,43
61,20
55,20
74,94
41,97
2,35
94,71
1,43
20,70
0,02
39,12
82,85
114,76
30,43
14,15
2,43
15,79
40,57
47,68
34,80
18,59
62,26
49,67
103,62
100,91
19,67
7,55
19,10
138,75
282,12
12,95
33,06
17,34
20,47
4,83
278,65
686,79
24,78
7,16



X. ANEXOS

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Estac.

Desec.

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Estac.

Desec.

RS03880
RS03885
RS03890
RS03895
RS03900
RS03905
RS03910
RS03915
RS03920
RS03925
RS03930
RS03935
RS03940
RS503945
RS03950
RS03955
RS03960
RS503965
RS03975
RS03980
RS03985
RS03990
RS03995
RS04000
RS04005
RS04010
RS04015
RS04020
RS04025
RS04030
RS04035
RS04040
RS04045
RS504050
RS04055
RS04060
RS04065
RS04070
RS04075
RS04080
RS04085
RS04090
RS04095
RS04100
RS04105

118,56
144,23
42,14
51,38
20,95
76,33
72,38
68,46
6,96
9,60
33,30
46,67
59,47
53,06
294,41
580,91
58,05
135,74
549,75
1323,35
1107,72
1037,85
2,46
140,03
734,94
198,61
117,28
22,74
71,47
1020,45
1076,20
231,24
50,08
399,56
355,06
15,91
183,15
1,70
17,62
9,99
10,62
20,48
584,29
365,74
27,46

47,54
92,26
104,94
218,00
8,68
246,81
7,48
11,50
0,67
1,80
8,56
11,10
15,05
12,34
23,83
104,44
39,17
182,58
1896,93
35,07
107,14
14,65
4,57
147,60
502,01
43,14
22,80
43,05
84,36
1853,62
1205,09
36,39
1,88
177,79
177,65
20,78
71,51
0,00
6,83
512
11,50
30,31
76,27
33,94
6,13

26,08
50,84
298,97
414,53
18,87
291,93
8,40
13,21
0,20
1,74
2,62
4,77
4,56
3,92
19,09
105,58
37,80
151,19
1739,17
24,94
82,00
15,78
4,34
30,50
885,07
49,15
11,80
19,14
24,60
1992,12
1163,15
10,65
6,51
128,39
127,98
54,90
49,36
0,00
3,13
2,38
5,79
16,20
51,57
11,70
7,61

20,79
29,42
17,39
30,81
13,04
25,78
7,10
3,80
2,71
3,37
6,45
10,49
9,35
8,43
30,91
90,19
13,14
18,03
123,48
9,30
15,68
8,53
5,58
42,74
218,79
236,87
4,13
11,06
7,00
294,63
50,97
90,18
218,04
178,82
182,72
22,92
60,42
1,67
1,92
3,50
2,93
6,22
9,31
8,51
6,41

291

RS04110
RS04115
RS04120
RS04125
RS04130
RS04135
RS04140
RS04145
RS04150
RS04155
RS04160
RS04165
RS04170
RS04175
RS04180
RS04185
RS04190
RS04195
RS04200
RS04205
RS04210
RS04215
RS04220
RS04225
RS04230
RS04235
RS04240
RS04245
RS04250
RS04255
RS04260
RS04265
RS04270
RS04275
RS04280
RS04285
RS04290
RS04295
RS04300
RS04305
RS04310
RS04315
RS04320
RS04325
RS04330

206,83
30,37
5,60
16,73
25,59
26,75
54,27
40,30
79,36
15,50
120,46
208,57
270,73
1145,89
113,80
156,09
331,30
263,98
34,33
22,26
4,91
7,25
8,12
6,93
45,34
109,82
8,70
55,58
82,00
1307,78
182,96
356,19
110,20
13,73
37,60
76,00
40,01
5,67
40,26
90,49
24,30
32,49
460,07
77,19
115,32

695,17
8,22
0,00
0,45
3,47
8,58
13,26

511
50,92
91,61
97,98

862,13

136,66

560,94

66,45
16,66
86,90
102,09
17,30
11,32
3,00
0,28
0,75
4,23

155,41

257,61
2,32

14,28
19,31
59,08
181,55
342,03
20,55
16,99
59,74
88,21
8,82
0,10
28,33
303,84
40,29
185,94
900,01
19,89
98,03

183,38
5,03
0,30
0,64
0,60
6,43
2,74
0,95
34,48
89,23
91,66
691,14
45,01
279,03
31,73
14,50
38,19
41,79
16,90
3,64
0,78
0,27
0,16
1,80
78,20
313,38
1,14
5,15
6,42
24,69
141,52
282,33
5,80
4,06
30,99
48,98
6,50
0,60
19,36
150,03
45,58
197,77
927,70
34,43

116,71

22,01
6,81
3,53
16,06
1,10
26,30
112,69
98,45
11,17
9,68
4,50
39,36
14,74
127,20
41,62
14,61
23,66
24,75
12,15
4,37
0,65
13,39
10,43
7,03
27,35
23,03
4,36
20,77
13,09
17,33
64,41
89,76
34,31
3,24
7,99
24,38
9,08
0,99
9,11
22,49
45,87
186,17
215,80
6,64

13,27



X. ANEXOS

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Estac.

Desec.

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Estac.

Desec.

RS04335
RS04340
RS04345
RS04350
RS04355
RS04360
RS04365
RS04370
RS04375
RS04380
RS04385
RS04390
RS04395
RS04400
RS04405
RS04410
RS04415
RS04420
RS04425
RS04430
RS04435
RS04440
RS04445
RS04450
RS04455
RS04460
RS04465
RS04470
RS04475
RS04480
RS04485
RS04490
RS04495
RS04500
RS04505
RS04510
RS04515
RS04520
RS04525
RS04530
RS04535
RS504540
RS04545
RS04550
RS04555

1687,78
17,52
0,73
2,23
2,15
2,37
4,40
4,44
6,61
179,14
3,14
87,15
136,59
317,42
154,51
288,21
364,60
157,79
140,45
32,21
13,53
597,62
12,69
43,58
625,25
1125,99
325,79
298,73
191,74
93,29
1783,15
7,30
2037,51
2552,82
42,57
20,62
27,38
63,69
45,74
110,07
179,69
5219,35
5562,63
118,60
371,84

4407,97
7,40
0,10
0,13
0,58
0,63
0,58
1,99
5,64

103,86
0,71
2,82

59,39

517,35

131,55

301,23

424,29

10,36
652,93
85,44
51,75

397,13

0,22
47,29
34,56

304,11

310,57

382,07

230,09

33,17
94,84
0,00
0,22
0,74

117,64

250,54

387,27

1772,85

1155,47

353,22

45,62
12,24
8,77
56,57
334,13

4196,38
7,53
0,21
0,12
0,24
0,18
0,51
1,25
2,51

53,66
0,00
1,62

41,69

226,62
75,49
183,55
196,70
6,22
543,82
51,79
74,89
107,95
0,52
33,03
23,97
204,58
293,59
331,08
240,08

34,59

70,40
0,00
0,12
0,25

346,94
948,98

1545,32

7356,24

5259,55

303,30
52,67
12,19
10,35
44,78

229,22

175,07
37,86
2,64
2,48
1,56
0,92
2,03
1,35
1,28
12,78
4,16
3,64
4,49
60,82
33,11
7,52
11,36
65,22
134,69
51,41
518
5,50
1,13
33,78
55,57
95,87
59,00
75,81
34,70
24,41
16,96
0,00
0,54
1,63
254,75
366,22
690,21
792,76
1263,59
44,75
84,86
6,15
6,21
14,48
69,96

292

RS04560
RS04565
RS04570
RS04575
RS04580
RS04585
RS04590
RS04595
RS04600
RS04605
RS04610
RS04615
RS04620
RS04625
RS04630
RS04635
RS04640
RS04645
RS04650
RS04655
RS04660
RS04665
RS04670
RS04675
RS04680
RS504685
RS04690
RS04695
RS04700
RS04705
RS04710
RS04715
RS04720
RS04725
RS04730
RS04735
RS04740
RS04745
RS04750
RS04755
RS04760
RS04765
RS04770
RS04775
RS04780

339,92
14,93
171,87
142,92
153,24
179,18
25,16
383,04
837,59
46,01
102,49
139,78
88,24
76,22
648,28
31,20
33,95
66,77
116,63
63,54
14,83
411,43
210,35
530
30,05
24,59
108,55
334,77
68,36
87,93
39,85
78,02
226,49
205,09
244,95
286,36
119,02
58,64
75,24
32,50
23,62
24,70
135,40
24,83
22,83

446,56
7,98
37,78
11,16
48,78
1,01
9,91
231,22
506,34
11,70
38,63
32,08
122,11
78,35
637,66
108,11
66,67
334,78
21,76
38,53
11,21
502,95
4669,74
3,74
1038,36
39,46
4628,19
1,45
146,05
245,80
31,98
155,37
290,24
170,24
103,27
384,20
111,82
12,98
50,26
87,86
41,51
52,57
741,29
31,70
12,06

284,97
4,89
36,34
21,58
67,25
1,54
7,00
113,53
1068,01
10,28
32,92
27,58
94,50
69,08
1324,23
141,78
74,26
396,64
11,45
49,74
13,32
418,68
4318,52
3,94
770,58
23,95
1324,14
0,73
72,12
229,42
25,71
35,19
106,81
78,10
94,56
195,73
42,89
9,18
52,04
73,91
85,88
59,45
301,17
32,10
10,77

72,66
4,99
21,53
13,79
11,63
6,92
54,14
233,41
784,27
55,09
54,47
26,42
20,45
18,04
129,38
29,32
36,38
79,00
21,31
31,43
2,38
11,67
880,21
17,17
224,56
3,53
44,82
2,82
12,79
41,67
26,18
30,51
71,71
61,08
219,62
88,83
30,17
9,88
1334,37
967,31
64,59
43,48
74,27
27,35
7,62



X. ANEXOS

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Estac.

Desec.

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Estac.

Desec.

RS04785
RS04790
RS04795
RS04800
RS04805
RS04810
RS04815
RS04900
RS04905
RS04910
RS04915
RS04920
RS04925
RS04930
RS04935
RS04940
RS04945
RS504950
RS04955
RS04960
RS04965
RS04970
RS04975
RS04980
RS04985
RS04990
RS04995
RS05000
RS05005
RS05010
RS05015
RS05020
RS05025
RS05030
RS05035
RS05040
RS05045
RS05050
RS05055
RS05060
RS05065
RS05070
RS05075
RS05080
RS05085

207,08
44,90
268,83
257,92
248,64
169,17
1,08
2,02
21,52
15,29
30,10
34,20
35,31
1591,71
1500,99
654,18
486,31
232,00
579,44
33,82
57,52
27,89
157,30
228,91
26,81
42,80
110,49
25,99
30,19
13,63
76,60
178,97
89,06
1214,93
531,28
177,23
17,21
1775,59
2106,53
4569,60
78,68
107,95
10,96
27,99
346,91

150,19
34,30
7,81
2875,50
108,20
39,46
0,00
0,37
79,46
89,55
115,27
22,75
531
273,78
277,16
167,54
104,75
399,10
648,29
129,00
44,55
50,50
56,30
1330,60
5,87
63,97
261,93
226,80
71,55
9,05
78,14
139,03
204,30
713,69
302,61
44,18
108,23
648,14
244,01
327,46
23,24
69,14
0,73
29,18
50,02

83,75
24,58
12,88
5182,35
84,43
57,79
0,00
0,75
48,49
41,65
51,71
22,96
5,62
191,75
161,93
95,29
65,34
273,95
476,18
90,83
75,78
140,62
203,38
2634,67
10,81
58,04
349,92
247,20
111,32
7,44
82,34
129,00
363,10
178,44
71,88
81,74
161,28
124,54
61,36
88,34
17,03
46,63
1,14
43,23
55,67

18,06
20,19
6,44
282,46
81,28
19,08
0,00
4,14
28,39
20,09
23,15
3,69
5,54
36,45
36,72
17,14
6,94
71,52
13,07
45,92
266,28
20,86
35,60
572,49
18,63
21,56
50,07
51,63
55,18
8,22
73,73
81,60
453,04
90,74
59,74
61,78
48,48
66,04
110,04
125,07
18,23
32,59
14,25
18,09
82,50

293

RS05090
RS05095
RS05100
RS05105
RS05110
RS05115
RS05120
RS05125
RS05130
RS05135
RS05140
RS05145
RS05150
RS05155
RS05160
RS05165
RS05170
RS05175
RS05180
RS05185
RS05190
RS05195
RS05200
RS05205
RS05210
RS05215
RS05220
RS05225
RS05230
RS05235
RS05240
RS05245
RS05250
RS05255
RS05260
RS05265
RS05270
RS05275
RS05280
RS05285
RS05290
RS05295
RS05300
RS05305
RS05310

236,12
320,89
17,39
405,47
318,12
19,05
192,85
233,23
78,37
7,49
319,92
512,34
21,76
2591
113,27
144,58
853,88
91,01
171,64
418,93
66,92
56,25
366,54
77,73
162,68
5,61
378,83
562,87
86,12
55,52
82,30
28,09
38,05
287,57
171,22
34,23
84,95
100,95
141,81
49,48
37,67
27,81
88,87
42,47
78,72

101,98
151,49
6,73
221,34
252,53
22,88
585,76
36,19
8,78
0,20
164,90
314,92
3,68
7,66
0,73
10,79
6,95
289,14
799,94
469,12
631,70
92,96
2753,44
103,12
337,78
0,05
317,03
284,77
84,19
70,69
89,88
3,47
3,45
24,98
202,15
11,91
57,17
133,08
157,60
22,14
15,64
9,16
155,31
4,65
9,47

105,96
114,48
2,47
99,03
101,77
8,88
141,22
35,38
6,76
0,39
330,57
648,35
1,92
8,30
0,17
10,00
4,74
292,75
691,97
334,70
615,03
50,78
4421,31
86,94
239,75
0,05
127,83
412,09
120,03
106,50
106,79
4,19
4,37
17,44
72,02
8,06
46,57
104,32
74,84
10,26
8,02
518
147,19
4,50
6,20

91,71
116,73
4,39
30,21
31,62
17,25
50,48
18,77
8,95
1,08
19,49
37,81
2,01
9,14
9,63
47,20
16,74
67,03
107,94
59,54
112,01
14,87
108,35
214,96
596,22
1,05
23,45
282,85
49,28
151,44
86,57
15,62
18,06
22,64
17,36
9,45
17,55
21,54
26,35
12,48
8,10
7,55
45,40
4,58
8,76



X. ANEXOS

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Estac.

Desec.

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Estac.

Desec.

RS05315
RS05320
RS05325
RS05330
RS05335
RS05340
RS05345
RS05350
RS05355
RS05360
RS05365
RS05370
RS05375
RS505380
RS05385
RS505390
RS05395
RS505400
RS05405
RS05410
RS05415
RS05420
RS05425
RS05430
RS05435
RS05440
RS05445
RS05450
RS05455
RS505460
RS05465
RS05470
RS05475
RS505480
RS05485
RS505490
RS05495
RS05500
RS05505
RS05510
RS05515
RS05520
RS05525
RS05530
RS05535

167,86
121,09
127,70
1064,92
129,37
175,28
33,12
58,52
62,13
50,87
51,62
39,61
13,25
92,45
175,38
61,39
143,05
106,87
35,43
19,84
47,74
49,22
39,95
104,15
0,40
0,86
50,12
25,88
16,68
598,43
213,72
38,45
465,78
653,97
1170,20
171,58
107,73
140,33
555,26
108,43
21,59
21,88
459,58
97,91
97,11

181,44
81,68
17,65
240,08
27,37
37,78
20,62
113,52
18,44
7,64
124,88
27,20
1,66
7,67
28,42
3,35
187,11
284,32
27,77
22,79
50,88
50,05
31,07
89,80
0,06
1,32
6,51
14,61
8,21
221,41
84,99
33,08
229,48
1016,71
2471,13
51,54
38,50

36,14

102,83

53,10

7,50
17,07
739,02
0,09
6,00

66,49
27,38
18,46
300,85
20,85
26,35
16,31
77,27
14,11
3,98
113,04
50,62
1,57
5,79
15,86
1,93
290,43
328,24
50,47
27,70
69,46
72,72
44,17
100,32
0,42
1,06
4,17
10,43
514
621,57
144,08
61,59
220,34
1094,68
2273,50
55,92
40,21
34,87
100,25
57,85
7,39
12,42
529,56
0,08
6,37

8,96
4,69
17,33
601,84
176,06
162,26
65,91
92,78
18,50
14,03
46,58
26,50
10,85
25,09
48,51
27,34
610,10
418,64
125,57
71,70
158,32
117,49
83,02
155,21
2,03
1,92
3,09
11,75
6,97
339,78
128,23
45,00
790,43
813,55
961,14
90,58
72,99
46,18
99,71
36,19
17,47
19,37
407,10
1,09
0,51

RS05540
RS05545
RS05550
RS05555
RS05560
RS05565
RS05570
RS05575
RS05580
RS05585
RS05590
RS05595
RS05600
RS05605
RS05610
RS05615
RS05620
RS05625
RS05630
RS05635
RS05640
RS05645
RS05650
RS05655
RS05660
RS05665
RS05670
RS05675
RS05680
RS05685
RS05690
RS05695
RS05700
RS05705
RS05710
RS05715
RS05720
RS05725
RS05730
RS05735
RS05740
RS05745
RS05750
RS05755
RS05760

294

2,09
55,07
281,94
56,22
87,45
35,14
152,01
35,08
0,68
0,85
2,18
2,78
6,58
3,54
3,10
3,66
2,31
1,54
2,97
3,78
37,04
75,09
5838,41
9600,36
2944,84
3188,79
1675,18
58,76
92,37
34,79
76,82
231,12
315,30
508,21
511,97
671,85
332,75
475,76
123,89
542,60
1016,40
63,55
111,71
168,02
18,06

0,40
81,39
533,98
140,71
357,87
3,28
64,96
94,54
0,09
1,13
7,58
2,02
6,05
6,16
5,46
5,89
6,09
3,95
8,80
10,33
9,14
6,90
938,21
1652,96
3453,21
3800,13
1848,78
208,14
196,09
84,95
205,24
293,58
589,73
1441,99
4,02
9,22
6,70
15,35
203,74
922,29
64,34
10,66
51,41
589,38
15,01

0,14
31,87
433,46
268,67
812,79
513
46,55
70,94
0,17
1,47
8,51
1,59
7,23
4,71
4,71
5,70
4,97
3,06
7,73
9,57
4,45
3,12
1019,55
1641,28
9733,07
10829,23
5769,99
125,04
78,79
41,15
87,40
152,28
302,79
611,16
2,56
5,08
4,44
7,78
174,06
690,83
34,21
17,07
41,79
505,37
4,60

0,77
15,01
31,28
37,58
49,82
32,58
45,88

2,82

0,37

0,44

1,85

1,21

3,15

2,33

1,92

2,49

0,97

1,01

2,66

1,00

6,25

103,90
1099,74
2736,08
3379,97
3500,63

958,33

96,66
71,32
10,62
35,73
96,39
173,19
257,93
14,88
18,34
13,13
24,68
39,17
126,04
23,20

5,90
15,78
99,09

7,86



X. ANEXOS

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Estac.

Desec.

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Estac.

Desec.

RS05765
RS05770
RS05775
RS05780
RS05785
RS05790
RS05795
RS05800
RS05805
RS05810
RS05815
RS505820
RS05825
RS505830
RS05835
RS505840
RS05855
RS505860
RS05865
RS05870
RS05875
RS505880
RS05885
RS505890
RS05895
RS05900
RS05905
RS05910
RS05915
RS505920
RS05925
RS505930
RS05935
RS505940
RS05945
RS505950
RS05955
RS505960
RS05965
RS505970
RS05975
RS505980
RS05985
RS505990
RS05995

29,63
118,67
158,09
152,13
271,21
145,35
123,76

16,18

13,51

15,14

26,36

18,55
188,21
489,02

26,18

6,51
376,73
4702,65
57,81
11,97
5,68
9,91
7,23
6,73
632,35
1030,00
1949,70
17,73
34,74
4606,73
581,22
140,59

41,76
142,31
792,26

96,25

36,34
306,13
513,64

3,13
1,81
0,99
0,90
1,18
0,85

24,84
52,96
154,00
346,39
131,92
122,32
67,59
10,28
16,10
22,71
28,04
10,41
492,42
439,26
8,96
7,41
126,04
5549,32
69,56
19,80
16,46
35,31
36,86
45,27
14,77
115,95
91,42
1,97
575
299,52
163,61
10,10
2,72
84,14
1228,68
32,16
19,28
10,15
3013,95
1,88
0,25
0,08
0,17
0,67
0,17

7,00
18,21
130,78
260,29
57,23
73,49
41,06
29,88
40,29
83,32
7,54
2,72
395,75
460,71
9,53
9,11
73,76
4534,53
57,80
6,20
3,96
7,91
10,27
11,37
5,89
47,72
53,19
0,75
2,32
115,22
72,29
5,34
2,43
41,53
1090,01
27,35
23,07
4,65
6385,23
2,20
0,19
0,14
0,00
0,19
0,24

10,31
44,54
45,29
65,70
100,82
12,43
12,36
65,84
76,17
40,28
10,98
12,37
110,21
323,11
10,61
7,15
22,17
496,31
97,39
54,73
44,07
55,96
41,30
30,08
10,90
34,34
62,41
3,04
8,67
20,09
14,04
4,87
1,06
20,42
626,81
0,89
29,42
2,70
1055,85
4,21
1,70
0,92
0,51
1,21
0,90

295

RS06000
RS06005
RS06010
RS06015
RS06020
RS06025
RS06030
RS06035
RS06040
RS06045
RS06050
RS06055
RS06060
RS06065
RS06070
RS06075
RS06080
RS06085
RS06090
RS06095
RS06100
RS06105
RS06110
RS06115
RS06120
RS06125
RS06130
RS06135
RS06140
RS06145
RS06150
RS06155
RS06160
RS06165
RS06170
RS06175
RS06180
RS06185
RS06190
RS06195
RS06200
RS06205
RS06210
RS06215
RS06220

0,67
121,03
92,49
481,52
354,67
534,06
51,39
132,61
238,21
58,39
318,49
106,15
158,78
338,32
469,85
476,28
435,55
181,74
184,09
115,07
11,93
75,76
382,31
348,51
68,19
134,72
207,22
72,02
44,99
208,81
451,09
249,24
463,67
650,54
757,25
1645,45
3,05
3,19
6,85
6,88
5,10
13,79
23,49
56,88
33,84

0,25
141,81
99,24
379,98
501,37
905,52
29,26
195,79
147,34
14,85
2545,44
748,12
3,05
200,39
349,37
95,50
188,09
133,57
115,21
20,53
2,07
13,93
3179,51
3440,30
43,14
63,89
57,88
13,31
215,45
573,61
1347,84
542,42
696,03
1051,29
1267,77
1994,64
0,38
6,52
17,90
22,66
23,31
62,26
93,85
682,64
42,08

0,48
55,13
51,22

577,44
785,08
1156,97
51,90
69,20
49,29
18,54
1398,23
617,22
0,73
186,00
319,87
84,90
140,16
81,62
63,22
15,48

1,82

11,99
1972,12
1798,64

32,85

37,01

30,55

17,41

260,19
407,19
1027,35
342,91
474,93
624,05
670,96
1112,69

0,29

4,18
14,11
14,13
14,46
35,51
40,71

641,00

50,06

1,91
36,74
16,90
98,04
102,99
111,98
10,78
48,27
20,20
4,80
191,85
199,84
7,35
125,96
136,38
41,08
44,93
70,83
70,17
29,75
0,33
4,55
294,86
252,03
40,90
44,18
52,34
18,06
32,71
49,19
95,39
48,60
31,50
46,82
57,70
70,63
50,06
32,78
43,19
38,77
37,62
49,57
48,07
32,85

0,88



X. ANEXOS

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Estac.

Desec.

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Estac.

Desec.

RS06225
RS06230
RS06235
RS06240
RS06245
RS06250
RS06255
RS06260
RS06265
RS06270
RS06275
RS06280
RS06285
RS06290
RS06295
RS06300
RS06305
RS06310
RS06315
RS06320
RS06325
RS06330
RS06335
RS06340
RS06345
RS06350
RS06355
RS06360
RS06365
RS06370
RS06375
RS06380
RS06385
RS06390
RS06395
RS06400
RS06405
RS06410
RS06415
RS06420
RS06425
RS06430
RS06435
RS06440
RS06445

5591
1,84
117,84
127,90
17,88
3042,40
17,45
348,08
70,21
95,73
152,41
13,98
101,06
65,59
674,51
76,25
18,22
836,00
24,57
40,05
65,65
33,20
8,51
10,99
4,88
311,08
359,49
29,88
58,14
54,54
50,72
1227,76
16,00
176,76
153,18
128,80
123,79
7,78
9,94
15,36
5,79
7,63
10,22
108,90
2,67

147,63
0,98
650,26
239,13
1,22
3107,44
35,96
860,15
15,35
103,70
196,38
19,19
112,90
31,32
338,39
147,56
8,09
67,88
19,61
79,18
116,08
84,54
7,83
7,83
2,16
444,40
421,41
17,82
30,43
428,71
395,12
980,15
31,08
1103,55
405,77
84,85
93,05
0,47
1,43
0,96
1,90
2,96
3,14
125,18
2,52

36,95
0,53
802,90
528,02
0,58
4372,23
27,08
1133,68
28,29
76,25
137,56
10,29
19,58
35,14
381,36
174,55
2,52
12,86
23,94
77,56
121,07
113,62
11,49
15,75
2,76
282,14
229,09
17,34
32,59
435,53
378,18
522,99
16,47
330,92
224,65
42,91
44,16
0,29
1,61
0,73
1,50
2,54
3,29
28,89
1,31

17,67
8,97
110,75
379,21
11,89
482,94
24,04
93,59
128,16
118,39
164,25
27,60
11,89
22,22
157,36
143,65
4,83
29,24
14,08
19,21
25,70
9,92
8,27
10,20
4,48
23,45
70,00
10,24
20,05
33,28
21,00
179,70
20,14
74,97
174,55
94,04
73,42
2,87
4,20
10,18
11,74
16,62
13,25
16,72
0,94

RS06450
RS06455
RS06460
RS06465
RS06470
RS06475
RS06480
RS06485
RS06490
RS06495
RS06500
RS06505
RS06510
RS06515
RS06520
RS06525
RS06530
RS06535
RS06540
RS06545
RS06550
RS06555
RS06560
RS06565
RS06570
RS06575
RS06580
RS06585
RS06590
RS06595
RS06600
RS06605
RS06610
RS06615
RS06620
RS06625
RS06630
RS06635
RS06640
RS06645
RS06650
RS06655
RS06660
RS06665
RS06670

296

14,96
350,99
907,65

97,64
447,75
144,02

84,83

47,47
615,65

52,32

54,99

69,12

45,23

28,26

21,04

81,81

83,47
108,96

12,59
378,02

89,76
174,33
357,62
204,27
213,78
269,17
436,97

41,23

1098,21

93,22

38,81

59,31
101,05

63,45
204,48
694,27
366,59
433,63
358,93
377,09
119,28
217,07
287,33

76,57
139,50

3,92
115,61
1292,67
24,86
407,29
4,14
31,23
0,22
1354,21
60,64
106,96
188,51
107,85
88,71
46,73
213,69
302,84
202,24
12,79
766,92
79,46
5,43
1613,09
304,23
543,62
736,31
1439,71
6,50
274,57
345,16
24,48
247,81
50,21
43,62
107,31
28,88
39,10
71,32
158,87
257,69
46,44
74,71
233,59
42,80
24,74

1,97
103,21
504,07

25,58
218,68
1,09
24,03

0,04

821,19
43,21
96,25

174,00
79,98
78,82
41,05

368,34

640,90

442,40
35,05

480,42
52,56

2,81

1306,94

218,01

336,16

452,62

869,41

3,65
404,87
113,24

23,19
229,23
30,28
21,80
51,81
27,47
34,83
46,43
328,75
432,31
35,54
61,42
185,64
36,13
19,49

0,98
105,75
43,54
5,28
237,85
15,72
23,63
2,53
90,25
30,77
35,16
36,69
48,91
36,79
23,94
360,47
367,70
87,99
39,34
55,41
32,50
18,43
389,38
358,20
260,36
287,39
475,92
2,22
202,72
31,56
72,95
17,02
87,58
37,01
118,45
87,27
111,55
126,14
40,79
47,10
20,33
17,46
25,37
9,08
30,11



X. ANEXOS

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Desec.

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Estac.

RS06675
RS06680
RS06685
RS06690
RS06695
RS06700
RS06705
RS06710
RS06715
RS06720
RS06725
RS06730
RS06735
RS06740
RS06745
RS06750
RS06755
RS06760
RS06765
RS06770
RS06775
RS06780
RS06785
RS06790
RS06795
RS06800
RS06805
RS06810
RS06815
RS06820
RS06825
RS06830
RS06835
RS06840
RS06845
RS506850
RS06855
RS06860
RS06865
RS06870
RS06875
RS06880
RS06885
RS06890
RS06895

221,60
396,27
30,73
414,28
528,23
36,50
207,47
212,66
177,20
363,64
965,78
35,29
31,23
32,69
187,63
215,56
239,24
48,92
350,31
373,42
239,89
77,66
99,66
12,19
32,12
108,21
98,18
38,01
15,15
6,32
19,69
27,86
123,45
433,19
365,22
392,33
30,17
36,70
291,29
67,00
86,46
184,53
37,56
5,78
21,77

70,11
422,10
27,48
496,55
397,59
6,14
1642,19
9,07
27,09
215,70
424,93
14,94
5,77
10,76
60,60
76,33
308,60
10,70
423,05
637,90
357,50
112,78
163,84
5,69
16,17
574,66
384,00
37,60
23,58
10,71
29,37
24,92
74,31
406,39
375,68
550,48
63,06
19,43
40,92
7,42
10,34
69,92
721,45
1,20
80,23

60,77
427,01
41,03
884,98
255,53
7,97
1131,39
7,80
23,54
264,94
485,59
19,15
3,19
5,54
44,64
32,36
131,28
13,47
685,21
670,84
605,47
128,12
194,27
1,55
4,26
161,56
170,17
27,15
20,15
5,92
22,96
28,11
60,77
344,95
249,47
429,33
21,33
26,39
43,87
0,53
1,56
46,01
603,41
0,00
19,55

29,50
32,10
10,21
1927,98
217,21
41,34
43,53
9,44
18,58
30,05
59,99
2,16
3,67
3,79
11,96
6,67
16,98
5,70
179,18
234,36
138,95
67,09
68,00
2,86
6,26
77,52
19,68
2,47
1,41
11,39
17,12
18,81
20,17
247,37
306,97
338,43
12,10
29,74
41,95
7,05
14,30
9,23
43,83
2,69
27,33
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RS06900
RS06905
RS06910
RS06915
RS06920
RS06925
RS06930
RS06935
RS06940
RS06945
RS06950
RS06955
RS06960
RS506965
RS06970
RS06975
RS06980
RS506985
RS06990
RS506995
RS07000
RS07005
RS07010
RS07015
RS07020
RS07025
RS07030
RS07035
RS07040
RS07045
RS07050
RS07055
RS07060
RS07065
RS07070
RS07075
RS07080
RS07085
RS07090
RS07095
RS07100
RS07105
RS07110
RS07115
RS07120

253,80
45,62
139,86
235,38
320,14
94,41
106,83
121,65
169,76
36,97
303,99
23,07
112,85
192,73
105,54
1345,61
2,68
7,02
23,39
7,54
11,48
507,69
309,22
488,21
2714,48
1515,50
41,38
766,10
41,47
56,22
24,78
473,52
137,83
12,15
7,12
8,39
40,42
58,55
100,19
238,95
13,49
215,63
192,29
173,81
83,04

2,79
276,37
482,73
209,38
217,97

9,48
416,21
160,15
306,81

27,46
611,46
67,55
104,78
236,80
15,38
28,76
0,10
53,69
272,05
0,77
0,59
1017,25
889,61
1926,01
2373,85
743,57

0,79
908,62

5,87

4,97
147,60
291,32

16,67
4,98
12,18
15,82
56,44
46,70
77,97
170,58
16,87
42,57
129,86
253,98
20,37

0,86
240,81
314,86
155,53
151,16

7,86
667,46
152,01
220,02

11,35
658,09
74,51
184,59
285,67
21,85
32,79
0,00
16,96
77,77

0,60

0,54
283,60
244,16
496,79
987,74
318,89

0,67

2363,79

3,24

2,84
203,75
518,01

34,27
7,35
17,89
539
64,20
23,58
38,65
138,34
56,13
52,48
8591
176,51
15,63

1,05
20,74
18,84
29,64

4645,59
30,12
96,60
88,14
90,55
39,54
76,68
93,99

127,69
169,39
369,39
210,75

0,13

0,84

3,76

1,24

2,98

9,50

6,50

7,98

237,61
220,94
187,37
1632,99
544,72
450,60
7,28
158,51
41,04
16,38
10,71
13,09
118,41
27,25
24,71
49,26

9,24
16,09
72,24

158,93
60,20



X. ANEXOS

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Estac.

Desec.

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Estac.

Desec.

RS07125
RS07130
RS07135
RS07140
RS07145
RS07150
RS07155
RS07160
RS07165
RS07170
RS07175
RS07180
RS07185
RS07190
RS07195
RS07200
RS07205
RS07210
RS07215
RS07220
RS07225
RS07230
RS07235
RS07240
RS07245
RS07250
RS07255
RS07260
RS07265
RS07270
RS07280
RS07285
RS07290
RS07295
RS07300
RS07305
RS07310
RS07315
RS07320
RS07325
RS07330
RS07335
RS07340
RS07345
RS07350

106,66
65,83
108,17
172,08
208,10
39,85
13,35
27,48
32,62
17,23
8,99
20,71
11,05
6,30
1,53
25,28
17,16
22,40
10,47
28,98
41,84
57,11
90,19
10,87
8,31
5,77
71,60
3,02
7,25
28,57
746,04
2703,25
165,42
131,21
39,86
173,45
96,29
181,39
11,01
374,29
36,07
245,73
19,78
10,14
30,14

286,87
30,69
116,79
43,89
462,26
0,57
1,22
9,50
106,17
2,93
1,47
2,56
9,97
8,03
6,69
29,64
6,64
5,14
1,23
5,70
27,45
27,15
103,52
3,18
2,37
1,97
12,89
0,64
7,75
17,35
396,46
1972,71
241,35
239,03
26,43
35,13
100,53
408,47
14,45
51,81
3,49
282,61
109,57
3,09
108,10

145,07
30,26
105,54
28,88
457,88
0,60
1,10
10,61
157,43
2,78
1,03
1,79
9,53
5,35
4,32
60,95
10,11
3,02
0,62
4,90
19,19
20,69
50,22
1,26
1,46
1,24
14,74
0,37
2,29
57,80
394,98
5086,29
405,73
228,01
16,05
16,03
93,76
232,54
12,93
36,03
2,50
290,01
87,30
2,43
78,62

22,86
518,88
82,89
3,12
230,02
53,05
6,69
21,96
28,08
4,99
1,29
2,25
21,23
17,24
10,12
26,35
15,62
7,31
1,99
4,87
6,97
13,31
19,32
12,05
7,15
7,46
423,73
271,91
282,09
391,56
39,71
1987,19
253,22
60,09
26,00
83,81
103,54
246,49
38,61
50,17
7,61
53,72
18,38
1,77
25,39

RS07355
RS07360
RS07365
RS07370
RS07375
RS07380
RS07385
RS07390
RS07395
RS07400
RS07405
RS07410
RS07415
RS07420
RS07425
RS07430
RS07435
RS07440
RS07445
RS07450
RS07455
RS07460
RS07465
RS07470
RS07475
RS07480
RS07485
RS07490
RS07495
RS07500
RS07505
RS07510
RS07515
RS07520
RS07525
RS07530
RS07535
RS07540
RS07545
RS07550
RS07555
RS07560
RS07565
RS07570
RS07575

298

65,73
342,54
60,28
13,99
231,01
43,18
280,42
93,67
175,82
44,33
73,36
3,10
6,12
6,06
4,96
9,09
35,79
13,39
54,68
47,41
10,00
169,67
169,25
27,32
13,94
9,34
296,95
75,81
103,42
84,42
15,97
158,21
160,95
924,65
34,90
6,58
2,46
2,77
12,18
460,27
345,81
426,47
8,82
23,22
23,84

284,63
1026,18
143,37
3,78
100,33
1,47
1153,60
333,00
13,12
3,07
1,13
5,42
8,37
15,55
20,19
41,79
2,41
1,12
2,97
10,23
1,40
6,42
162,96
0,42
0,33
34,34
3133,81
405,76
260,90
225,60
40,95
329,72
390,79
869,64
45,27
1,09
2,73
0,66
0,12
85,82
111,82
83,33
2,01
3,11
1,78

143,98
966,23
163,97
6,29
126,98
0,99
732,89
235,86
10,78
2,28
0,46
3,52
3,83
8,19
14,18
24,56
1,16
0,68
1,68
14,61
1,96
3,61
204,56
0,49
0,06
30,11
1037,07
220,42
131,98
138,05
20,84
175,04
150,78
335,15
26,67
0,72
2,22
0,44
0,20
18,09
31,56
62,87
2,15
3,73
1,86

44,84
88,72
52,82
10,68
193,88
12,26
112,92
25,82
9,39
3,23
2,76
8,23
9,50
7,29
7,35
12,12
8,58
4,50
5,86
5,27
1,09
13,29
29,64
5,45
5,90
9,67
147,22
122,52
109,55
76,76
12,29
100,95
91,38
89,83
11,11
0,11
513
0,33
0,97
6,99
5,70
237,91
31,32
77,41
49,28



X. ANEXOS

Locus
(HNY42)

Exp.
temprana

Estac.

Desec.

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Estac.

Desec.

RS07580
RS07585
RS07590
RS07595
RS07600
RS07605
RS07610
RS07615
RS07620
RS07625
RS07630
RS07635
RS07640
RS07645
RS07650
RS07655
RS07660
RS07665
RS07670
RS07675
RS07680
RS07685
RS07690
RS07695
RS07700
RS07705
RS07710
RS07715
RS07720
RS07725
RS07730
RS07735
RS07740
RS07745
RS07750
RS07755
RS07760
RS07765
RS07770
RS07775
RS07780
RS07785
RS07790
RS07795
RS07800

26,30
45,37
37,43
145,78
149,09
8,53
7,25
1,04
6,94
8,30
899,32
8,64
85,40
74,64
124,15
1120,98
48,70
283,32
112,40
164,17
1034,90
282,63
894,36
183,25
129,09
78,75
245,15
222,68
66,64
74,34
68,84
6,35
5,69
44,62
2,49
61,43
56,05
17,58
13,05
203,10
46,90
77,87
20,11
51,30
9547,03

2,13
0,82
2,16
165,77
264,61
5,24
6,45
0,09
5,05
6,99
15795,24
44,49
27,27
44,34
56,22
1009,87
45,24
10,03
65,80
505,30
2139,71
725,39
2982,42
805,25
349,16
215,55
774,32
284,30
56,23
29,58
17,65
1,25
1,62
22,20
0,37
172,38
16,05
124,12
95,93
1,02
11,11
11,41
1,18
155,92
3,84

2,69
5,09
0,79
108,00
161,94
3,23
3,26
0,21
2,51
2,81
5210,08
11,17
42,80
48,32
55,01
1172,87
29,49
7,16
48,02
198,60
813,29
257,87
1216,69
434,29
223,44
123,75
352,42
96,73
51,04
24,13
9,88
0,79
1,62
15,49
0,19
6191
8,74
18,38
15,45
0,35
7,60
5,14
0,48
466,22
2,73

32,37
8,54
1,16

27,87

30,25

51,19

57,89
6,96

57,18

69,17

609,16

11,92

22,99

23,65

23,93

422,48

59,61

100,55

31,46

36,97

86,71

32,08

118,50

86,47

58,57

33,71

91,06

56,79

23,99

215,35
6,75
4,12
2,89

27,64
7,22

14,14

47,10
8,30
5,83
6,21

34,76

41,33
3,69

74,69

14,77
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RS07805
RS07810
RS07815
RS07820
RS07825
RS07830
RS07835
RS07840
RS07845
RS07850
RS07855
RS07860
RS07865
RS07870
RS07875
RS07880
RS07885
RS07890
RS07895
RS07900
RS07905
RS07910
RS07920
RS07925
RS07930
RS07935
RS07940
RS07945
RS07950
RS07960
RS07965
RS07970
RS07975
RS07980
RS07985
RS07990
RS07995
RS08005
RS08010
RS08015
RS08020
RS08025
RS08030
RS08035
RS08040

8,14
17,29
14,13

6,73
18,99
10,19

7,09
60,15

3,29

327,21
10,70
13,96
21,37

1,65

141,74

212,70
33,87
50,18
89,25

152,98

1,00

0,77

229,49

186,05

214,53

264,70

4112,43
84,73

2,78

3,00

527
11,57

5,89

541
17,51
56,43
17,44
35,50
46,10
47,86
52,14

1,27
47,46
24,56
30,72

1,30
1,79
1,60
2,09
5,77
3,77
6,58
133,73
0,51
11,65
47,27
62,29
125,19
0,12
204,20
1121,93
38,64
25,38
2086,96
506,01
0,00
0,23
5,00
72,47
138,37
130,11
1393,93
47,94
5,97
0,09
0,11
0,24
0,20
0,21
1,33
3,54
23,65
90,77
46,72
40,02
51,05
1,29
72,43
64,53
68,40

3,83
0,57
0,70
2,08
5,35
3,64
8,80
52,47
0,47
10,03
41,90
59,89
111,76
0,36
98,98
913,57
42,39
28,09
654,24
685,58
0,10
0,38
2,58
87,10
185,14
317,16
466,10
42,99
2,60
0,00
0,05
0,22
0,25
0,13
1,16
2,83
20,92
159,93
64,40
48,81
55,31
2,98
142,31
115,37
149,68

5,26
1,06
2,59
2,44
4,42
2,99
3,62
27,45
0,40
19,19
6,55
14,34
16,33
26,87
12,60
121,51
26,05
31,24
57,94
145,77
0,00
0,11
5,68
66,33
72,45
153,77
43,60
78,94
2,32
0,65
0,56
7,65
15,32
24,42
32,39
26,63
58,59
55,20
137,86
153,12
149,43
7,26
146,71
117,39
103,94



X. ANEXOS

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Estac.

Desec.

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Estac.

Desec.

RS08045
RS08050
RS08055
RS08060
RS08065
RS08070
RS08075
RS08080
RS08085
RS08090
RS08095
RS08100
RS08110
RS08115
RS08120
RS08125
RS08130
RS08135
RS08140
RS08145
RS08150
RS08155
RS08160
RS08165
RS08170
RS08175
RS08180
RS508185
RS08190
RS08195
RS08200
RS08205
RS08210
RS08215
RS08220
RS08225
RS08230
RS08235
RS08240
RS08245
RS08250
RS08255
RS08260
RS08265
RS08270

20,93
10,69
12,40
9,63
12,37
8,23
15,98
38,44
134,41
0,77
27,00
10,88
16,80
7,22
4,88
161,23
646,26
15,24
9,93
198,98
94,07
127,00
75,95
18,55
18,62
14,00
28,81
10,64
5,87
7,44
15,87
14,43
13,24
5,74
6,82
2,18
6,88
21,34
147,78
98,23
147,20
162,34
6,27
22,61
12,76

18,82
9,35
10,37
7,80
5,05
1,40
15,69
38,70
576,01
0,09
2,73
0,21
20,88
3,64
1,93
181,63
778,43
12,12
10,97
87,71
86,16
94,24
64,53
1,31
6,23
22,87
5,02
23,78
17,46
11,14
14,88
16,26
8,37
0,29
4,22
0,05
3,03
26,34
88,24
82,54
274,89
269,42
0,18
12,76
5,62

48,52
23,84
31,15
20,89
8,26
2,49
4,48
28,59
325,04
0,22
2,32
0,13
36,50
8,16
0,71
157,77
719,08
4,78
3,07
108,22
83,73
76,85
42,72
2,47
10,87
23,62
5,89
21,45
22,99
15,29
12,93
17,15
8,56
0,00
2,32
0,13
3,47
14,69
83,37
148,43
489,71
405,42
0,36
29,70
10,55

61,33
33,91
34,14
17,78
10,35
16,29
145,94
6,56
30,45
2,30
9,70
0,79
4,87
2,94
2,36
36,19
279,43
6,73
7,72
20,72
10,72
8,15
4,26
4,07
9,44
2,93
44,05
6,83
4,97
7,10
10,91
541
3,71
0,05
8,91
0,86
10,89
3,50
22,62
11,11
30,84
41,10
1,94
3,09
1,17

RS08275
RS08280
RS08290
RS08295
RS08300
RS08305
RS08310
RS08315
RS08320
RS08325
RS08330
RS08335
RS08340
RS08345
RS08350
RS08360
RS08365
RS08370
RS08375
RS08380
RS08385
RS08390
RS08395
RS08400
RS08405
RS08415
RS08420
RS08425
RS08430
RS08435
RS08440
RS08445
RS08450
RS08455
RS08460
RS08465
RS08470
RS08475
RS08480
RS08485
RS08490
RS08495
RS08500
RS08505
RS08510

300

21,89
25,88
24,05
13,32
22,13
36,24
24,45
17,16
11,02
20,06
14,84
11,75
12,11
9,03
9,41
84,56
58,01
61,50
33,44
19,14
5,45
1,06
87,06
162,03
6,22
0,00
0,96
31,73
4,43
7,04
11,32
5,83
37,82
12,73
29,66
41,72
11,59
11,17
15,81
2,19
147,60
2,27
26,05
38,75
49,86

3,42
6,97
8,38
4,16
1,48
18,54
5,79
4,36
2,33
3,50
3,45
3,77
1,85
2,27
0,93
99,97
62,07
127,50
67,96
41,34
9,28
0,52
201,57
28,75
4,90
0,00
0,50
87,26
3,60
7,07
9,10
4,03
70,19
0,58
1,57
26,42
3,86
2,69
6,44
2,94
113,36
3,79
78,49
47,72
145,35

7,37
14,92
20,09
11,05

1,73
37,35
11,89

8,38

4,20

7,40

7,46

5,05

3,86

2,86

1,23
86,10
68,72

148,33
65,63
36,27
14,72

0,54

200,85
18,14

8,86

0,08

0,36

110,00

4,33

4,29

3,97
11,80
92,37

0,74

0,99
36,39

2,60

1,94

8,50

3,83

114,07

2,02
53,05
31,43
88,78

3,08
2,65
3,16
1,62
1,08
2,62
10,98
6,91
3,10
7,47
3,73
3,08
4,62
1,26
2,96
29,44
35,32
68,60
52,17
20,60
6,09
0,94
40,83
74,10
3,61
1,36
1,52
18,80
575
12,60
15,08
9,86
22,43
2,83
4,81
10,84
1,38
0,99
3,49
4,27
28,60
2,96
15,49
47,25
87,56



X. ANEXOS

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Estac.

Desec.

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Estac.

Desec.

RS08515
RS08520
RS08525
RS08530
RS08535
RS08540
RS08545
RS08550
RS08555
RS08560
RS08565
RS08570
RS08575
RS508580
RS08585
RS508590
RS08595
RS08600
RS08605
RS08610
RS08615
RS08620
RS08625
RS08635
RS08640
RS08645
RS08650
RS08660
RS08665
RS08670
RS08675
RS08680
RS08685
RS08690
RS08695
RS08700
RS08705
RS08710
RS08720
RS08725
RS08730
RS08735
RS08740
RS08750
RS08755

37,05
54,33
46,57
2,17
2,19
160,97
203,40
13,82
33,25
12,87
11,18
26,82
6,41
3,49
9,31
10,77
12,44
17,64
2,76
68,10
64,93
24,02
10,93
24,59
22,83
0,55
0,50
6,24
169,46
44,97
105,56
47,66
159,71
3,56
9,18
462,55
17,70
1,95
2,99
14,15
14,06
13,75
6,56
25,52
29,61

130,82
283,07
313,13
1,22
4,73
59,36
34,82
19,59
29,41
31,70
36,18
90,32
0,61
0,87
18,11
14,94
10,12
69,30
16,50
13,97
10,29
1,28
0,40
11,75
19,33
0,12
0,00
50,07
417,51
3,54
148,24
83,91
532,15
11,50
6,70
23,10
0,54
1,57
3,52
3,34
2,72
5,80
4,73
50,12
47,94

73,49
193,05
218,57
1,27
4,02
45,73
32,96
8,89
20,36
95,49
74,73
64,23
0,69
1,17
57,83
23,84
7,28
109,99
19,85
7,81
7,91
1,15
0,38
6,85
18,90
0,08
0,06
12,28
110,78
2,65
51,73
95,93
218,42
42,81
5,44
44,96
1,48
1,34
2,78
4,17
3,48
7,88
8,69
25,37

20,96

57,96
87,84
75,03
8,13
14,54
62,30
109,12
40,96
153,14
107,10
75,12
15,67
2,40
2,26
60,62
2,26
11,26
11,02
3,50
19,70
29,17
3,49
0,31
23,02
1,87
0,18
0,19
3,87
14,13
17,80
8,02
55,51
17,89
6,89
5,50
42,17
1,77
3,30
2,62
9,89
8,87
16,48
8,32
128,93
176,06

301

RS08760
RS08765
RS08770
RS08775
RS08780
RS08785
RS08790
RS08795
RS08800
RS08805
RS08810
RS08815
RS08820
RS508825
RS08830
RS08835
RS08840
RS508850
RS08855
RS08860
RS08865
RS08870
RS08880
RS08885
RS08890
RS08895
RS08900
RS08905
RS08915
RS08920
RS08925
RS08930
RS08935
RS08940
RS08945
RS08950
RS08955
RS08960
RS08965
RS08970
RS08975
RS08980
RS08985
RS08990
RS08995

17,47
84,32
86,96
10,60
8,61
13,91
129,66
12,94
15,39
9,55
26,96
21,35
23,55
72,25
178,83
185,39
28,78
228,77
106,90
16,35
57,60
15,43
33,50
10,18
15,80
15,39
28,95
3,11
32,01
16,44
25,36
4,87
5,69
8,32
6,56
18,32
99,32
42,26
4,73
4,25
44,01
9,26
14,31
49,67
11,05

4,99
23,60
26,97

0,85

0,16

0,20

567,08

2,24

2,11

0,11
76,15
81,69

2,83

7,14
27,61
30,61

1,50

4,00

0,40

221,48

3,22

0,13

3,56

1,06
17,49
15,90
25,78

1,15

284,60

1,52

5,68

1,20

3,29

7,89

8,37
29,73

456,62
145,45
3,31
132,55
339,02
61,96
102,15
1,41
153,38

3,43
23,65
37,59

0,73

0,11

0,14

745,50

1,08

0,78

0,19
39,11
45,20

2,71

7,75
30,22
34,45

2,00

3,21

0,54
99,26

2,40

0,09

1,69

0,31
11,06

8,74
20,22

0,31

114,78

2,10

5,78

2,51

3,16

4,58

7,65
24,46

158,06
61,42
0,84
408,69
304,32
59,67
90,99
1,16
400,58

36,11
17,00
28,88
3,69
1,03
1,61
83,58
2,70
1,84
1,20
15,93
18,61
5,01
17,08
43,37
36,90
0,80
10,42
1,80
57,74
1,02
0,00
1,11
0,00
61,03
52,44
67,21
2,39
3,98
5,30
12,61
2,02
1,71
3,35
1,91
5,98
571
2,80
2,22
168,65
91,73
52,69
61,69
1,80
23,40



X. ANEXOS

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Estac.

Desec.

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Estac.

Desec.

RS09000
RS09005
RS09010
RS09015
RS09020
RS09025
RS09030
RS09035
RS09040
RS09045
RS09050
RS09055
RS09060
RS509065
RS09070
RS09075
RS09080
RS509085
RS09090
RS509095
RS09100
RS09105
RS09110
RS09115
RS09120
RS09125
RS09130
RS09135
RS09145
RS09150
RS09155
RS09160
RS09165
RS09170
RS09175
RS09180
RS09185
RS09190
RS09195
RS09200
RS09205
RS09210
RS09215
RS09220
RS09225

20,49
16,32
10,02
158,57
202,34
6,71
6,72
57,72
8,08
17,37
13,86
33,46
7,02
81,96
51,61
119,39
167,28
7,56
53,44
2,71
77,34
5,64
1,71
3,34
2,29
2,46
2,95
42,53
19,02
11,29
250,41
336,89
149,92
117,71
42,40
12,24
6,81
11,95
17,15
6,11
19,09
15,36
14,79
6,21
21,61

3,60
0,64
1,12
236,59
742,51
1,09
1,89
122,99
64,67
21,22
53,81
54,64
0,24
3,08
10,14
19,19
77,06
8,21
74,21
0,73
96,36
1,87
0,17
0,85
0,67
3,20
1,16
11,64
113,81
21,66
322,10
437,86
318,86
307,85
4,88
1,99
2,04
3,21
10,98
2,15
53,25
3,09
3,60
2,67
10,26

3,06
0,23
0,69
177,16
576,16
1,02
2,30
114,62
100,96
10,54
99,32
52,68
0,00
5,77
8,75
19,79
62,06
7,36
48,90
0,95
27,82
1,13
0,23
0,50
0,59
4,14
2,86
7,20
45,64
6,08
286,43
461,60
254,43
253,69
4,56
2,00
2,41
2,49
6,07
0,52
39,74
1,70
1,73
2,86
10,89

2,04
1,15
2,21
68,47
81,63
4,92
5,48
68,39
87,82
9,14
144,76
194,60
0,24
5,45
6,36
21,05
47,56
13,75
23,84
1,77
16,31
0,98
2,48
1,59
0,54
1,40
3,31
40,94
147,89
18,12
248,52
336,88
118,25
96,56
2,31
4,74
10,28
15,64
10,32
2,82
23,17
3,75
3,33
2,36
12,21

302

RS09230
RS09235
RS09240
RS09245
RS09250
RS09255
RS09260
RS09265
RS09270
RS09275
RS09280
RS509285
RS09290
RS09295
RS09300
RS09310
RS09315
RS09320
RS09325
RS09330
RS09335
RS09340
RS09345
RS09350
RS09355
RS09360
RS09370
RS09375
RS09380
RS09385
RS09395
RS09400
RS09405
RS09410
RS09415
RS09420
RS09425
RS09430
RS09435
RS09440
RS09445
RS09450
RS09455
RS09460
RS09465

27,86
10,72
8,40
18,64
23,64
113,67
13,37
23,01
2,79
6,33
158,88
82,25
173,49
47,42
147,97
5,16
76,76
81,07
92,49
47,66
81,84
3,29
10,94
19,22
20,61
41,99
11,21
9,68
3,36
391
4,71
5,90
14,62
17,31
25,27
90,78
2,25
24,00
62,02
3,33
3,80
1,93
3,60
0,53
0,86

8,25
3,67
0,55
2,48
0,65
426,59
78,08
136,15
1,45
9,24
580,56
12,40
775,39
5,99
91,07
17,12
49,98
82,42
108,03
4,62
0,62
0,38
1,12
1,83
87,88
324,64
20,97
94,36
1,15
0,00
3,78
53,01
2,36
2,03
4,81
3,98
0,07
113,66
474,66
5,26
0,99
0,56
3,87
0,13
0,59

8,70
7,01
0,19
2,46
0,32
272,64
61,89
99,51
1,22
6,49
304,75
11,07
686,72
8,75
80,55
13,35
58,73
87,94
114,03
2,65
0,58
0,21
0,77
0,60
77,97
248,27
17,75
116,66
0,61
0,27
1,99
19,42
3,18
0,97
2,91
4,65
0,08
101,26
342,23
6,89
0,50
0,15
3,79
0,09
0,18

19,72
6,07
1,54
3,47
1,51

20,02
4,61
521
0,65
3,35

127,34
5,88
126,61
3,72

41,73
4,43

29,95

38,38

28,75
9,43
1,82
1,87

11,10

16,46
533

11,85
3,15
5,43
0,71
0,00
0,93

14,02
7,70

10,07

22,21
2,65
0,23

14,79

140,80
1,99
3,16
1,00
2,25
0,18
1,49



X. ANEXOS

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Estac.

Desec.

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Estac.

Desec.

RS09470
RS09475
RS09480
RS09485
RS09490
RS09495
RS09500
RS09505
RS09510
RS09515
RS09520
RS09525
RS09530
RS509535
RS09540
RS09545
RS09550
RS09555
RS09560
RS509565
RS09570
RS509580
RS09585
RS509590
RS09595
RS09600
RS09605
RS09610
RS09615
RS09620
RS09625
RS09630
RS09635
RS09640
RS09645
RS509650
RS09655
RS09660
RS09665
RS09670
RS09675
RS09680
RS09685
RS09690
RS09695

5,33
24,13
9,83
8,28
27,99
593
19,26
20,87
20,43
3,93
2,21
1,49
8,50
2,63
4,42
8,92
4,71
20,69
26,98
4,73
2,06
13,90
10,31
4,44
3,61
38,31
53,55
25,45
38,40
6,00
11,19
39,81
84,11
12,17
1,09
1,58
1,49
1,73
19,07
33,46
15,89
64,12
60,62
77,38
100,70

9,00
257,66
21,29
4,35
33,67
16,89
85,93
100,00
21,32
81,75
1,52
0,58
2,13
7,10
7,30
1,46
0,55
0,48
0,67
0,61
1,09
0,40
0,12
0,11
0,76
422,64
179,38
9,62
6,66
5,06
1,66
339,86
34,35
52,25
0,31
0,50
0,86
1,17
7,70
12,48
2,47
46,59
4,75
39,74
63,45

13,98
346,66
13,86
1,51
26,91
11,83
47,90
50,02
23,16
43,05
0,65
0,07
1,43
2,79
4,34
1,32
0,11
0,96
1,07
0,58
0,91
0,95
0,34
0,18
0,63
715,59
353,49
7,79
5,38
2,96
1,25
417,57
40,49
57,38
0,92
1,21
1,32
1,49
5,29
10,09
1,97
56,85
1,59
14,61
21,21

1,31
28,58
21,51
20,97
19,96

3,20
13,86
14,08
26,18

2,55

1,59

3,64

0,78

3,30

3,65

3,11

0,97

3,55

5,45

1,50

0,84

1,91

1,82

1,04

0,71

136,88
145,22
157,58
110,13
55,99
15,56
50,68

5,28
29,91

4,09

5,02

5,09

5,20
14,54
21,28
51,53
24,65
12,41
23,05
36,82

RS09700
RS09705
RS09710
RS09715
RS09720
RS09725
RS09730
RS09735
RS09740
RS09745
RS09750
RS09755
RS09760
RS09765
RS09770
RS09775
RS09780
RS09785
RS09790
RS09795
RS09800
RS09805
RS09810
RS09815
RS09820
RS09825
RS09830
RS09835
RS09840
RS09845
RS09850
RS09855
RS09860
RS09865
RS09870
RS09875
RS09880
RS509885
RS09890
RS09895
RS09900
RS509905
RS09910
RS09915
RS09920

303

195,28
10,82
37,37
15,09
52,88
27,45
63,89

2,28
2,42
4,41
5699,55
34,68
26,25
39,64

164,53

123,82

172,07
31,38
66,55
60,38

132,99
44,81

4,55
4,83
8,32
8,62
48,87
19,62
70,90
30,83

310,76

113,51
87,31
75,51
22,25
81,03

148,68
18,56
64,49
23,81

219,33

116,32

7,17

355,93

420,03

103,66
116,65
35,72
10,11
269,60
26,41
431,57
2,47
1,62
0,52
2302,20
108,92
17,32
325,88
24,40
82,53
1976,11
24,42
84,27
102,93
198,06
150,84
11,62
9,54
24,14
11,73
114,76
56,57
21591
136,00
195,98
36,60
25,06
10,85
84,41
7,21
569,15
119,73
552,71
105,10
186,31
35,05
7,48
685,80
600,98

148,38
40,04
22,51

4,90

181,81
23,15

272,51

1,09
1,16
0,26
1043,22

183,60
27,63

237,46
23,42
81,97

1244,16
12,71
53,76
63,96

107,96

100,69
21,76
17,50
19,45

6,19

122,71
69,20

123,32
60,18

145,42

8,80
7,57
2,78
18,04
3,52

268,45
37,86

196,20

106,46

101,32
19,48

3,20

359,47

339,48

66,84
12,52
6,47
2,33
26,50
40,18
128,95
143,66
111,79
114,85
368,29
35,11
19,40
10,56
281,01
410,63
169,57
22,71
24,05
26,38
50,12
12,51
68,75
85,35
73,61
0,75
28,50
47,47
24,19
34,05
37,06
67,43
47,70
21,75
21,68
11,87
82,24
21,37
24,62
25,95
57,45
38,10
6,62
137,74
139,09



X. ANEXOS

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Estac.

Desec.

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

RS09925
RS09930
RS09935
RS09940
RS09945
RS09950
RS09955
RS09960
RS09965
RS09970
RS09975
RS09980
RS09985
RS09990
RS09995
RS10005
RS10010
RS10015
RS10020
RS10030
RS10035
RS10040
RS10045
RS10050
RS10055
RS10060
RS10065
RS10070
RS10075
RS10080
RS10085
RS10090
RS10095
RS10100
RS10105
RS10110
RS10115
RS10120
RS10130
RS10135
RS10140
RS10145
RS10150
RS10155
RS10160

396,34
264,12
116,65
21,13
199,32
113,62
70,10
246,79
22,97
18,43
79,82
46,25
98,41
143,82
2511,10
61,67
29,44
223,12
274,99
15,51
23,18
32,22
21,56
1,28
0,56
1,52
1,59
6,70
23,48
8,49
10,15
13,13
24,37
2,08
587,62
18,40
111,44
5,80
7,31
8,99
10,47
32,44
72,99
81,59
64,61

286,25
182,08
77,23
82,94
4,74
527,64
401,86
594,68
0,87
24,30
142,02
142,80
363,52
254,11
4576,15
29,57
28,12
17,37
40,81
29,44
23,22
3,90
2,83
3,98
0,83
1,27
1,88
3,26
79,76
14,79
15,71
13,33
14,52
0,18
25,34
0,66
57,64
537
0,85
2,79
50,87
74,84
151,70
83,21
18,02

182,97
129,18
99,58
115,62
6,06
253,75
427,23
585,07
4,47
28,19
92,47
109,27
346,77
296,32
8551,23
27,21
13,08
22,51
50,97
11,40
5,02
3,28
3,54
2,17
0,59
0,97
0,45
2,11
50,01
17,41
16,97
14,82
10,90
0,20
59,09
0,78
49,58
6,84
0,27
0,72
9,93
48,32
76,00
72,88
15,09

133,88
95,41
180,94
21,12
71,22
22,63
57,37
200,93
13,02
17,80
30,61
30,47
70,01
71,28
3148,62
32,31
15,83
31,23
59,32
18,60
14,08
4,13
3,96
1,53
1,23
0,76
1,23
2,77
22,86
16,04
22,55
19,67
14,07
4,34
32,89
0,00
10,51
519
4,32
5,82
10,47
4,64
9,68
78,60
93,51

RS10165
RS10170
RS10175
RS10180
RS10185
RS10190
RS10195
RS10200
RS10205
RS10210
RS10215
RS10220
RS10225
RS10230
RS10235
RS10240
RS10245
RS10250
RS10255
RS10260
RS10265
RS10270
RS10275
RS10280
RS10285
RS10290
RS10295
RS10300
RS10305
RS10310
RS10315
RS10320
RS10325
RS10330
RS10335
RS10340
RS10345
RS10350
RS10355
RS10360
RS10365
RS10370
RS10375
RS10385
RS10390

304

35,99
124,37
48,60
37,74
30,07
25,52
123,77
30,12
400,19
185,42
8,60
20,45
27,46
43,29
72,51
56,73
155,39
91,75
157,56
57,06
41,50
36,05
63,20
58,68
23,63
82,12
12,67
6,73
842,64
418,35
500,69
402,08
297,46
16,76
81,55
54,13
68,18
41,01
31,39
54,05
110,22
16,33
124,03
39,47
7,85

2,73
380,43
54,45
39,81
17,46
16,53
71,68
22,60
886,41
910,11
95,42
6,92
5,62
10,25
43,85
32,27
273,77
478,83
70,04
50,28
21,05
32,02
58,32
47,19
23,80
68,72
31,15
2,26
623,27
336,75
744,93
436,88
130,71
4,04
42,07
22,39
24,87
13,41
155,39
264,72
2809,47
1561,97
35,43
105,92
16,66

3,16
399,20
38,59
31,08
11,50
9,50
96,65
19,67
1118,03
1164,89
125,06
5,47
7,61
15,06
69,55
6,30
197,28
503,30
25,99
97,44
50,59
63,53
108,04
86,93
30,17
105,39
24,32
0,71
140,88
82,94
1108,36
586,74
180,29
2,24
30,65
16,95
17,61
9,74
396,25
803,31
901,26
462,79
13,93
68,84
12,71

78,95
1015,80
61,03
52,75
5,77
7,49
12,16
5,45
260,47
197,10
48,80
285,25
34,47
51,37
71,92
3,22
26,72
21,16
12,59
19,95
9,95
8,76
16,05
10,81
6,38
12,04
152,91
1,72
68,79
54,56
308,79
331,31
148,11
2,58
44,16
19,94
29,56
21,75
63,07
128,82
12,30
8,84
42,61
11,11
2,83



X. ANEXOS

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Estac.

Desec.

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Estac.

Desec.

RS10395
RS10400
RS10405
RS10410
RS10415
RS10420
RS10425
RS10430
RS10435
RS10440
RS10445
RS10450
RS10455
RS10460
RS10465
RS10470
RS10475
RS10480
RS10485
RS10490
RS10495
RS10500
RS10505
RS10510
RS10515
RS10520
RS10525
RS10530
RS10535
RS10540
RS10545
RS10550
RS10555
RS10560
RS10565
RS10570
RS10575
RS510580
RS10585
RS510590
RS10595
RS10600
RS10605
RS10610
RS10615

32,33
11,08
16,93
32,50
10,37
191,76
28,53
15,53
3,24
20,97
123,41
21,26
62,20
145,42
132,20
55,95
100,75
106,35
107,96
137,57
187,02
51,00
241,59
70,92
33,74
41,87
32,06
217,82
215,86
1704,00
1291,90
28,12
225,39
138,89
109,19
37,04
40,72
8,10
141,42
78,12
117,67
73,09
25,95
39,97
238,26

17,02
5,46
6,66

12,55
5,99

1300,29

13,92
3,51
0,00

33,59

181,32
313,41
69,03
88,83
164,07
20,03
32,66
115,94
89,93
45,68
132,43
210,52
43,85
288,95

31,13

17,53

17,74

1345,40
107,88
4821,74
2698,61
2,67
406,38
155,94
78,30
36,14
143,09
17,82
582,20
462,88
160,58
119,89
52,54
64,98
535,83

9,30
3,96
2,75
3,29
1,99
1033,88
15,43
3,14
0,57
6,33
202,00
232,94
50,17
122,59
129,33
7,42
12,58
106,43
29,51
21,96
69,39
159,20
45,35
93,43
44,51
19,01
12,55
537,97
246,04
6579,02
3557,14
0,98
151,88
38,45
20,33
38,62
104,84
14,32
147,60
173,70
103,72
93,10
51,88
72,28
1780,14

50,73
34,34
15,70
20,02
3,32
189,94
4,29
2,40
0,77
0,77
34,66
30,49
14,36
6,82
30,01
30,62
33,40
17,17
11,23
13,47
18,30
27,62
23,22
7,28
3,35
7,16
15,28
98,68
47,61
709,76
505,72
11,46
9,05
10,21
7,20
3,57
34,04
7,15
31,58
20,23
46,35
41,85
45,30
58,44
511,43

305

RS10620
RS10625
RS10630
RS10635
RS10640
RS10645
RS10650
RS10655
RS10660
RS10665
RS10670
RS10675
RS10680
RS10685
RS10690
RS10695
RS10700
RS10705
RS10710
RS10715
RS10720
RS10725
RS10730
RS10735
RS10740
RS10745
RS10750
RS10755
RS10760
RS10765
RS10770
RS10775
RS10780
RS10785
RS10790
RS10795
RS10800
RS10805
RS10810
RS10815
RS10820
RS10825
RS10830
RS10835
RS10840

65,46
55,88
49,61
111,87
63,33
62,55
544,92
274,38
136,30
12,12
72,60
28,40
21,72
39,39
56,18
36,41
36,57
20,01
207,89
68,28
2555,50
1810,19
1414,33
651,77
253,77
195,40
143,93
122,16
175,47
51,50
745,98
105,02
147,83
102,39
11975,49
240,15
15,73
114,48
71,71
856,42
153,91
121,44
25,82
16,69
318,60

91,57
26,00
17,47
102,37
13,60
13,67
163,02
64,60
34,42
5,55
23,67
106,41
89,85
108,48
4,30
5,46
5,67
10,14
385,41
6,65
239,79
125,66
143,25
274,71
1641,99
1043,59
287,78
112,74
162,26
76,76
2814,99
661,88
362,94
234,57
963,64
104,64
23,21
163,71
99,74
2061,09
66,59
69,73
27,75
9,79
12,27

311,40
21,68
18,91

141,80
15,01
12,58

112,58
46,87
30,43

2,99
19,90

160,84

204,78

260,77

2,89
511
5,39
7,97
610,88
4,50

200,50
86,91
89,17

138,45

1081,83

771,44

301,00
97,22

142,54
78,32

1518,28

502,05

233,29

147,31

563,53
64,08
14,41

109,73
86,50

2199,24
45,86
54,50
26,59

7,61
6,80

286,74
55,26
35,09
58,55
26,65
27,23

105,66
51,63
40,82

6,52
28,76
44,06
86,82

101,30

14,52

9,16
11,47
19,33
299,45
5,38
61,60
44,32
34,23
30,89

117,30

110,60
30,89
25,22
47,56
23,27

522,77
96,29
82,81
48,23

384,03

149,33
29,94

155,64

117,20

251,43
45,88
30,18
14,50

7,34
15,34



X. ANEXOS

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Estac.

Desec.

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Estac.

Desec.

RS10845
RS10850
RS10855
RS10860
RS10865
RS10870
RS10875
RS10880
RS10885
RS10890
RS10895
RS10900
RS10905
RS10910
RS10915
RS10920
RS10925
RS10930
RS10935
RS10940
RS10945
RS10950
RS10955
RS10960
RS10965
RS10970
RS10975
RS10980
RS10985
RS10990
RS10995
RS11000
RS11005
RS11010
RS11015
RS11020
RS11025
RS11030
RS11035
RS11040
RS11045
RS11050
RS11055
RS11060
RS11065

114,90
812,42
191,44
87,39
111,48
40,60
23,15
14,44
209,77
597,72
448,10
437,05
2033,91
2911,36
94,94
56,19
376,42
109,10
80,28
91,42
66,47
476,22
3945,58
75,44
42,22
290,96
345,64
38,17
34,50
215,41
276,89
44,37
450,10
259,64
146,33
111,77
97,48
1028,50
501,95
338,93
1579,87
143,24
186,88
132,07
109,25

658,49
947,92
24,13
27,63
39,10
2,10
8,21
6,15
835,68
1764,82
830,47
540,74
1904,53
662,88
589,97
61,57
470,92
350,97
245,68
107,71
53,90
352,95
133,84
30,68
12,12
267,42
399,44
41,42
31,82
72,18
39,22
208,88
803,68
451,12
24,85
23,86
27,67
1140,72
766,19
808,12
1150,66
48,37
30,18
23,41
531

221,76
943,02
15,06
34,42
52,82
515
6,43
3,15
1304,97
1362,50
506,57
431,38
2654,64
644,71
757,81
71,85
543,58
165,09
128,86
85,34
49,04
385,40
92,36
22,20
7,99
210,03
317,11
39,59
35,60
88,35
60,34
105,90
429,43
243,20
19,76
24,02
26,08
948,80
683,74
1381,20
2355,78
61,17
38,43
30,77
1,80

67,61
299,42
22,14
58,07
81,17
28,78
22,68
16,68
31,15
589,18
462,64
409,82
597,99
1169,18
58,10
33,59
131,55
53,77
49,55
50,56
25,79
117,18
648,15
82,75
58,51
127,75
284,53
41,98
64,91
248,64
200,23
99,11
177,68
163,46
23,87
28,89
25,71
180,58
129,76
173,22
625,79
26,15
24,86
18,66
1,30

RS11070
RS11075
RS11080
RS11085
RS11090
RS11095
RS11100
RS11105
RS11110
RS11115
RS11120
RS11125
RS11130
RS11135
RS11140
RS11145
RS11150
RS11155
RS11160
RS11165
RS11170
RS11175
RS11180
RS11185
RS11190
RS11195
RS11200
RS11205
RS11210
RS11215
RS11220
RS11225
RS11230
RS11235
RS11240
RS11245
RS11250
RS11255
RS11260
RS11265
RS11270
RS11275
RS11280
RS11285
RS11290

306

140,77
257,37
128,33
114,04
124,46
99,11
207,66
81,99
238,71
221,89
301,05
444,18
446,34
228,64
126,45
405,78
220,78
210,83
146,15
92,02
163,73
128,20
177,20
100,83
28,11
4,20
38,89
454,23
338,27
100,47
79,77
162,94
389,06
21,21
966,09
412,92
7,81
9,28
6,68
87,57
207,00
2293,47
198,99
65,86
1252,90

7,93
16,46
7,81
4,52
8,21
3,37
11,24
3,14
8,90
7,13
11,08
10,82
13,53
7,85
3,54
13,99
6,79
2,27
4,26
3,73
11,84
11,03
14,29
10,69
0,63
0,00
1,46
605,91
521,59
195,82
86,29
47,03
48,96
6,68
202,71
99,13
3,78
517
4,36
52,34
275,62
104,66
156,32
32,55
911,19

2,32
592
2,73
1,53
2,19
1,18
2,32
0,37
1,51
1,16
3,81
2,60
2,97
1,56
0,55
3,92
1,21
0,30
0,48
0,38
1,50
1,02
1,67
1,06
0,00
0,00
0,12
975,34
880,45
361,34
202,62
46,42
38,89
6,10
102,57
52,26
5,42
5,90
8,20
138,24
362,92
52,39
71,29
19,22
1294,18

2,68
3,89
1,66
4,80
6,25
4,49
6,14
2,58
5,64
7,09
6,07
9,71
8,87
5,85
3,65
8,74
3,98
5,96
8,41
4,82
16,95
10,99
17,34
6,78
1,97
0,28
6,42
90,88
102,47
79,58
91,57
71,59
65,49
17,47
158,57
129,40
15,74
34,42
26,98
113,34
539,61
192,52
110,19
32,02
510,65



X. ANEXOS

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Estac.

Desec.

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Estac.

Desec.

RS11295
RS11300
RS11305
RS11310
RS11315
RS11320
RS11325
RS11330
RS11335
RS11340
RS11345
RS11350
RS11355
RS11360
RS11365
RS11370
RS11375
RS11380
RS11385
RS11390
RS11395
RS11400
RS11405
RS11410
RS11415
RS11420
RS11425
RS11430
RS11435
RS11440
RS11445
RS11450
RS11455
RS11460
RS11465
RS11470
RS11475
RS11480
RS11485
RS11490
RS11495
RS11500
RS11505
RS11510
RS11515

728,27
520,36
227,90
171,83
11,93
182,20
2296,59
753,85
351,51
796,49
470,65
41,18
306,57
150,45
217,53
103,90
14,12
37,42
113,31
64,36
142,10
69,22
43,78
39,60
88,62
42,18
22,26
14,15
43,63
102,24
83,42
109,77
83,14
53,91
6,70
30,20
47,04
43,65
11,46
3,29
3,43
1,99
3,00
3,17
1,65

875,43
237,13
151,82
160,40
21,09
35,77
464,32
161,62
141,89
147,95
77,29
31,33
741,38
217,25
295,15
82,11
1,23
9,15
180,49
59,09
63,14
57,84
37,31
23,27
34,65
20,43
6,95
7,70
12,12
27,49
10,65
191,66
105,65
52,50
9,79
92,13
165,11
4,19
33,03
7,77
6,12
1,49
1,99
1,54
0,73

1396,59
180,33
167,82
185,25

12,35
61,94
526,80
148,09
146,22
169,51
86,99
52,90

1047,28
403,73
390,28
114,20

1,18
5,34
72,13
23,57
62,75
54,80
31,52
19,16
2591
21,86
8,91
13,75
14,64
42,85
7,93
341,33
230,76
220,06
10,97
38,07
52,41
3,45
21,20
6,54
3,71
0,50
1,04
0,47
0,46

790,67
506,82
49,94
44,07
7,20
47,40
96,80
97,59
83,95
134,93
98,95
42,93
220,71
66,62
118,55
38,19
7,53
25,99
132,13
94,47
27,85
41,16
26,01
22,51
37,23
24,21
24,47
29,54
35,48
95,59
19,83
266,17
166,46
22,18
515
537
10,87
3,52
1,62
0,62
1,15
0,33
0,75
1,28
0,91

307

RS11520
RS11525
RS11530
RS11535
RS11540
RS11545
RS11550
RS11555
RS11560
RS11565
RS11570
RS11575
RS11580
RS11585
RS11590
RS11595
RS11600
RS11605
RS11610
RS11615
RS11620
RS11625
RS11630
RS11635
RS11640
RS11645
RS11650
RS11660
RS11665
RS11670
RS11675
RS11680
RS11685
RS11690
RS11695
RS11700
RS11705
RS11710
RS11715
RS11720
RS11725
RS11730
RS11735
RS11740
RS11745

1,30
28,23
14,48
34,73
26,44

152,08
411,46
642,14
165,22
649,24
232,43
148,70
1009,45
414,42
80,01
70,21
56,39
92,69
31,18
290,58
313,74
308,32
16,76

8,16

17,96

1063,27
350,19
46,50
29,20
18,58
164,55
63,86
28,64
661,20
333,12
335,83
173,81
232,95
1758,06
2247,32
1489,30
956,99
221,71
115,66
13,44

1,27
4,56
3,75
4,20
1,32
6,22
175,97
157,67
73,73
198,53
85,55
59,61
357,45
76,18
6,92
27,04
14,64
12,35
6,56
266,06
99,50
53,10
15,25
1,43
4,43
415,43
238,47
19,28
9,48
0,74
168,60
51,16
18,40
184,86
68,25
43,13
19,58
23,72
769,94
503,42
90,08
52,97
77,76
23,57
8,31

0,23
1,18
0,70
10,29
3,33
8,09
229,23
170,13
72,08
249,62
52,44
34,64
183,34
40,47
5,83
20,61
13,69
7,69
3,78
114,19
38,58
22,96
9,30
1,15
2,46
302,23
266,67
34,45
16,67
0,29
298,15
83,00
17,87
118,50
43,92
31,56
10,53
16,57
511,50
370,46
36,46
21,60
40,52
9,52
8,10

0,60
6,86
9,31
42,14
24,57
29,01
62,69
143,57
71,37
190,67
56,40
39,17
201,75
112,11
31,11
82,34
58,64
82,84
41,63
54,93
43,77
41,57
42,49
13,37
29,57
246,30
950,11
27,00
22,51
13,13
117,13
41,07
58,52
90,68
48,70
48,78
40,31
45,12
37,73
44,77
13,24
6,08
8,14
26,89
3,39



X. ANEXOS

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Estac.

Desec.

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

RS11750
RS11755
RS11760
RS11765
RS11770
RS11775
RS11780
RS11785
RS11790
RS11795
RS11800
RS11805
RS11810
RS11815
RS11820
RS11825
RS11830
RS11835
RS11840
RS11845
RS11850
RS11855
RS11860
RS11865
RS11870
RS11875
RS11880
RS11885
RS11890
RS11895
RS11900
RS11905
RS11910
RS11915
RS11920
RS11925
RS11930
RS11935
RS11940
RS11945
RS11950
RS11955
RS11960
RS11965
RS11970

508,77
62,74
378,33
64,88
1395,88
1151,11
31,31
146,26
127,67
187,12
20,39
111,79
319,21
227,33
148,04
72,96
2528,60
906,81
359,75
391,65
757,84
401,17
89,53
432,88
190,40
1945,62
1490,01
79,79
28,09
52,11
53,12
271,19
225,53
60,22
46,52
122,42
116,65
49,83
205,48
16,69
162,57
161,31
125,58
181,68
1005,85

132,79
41,73
446,71
29,46
553,96
198,71
4,32
190,41
138,92
212,53
9,70
200,44
1200,31
21,16
17,01
464,26
2881,17
1138,64
1315,98
747,16
479,98
462,99
30,97
35,31
134,44
542,22
292,80
36,50
21,43
0,50
584,08
366,06
256,25
1348,04
260,98
810,33
415,22
3,41
182,55
1,63
257,00
394,22
165,63
199,29
185,15

137,50
84,78
646,24
41,34
342,23
73,27
2,03
97,90
139,40
225,15
6,88
248,52
985,22
13,11
11,00
175,32
1490,55
676,92
1464,53
836,32
380,58
354,75
57,82
39,61
121,26
271,56
198,19
17,48
15,32
0,10
144,75
565,76
375,96
1013,90
232,47
520,97
317,56
2,32
263,85
1,11
144,14
203,36
62,83
84,09
249,66

52,35
35,72
189,94
11,64
176,22
108,56
2,82
86,63
65,50
132,69
11,19
78,97
505,65
20,34
74,35
13,42
375,54
238,95
436,51
294,46
255,53
182,52
32,37
38,84
41,61
98,79
57,74
25,51
12,38
1,74
20,14
64,08
44,85
15,19
56,78
26,29
39,03
16,23
979,92
28,56
107,87
33,50
24,45
35,59
104,00

RS11975
RS11980
RS11985
RS11990
RS11995
RS12000
RS12005
RS12010
RS12015
RS12020
RS12025
RS12030
RS12035
RS12040
RS12045
RS12050
RS12055
RS12060
RS12065
RS12070
RS12075
RS12080
RS12085
RS12090
RS12095
RS12100
RS12105
RS12110
RS12115
RS12120
RS12125
RS12130
RS12135
RS12140
RS12145
RS12150
RS12155
RS12160
RS12165
RS12170
RS12175
RS12180
RS12185
RS12190
RS12195

308

63,44
2349,72
36,95
190,41
194,41
102,61
31,22
109,59
539,38
61,56
114,32
70,15
1019,58
872,56
1678,07
77,99
472,95
520,53
252,77
256,33
1768,25
108,97
288,34
601,10
694,76
299,65
177,40
675,92
47,41
10,76
71,22
202,38
651,50
1252,52
1057,54
423,60
38,61
65,69
96,67
50,20
15,54
14,66
12,62
51,90

168,53
87,86
32,04

643,06

304,64
96,60
91,27

744,87

135,45
63,66

105,24

172,65

6710,45
5461,21
6755,19

159,43

149,29

100,42
47,24
38,51

106,16

398,63
34,39

247,63
11,02

4,60
76,65

373,72
82,13
26,54
85,80
58,53

213,01

410,22

296,93
39,54
49,67

244,57

191,80
82,44
34,83
20,21
12,22

118,96

85,81
81,91
21,68
1041,59
490,46
170,60
31,88
888,22
147,92
50,57
89,59
140,94
8650,65
6749,37
7952,88
45,27
109,52
87,84
44,02
30,99
101,64
124,23
34,94
619,67
7,05
1,97
62,67
252,32
82,48
58,38
128,97
76,54
279,26
545,56
337,59
70,27
55,21
80,56
154,66
88,99
67,49
40,35
6,52
149,27

22,29
58,01
23,15
112,63
129,77
34,84
12,72
195,54
17,75
11,88
27,37
8,23
2896,46
996,50
2404,82
52,66
467,49
516,88
320,99
350,66
58,88
94,07
43,03
2161,32
19,35
14,44
62,52
106,69
83,23
38,92
123,49
9,94
94,78
191,16
158,99
42,29
31,99
8,62
139,83
107,46
57,79
46,02
19,99
119,49

6471,66 26337,08 28916,27 14843,76



X. ANEXOS

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Estac.

Desec.

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Estac.

Desec.

RS12200
RS12205
RS12210
RS12215
RS12220
RS12225
RS12230
RS12235
RS12250
RS12255
RS12260
RS12265
RS12270
RS12275
RS12280
RS12285
RS12290
RS12295
RS12300
RS12305
RS12310
RS12315
RS12320
RS12325
RS12330
RS12335
RS12340
RS12345
RS12350
RS12355
RS12360
RS12365
RS12370
RS12375
RS12380
RS12385
RS12390
RS12395
RS12400
RS12405
RS12410
RS12415
RS12420
RS12425
RS12430

10,59
43,68
451,15
264,27
291,83
152,24
76,07
70,62
648,78
69,58
129,72
106,41
33,62
6,98
4,90
3,12
12,69
57,99
121,37
85,06
60,86
6506,18
6826,58
6817,00
58,50
370,39
259,97
58,76
148,81
125,43
23,30
25,71
115,93
51,31
11,41
322,62
56,91
37,64
45,36
20,09
58,94
27,03
16,44
43,78
116,93

66,64
514
58,32
30,11
1195,12
485,74
187,34
10,91
184,22
71,83
85,56
109,27
31,42
1,68
0,17
0,05
32,17
135,29
105,41
47,24
38,48
1885,40
1007,99
858,63
166,85
107,13
49,22
8,22
50,34
30,43
514
5,74
149,73
35,66
0,48
4,22
31,17
14,91
19,68
8,78
17,97
11,20
14,75
29,11
43,26

25,93
2,80
25,76
15,05
1457,94
624,40
498,53
11,63
235,35
46,77
56,94
69,06
19,47
0,56
0,02
0,07
38,15
150,48
69,14
36,29
30,13
1281,27
610,74
447,28
91,77
72,22
32,13
6,16
34,92
27,15
3,26
5,64
103,02
28,28
0,18
5,26
43,63
15,27
19,65
13,64
17,75
12,85
11,45
31,94
21,35

5,62
3,79
26,81
18,88
110,52
83,56
115,66
32,58
65,45
73,31
71,80
69,62
15,56
0,62
0,48
0,35
4,72
17,12
135,11
112,97
129,90
881,20
1034,94
848,50
22,74
94,21
101,25
32,80
123,43
131,09
3,63
4,89
21,53
13,18
3,30
2,54
4,61
4,20
6,26
4,32
8,85
8,49
9,61
17,45
517

309

RS12435
RS12440
RS12445
RS12450
RS12455
RS12460
RS12465
RS12470
RS12475
RS12480
RS12485
RS12490
RS12495
RS12500
RS12505
RS12510
RS12515
RS12520
RS12525
RS12535
RS12540
RS12545
RS12550
RS12555
RS12560
RS12565
RS12570
RS12575
RS12580
RS12585
RS12590
RS12595
RS12600
RS12605
RS12610
RS12615
RS12620
RS12625
RS12630
RS12635
RS12640
RS12645
RS12650
RS12655
RS12660

153,68
3,21
359,34
461,02
241,18
143,49
183,31
295,62
192,20
174,16
140,69
138,88
133,91
120,59
234,86
923,01
1261,55
55,01
69,01
161,19
119,41
28,35
15,24
4258,69
225,75
1411,34
1204,21
807,52
113,79
7921,16
31,20
171,78
197,64
476,08
103,24
84,15
202,83
57,99
76,22
284,03
298,08
48,81
157,63
108,37
37,81

10,10
0,20
14,35
300,96
134,70
49,36
76,44
125,31
230,18
54,62
24,83
41,16
36,26
315,02
593,74
1413,14
329,15
86,03
98,41
286,08
127,48
48,18
27,16
198,34
56,13
850,82
568,97
111,53
1,56
2187,91
63,46
362,58
610,44
2008,20
554,89
457,73
454,13
200,05
53,58
131,94
169,74
86,56
354,40
223,67
6,36

581
0,09
6,67
229,58
153,03
76,15
113,30
87,80
117,46
31,26
16,01
29,55
29,26
148,00
293,80
860,76
847,96
230,84
252,23
299,56
83,70
49,20
41,87
232,61
68,48
741,19
565,56
167,73
1,44
1908,47
72,90
172,74
273,60
3554,92
597,98
605,33
537,19
176,62
39,26
54,68
89,18
58,37
317,97
165,36
7,43

551
1,95
26,13
181,74
125,26
74,77
93,47
60,80
78,10
15,14
13,06
14,70
11,78
71,70
209,15
813,46
552,48
121,86
110,74
23,89
16,73
10,85
14,67
312,76
80,97
427,70
410,38
195,14
7,49
583,79
31,62
10,48
11,85
361,82
99,68
99,72
104,61
40,89
22,51
101,18
120,86
33,48
88,51
61,26
10,25



X. ANEXOS

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Estac.

Desec.

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Estac.

Desec.

RS12665
RS12670
RS12675
RS12680
RS12685
RS12690
RS12695
RS12700
RS12705
RS12710
RS12715
RS12720
RS12725
RS12730
RS12735
RS12740
RS12745
RS12750
RS12755
RS12760
RS12765
RS12770
RS12775
RS12780
RS12785
RS12790
RS12795
RS12800
RS12805
RS12810
RS12815
RS12820
RS12825
RS12830
RS12835
RS12840
RS12845
RS512850
RS12855
RS12860
RS12865
RS12870
RS12875
RS12880
RS12885

37,35
2,01
1,33
341,31
185,04
738,11
199,15
131,10
413,00
900,99
2410,96
554,63
32,11
445,89
106,25
68,22
140,58
18,86
104,20
325,22
141,88
172,62
135,94
19,67
19,63
80,21
648,64
982,94
542,92
634,15
62,89
2359,62
1265,25
183,78
79,61
50,91
56,95
802,64
160,49
24,62
229,19
88,44
46,58
2420,90

12,72

126,70
0,12
0,84
9,29
3,13

322,52

54,54
2,89
130,35
63,76
104,10
3084,84
1,01
43,01
260,88
139,76
78,49
13,07
11,28

236,26

122,73

126,77

79,51
41,77
28,05

121,63

518,05

1123,96
214,91
1357,97
12,32
1648,44

994,86

474,11

313,07

168,84

56,23
758,46
75,40
39,48
98,18
70,56
5,34
1150,49
24,28

36,06
0,00
0,55
5,46
1,93

205,66

37,17

0,74

192,52
91,25
144,10
2965,23
0,51
31,05
163,97

98,79

75,27

10,61
7,15

307,87

84,00

84,27

62,29

31,68

25,99

33,60

160,01
909,09
171,85
1256,93
12,84
2235,38
1396,53
669,78
622,85
386,20
31,91
776,39

54,09

30,43

54,39

47,52
5,22

1226,21

11,91

7,24
0,55
1,77
11,04
6,96
134,94
29,14
56,34
943,63
502,98
1063,19
1092,83
2,01
38,32
51,20
33,56
28,19
4,19
230,82
99,21
63,79
71,84
59,46
12,22
9,17
9,16
18,80
428,78
257,37
807,41
15,44
289,93
162,92
79,57
91,95
69,39
21,82
73,71
49,13
24,04
62,25
36,98
17,91
408,09
23,17

RS12890
RS12895
RS12900
RS12905
RS12910
RS12915
RS12920
RS12925
RS12930
RS12935
RS12940
RS12945
RS12950
RS12955
RS12960
RS12965
RS12970
RS12975
RS12980
RS12985
RS12990
RS12995
RS13000
RS13005
RS13010
RS13015
RS13020
RS13025
RS13030
RS13035
RS13040
RS13045
RS13050
RS13055
RS13060
RS13065
RS13070
RS13075
RS13080
RS13085
RS13090
RS13095
RS13100
RS13105
RS13110

310

669,93
56,39
344,03
783,27
226,46
399,55
272,91
2169,92
41,97
394,45
184,10
457,44
114,14
81,33
89,82
226,06
247,33
286,89
1604,63
695,68
127,99
1373,60
84,67
579,29
222,88
250,02
31,69
28,37
20,69
13,05
330,73
2411,25
335,83
2131,98
138,74
248,22
542,49
64,85
77,82
93,15
81,78
52,24
441,38
3517,78
835,82

660,28
97,76
9,77
143,72
185,14
32,59
452,69
568,36
19,42
3,17
101,99
431,32
17,14
10,17
10,93
4,96
295,37
166,30
298,30
85,21
72,15
106,44
23,69
139,49
45,25
145,37
67,99
59,32
23,03
10,72
115,63
3306,00
38,85
166,74
1,29
2,90
20,65
156,35
116,30
82,27
54,06
3,58
274,93
785,76
1380,81

421,27
84,46
7,90
201,11
78,69
23,41
377,61
510,29
12,06
1,40
101,33
288,54
11,99
5,75
5,96
2,91
286,17
217,51
138,12
39,66
88,60
64,12
8,08
49,96
15,84
88,35
39,43
36,68
5,90
7,71
99,54
4181,58
13,31
123,12
1,03
2,15
13,21
58,87
39,55
32,30
23,29
4,59
231,51
670,35
834,32

89,15
23,28
11,55
228,45
14,22
36,35
103,27
462,88
16,69
15,88
85,83
132,88
29,52
20,00
14,34
60,45
80,77
95,05
66,10
26,79
18,81
36,71
51,22
127,29
61,18
54,62
22,33
12,26
10,21
5,55
56,92
615,32
88,50
34,40
19,92
4,52
7,19
22,47
11,29
11,55
10,53
4,32
45,55
170,22
40,98



X. ANEXOS

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Estac.

Desec.

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Estac.

RS13115
RS13120
RS13125
RS13130
RS13135
RS13140
RS13145
RS13150
RS13155
RS13160
RS13165
RS13170
RS13175
RS13180
RS13185
RS13190
RS13195
RS13200
RS13205
RS13210
RS13215
RS13220
RS13225
RS13230
RS13235
RS13240
RS13245
RS13250
RS13255
RS13260
RS13265
RS13270
RS13275
RS13280
RS13285
RS13290
RS13295
RS13300
RS13305
RS13310
RS13315
RS13320
RS13325
RS13330
RS13335

64,02
16,31
41,52
26,71
308,76
91,46
14,61
13,78
143,35
1211,17
537,73
290,29
1341,83
57,89
87,00
59,10
1661,08
126,13
543,04
1113,98
430,87
926,86
16,19
232,05
80,64
92,83
151,73
138,22
17,51
209,29
162,13
0,13
209,41
1450,72
63,32
22,76
257,03
63,86
237,79
195,69
265,18
537,54
356,25
176,59
259,40

37,39
14,43
35,72
42,62
32,90
121,77
133,69
3,48
163,05
1820,24
90,55
128,21
1727,44
11,83
332,19
195,58
50,12
280,76
267,03
996,60
209,91
259,92
5,82
62,14
22,96
35,32
87,13
880,72
30,00
92,11
319,65
1,60
109,57
560,83
2,15
1280,03
25,39
32,63
80,49
873,87
526,27
36,31
13,61
4,86
1281,50

32,87
15,00
41,45
33,25
17,11
84,59
34,21
514
319,13
4314,87
52,65
100,30
1510,22
9,27
223,58
124,49
21,29
157,83
601,58
1663,61
361,04
335,84
9,62
106,42
20,89
24,26
55,59
498,39
17,89
60,46
164,68
0,00
71,17
380,73
0,69
302,32
11,93
38,36
41,14
1750,22
785,60
3941
19,78
7,95
1614,51

36,32
37,89
23,68
36,46
36,11
26,74
9,03
10,04
67,13
454,71
21,05
165,46
245,74
3,14
30,74
16,86
33,73
42,07
185,18
99,33
19,31
57,35
27,07
37,34
47,32
36,35
67,09
38,48
6,07
21,74
56,44
0,00
34,62
74,33
15,44
21,85
34,87
64,48
69,74
221,12
1059,00
200,65
90,31
28,20
182,19

311

RS13340
RS13345
RS13350
RS13355
RS13360
RS13365
RS13370
RS13375
RS13380
RS13385
RS13390
RS13395
RS13400
RS13405
RS13410
RS13415
RS13420
RS13425
RS13430
RS13435
RS13440
RS13445
RS13450
RS13455
RS13460
RS13465
RS13470
RS13475
RS13480
RS13485
RS13490
RS13495
RS13500
RS13505
RS13510
RS13515
RS13520
RS13525
RS13530
RS13535
RS13545
RS13550
RS13555
RS13560
RS13565

187,63
17,13
437,56
10,73
184,17
94,46
90,38
97,49
65,29
951,23
167,98
481,37
43,37
42,51
50,34
1320,72
470,31
525,55
263,64
309,08
18,11
180,82
36,76
60,10
47,06
30,82
35,52
26,72
13,99
981,10
600,28
707,06
107,72
47,29
30,92
41,86
15,66
216,64
55,46
173,51
43,63
29,80
19,94
34,99
37,54

1252,80
7,46
31,29
12,51
331,05
185,99
67,61
80,19
36,95
10507,62
606,33
685,07
242,74
111,86
132,93
6044,36
2949,93
3724,78
2013,01
1143,23
9,21
6,75
191
1,53
23,79
9,51
7,98
4,68
5,47
288,96
312,96
1192,85
9619,03
4526,50
3265,94
88,29
3,53
702,35
21,60
92,94
180,46
59,22
24,39
62,42
63,63

2133,24
14,64
50,16

8,26
838,18
280,97
115,39
153,18

56,58
13448,00
988,07
368,04
141,84
81,98
83,51

5094,22

2464,78

2847,39

2003,30

1464,78

4,57
1,52
0,37
0,21
6,98
3,29
1,46
1,51
5,30
140,01
186,50
326,62
10452,08

4996,54

4480,60
72,03

3,74
801,02
10,53
27,78
62,05
19,73
8,14
21,73
24,53

411,62
3,59
57,45
4,66
150,81
34,80
20,65
15,72
9,79
382,77
93,50
64,95
36,46
25,64
24,96
631,23
351,39
488,81
359,95
283,46
11,05
11,39
12,07
13,59
134,34
103,87
89,99
44,70
7,37
108,99
110,54
2368,38
405,48
244,79
151,28
19,62
5,50
147,92
9,03
67,16
9,80
6,56
4,07
9,92
10,48



X. ANEXOS

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Estac.

Desec.

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Estac.

RS13570
RS13575
RS13580
RS13585
RS13590
RS13595
RS13600
RS13605
RS13610
RS13615
RS13620
RS13625
RS13630
RS13635
RS13640
RS13645
RS13650
RS13655
RS13660
RS13665
RS13670
RS13675
RS13680
RS13685
RS13690
RS13700
RS13705
RS13710
RS13715
RS13720
RS13725
RS13735
RS13740
RS13745
RS13750
RS13755
RS13760
RS13765
RS13770
RS13780
RS13785
RS13790
RS13795
RS13800
RS13805

31,00
16,97
15,45
100,04
18,28
11,23
13,63
35,16
22,17
17,23
108584,4
497,09
681,71
388,41
253,36
185,31
128,71
77,04
40,95
39,16
34,20
36,20
43,33
257,45
548,81
12,38
39,65
16,07
6,87
44,48
12,42
5797,15
7385,93
5314,80
7102,11
19197,56
2396,17
103,38
223,89
2293,80
317,92
154,63
168,47
144,48
388,63

81,39
40,89
53,39
10,93
38,53
0,91
0,92
69,82
23,69
6,77
178277,3
139,25
156,71
81,11
45,41
18,20
6,72
8,79
551
13,40
16,56
16,00
143,65
74,75
29,92
0,93
8,03
4,40
13,06
2,99
0,52
1407,15
1094,59
509,67
326,38
1792,73
464,98
265,08
305,75
1650,03
167,49
149,68
129,69
113,34
1698,19

32,71
11,99
18,69
5,47
16,44
0,69
0,69
49,52
8,70
3,06
2114149
103,84
122,12
56,06
28,86
7,00
3,14
3,72
4,53
5,96
6,46
8,93
145,02
47,04
31,35
1,33
7,02
3,59
16,37
0,53
0,25
953,68
636,50
283,83
167,10
1308,50
204,31
122,90
132,20
983,98
135,42
54,43
46,97
35,45
1856,86

9,95
8,11
10,20
551
12,96
4,93
7,59
20,55
10,36
11,83
696038,9
127,86
170,36
110,53
148,81
197,98
210,36
194,12
137,42
135,17
101,63
4,01
8,27
26,33
65,03
1,62
14,80
4,70
32,09
11,28
3,77
63,52
57,69
28,52
20,92
100,40
58,85
16,95
19,33
185,86
37,15
29,47
34,43
28,20
276,84

312

RS13810
RS13815
RS13820
RS13825
RS13830
RS13835
RS13840
RS13845
RS13850
RS13855
RS13860
RS13870
RS13875
RS13880
RS13885
RS13890
RS13895
RS13900
RS13905
RS13910
RS13915
RS13920
RS13925
RS13930
RS13935
RS13940
RS13945
RS13950
RS13955
RS13960
RS13965
RS13970
RS13975
RS13980
RS13985
RS13990
RS13995
RS14000
RS14005
RS14010
RS14015
RS14020
RS14025
RS14030
RS14035

18,62
83,11
134,64
61,92
99,01
73,77
22,54
4544,03
245,71
152,44
340,40
62,66
59,88
38,53
584,94
46,93
8,37
89,77
561,26
9059,47
1781,23
144,27
118,45
64,06
100,75
144,28
104,10
159,24
205,07
63,00
145,71
104,66
147,03
46,65
3909,68
103,76
29,03
2138,05
338,51
2202,71
213,54
15,34
11,10
308,85
36,48

25,14
94,86
133,76
54,10
73,76
54,81
4,86
9979,43
317,10
232,34
307,67
255,06
43,12
14,79
1365,07
50,03
23,58
184,36
1075,71
1032,72
783,20
9,84
4,65
2,10
1,76
8,46
10,98
27,26
3,86
426,72
39,63
21,88
7,49
2,71
18,08
1,91
16,57
5851,53
206,72
327,89
119,58
19,12
11,23
90,33
16,30

17,68
68,69
98,49
37,90
32,69
39,01
1,35
11847,06
230,62
212,15
124,29
218,22
42,92
21,40
411,74
29,09
19,64
221,77
783,92
680,82
2163,72
6,30
1,80
0,33
0,41
4,27
4,50
13,81
5,97
355,05
49,74
26,91
3,68
0,89
10,09
1,36
8,00
7106,82
223,28
322,98
244,23
14,46
10,61
142,91
16,45

42,96
18,48
32,33
13,48
35,55
29,91
0,72
1286,50
379,53
324,11
58,79
40,90
82,85
26,90
70,63
46,12
22,96
123,34
366,97
461,07
2350,12
84,56
11,35
5,20
4,82
6,09
7,68
12,10
8,33
43,51
17,06
14,94
17,23
10,87
157,44
8,60
132,48
707,77
52,25
38,52
44,10
6,15
4,55
67,22
5,08



X. ANEXOS

Locus

(HNY42)) temprana

Exp.

Exp.
tardia

Estac.

Desec.

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Estac.

Desec.

RS14040
RS14045
RS14050
RS14055
RS14060
RS14065
RS14070
RS14075
RS14080
RS14085
RS14095
RS14100
RS14105
RS14110
RS14115
RS14120
RS14125
RS14130
RS14135
RS14140
RS14145
RS14150
RS14155
RS14160
RS14165
RS14170
RS14175
RS14180
RS14185
RS14190
RS14195
RS14200
RS14205
RS14210
RS14215
RS14220
RS14225
RS14230
RS14235
RS14240
RS14245
RS14250
RS14255
RS14260
RS14265

57,50
86,52
168,01
41,30
7,97
47,13
52,71
45,50
21,37
1164,60
2,53
155,12
144,82
182,61
24,00
68,86
35,40
94,12
10,56
62,91
88,10
48,94
1093,63
23,16
37,49
298,27
70,68
76,95
845,56
16,82
9,80
1196,47
1757,00
1438,47
172,00
28,49
22,92
24,74
34,03
47,56
14,56
2852,67
291,42
40,16
287,08

78,62
150,45
137,60

34,13

9,09

55,12

41,10

22,21

0,53
797,22
0,17
1,95
157,93
83,68
4,20

44,78

25,15

22,93

6,53
107,81
0,32
2,26
436,60

27,31

66,63
892,93
146,60

6,37
153,20
159,39
141,61
195,11
779,28
682,10

1392,62

48,24

32,83

43,59

27,57

8,36

5,25

1713,55

83,93

24,44
193,14

31,61
58,70
127,80
19,25
5,22
31,84
24,90
14,13
0,18
511,77
0,14
1,72
99,71
45,01
8,80
108,16
64,75
11,64
4,48
86,47
0,67
1,53
245,01
20,36
54,97
1264,98
59,38
9,74
113,24
138,57
118,15
192,83
870,91
723,48
917,50
48,98
22,41
46,02
34,49
19,64
21,63
1359,71
69,46
19,10
194,87

14,48
19,27
30,67
2,42
1,93
7,81
8,36
6,37
2,15
299,80
1,03
22,07
68,76
37,57
2,68
91,25
41,34
19,86
12,68
80,13
5,42
6,05
242,89
5,56
5,54
46,66
12,49
13,92
256,62
129,63
80,64
31,86
97,90
110,36
98,98
12,53
9,76
12,35
9,56
3,61
2,14
57,70
23,79
9,01
180,93

313

RS14270
RS14275
RS14280
RS14285
RS14290
RS14295
RS14300
RS14305
RS14310
RS14315
RS14320
RS14325
RS14330
RS14335
RS14340
RS14345
RS14350
RS14355
RS14360
RS14365
RS14370
RS14375
RS14380
RS14385
RS14390
RS14395
RS14400
RS14405
RS14410
RS14415
RS14420
RS14425
RS14430
RS14435
RS14440
RS14445
RS14450
RS14455
RS14460
RS14465
RS14470
RS14475
RS14480
RS14485
RS14490

29,13
19,44
19,26
194,50
83,17
391,42
176,92
94,24
408,51
118,38
793,08
95,86
72,01
134,84
43,57
143,84
42,05
87,01
818,48
131,77
67,91
53,16
43,19
23,88
297,63
151,95
181,53
26,99
183,18
75,60
21,31
73,73
127,13
44,38
58,03
102,20
7,59
9,61
24,63
2,37
85,10
2,32
153,38
23,33
323,08

1,81
43,55
57,74

142,76
57,68
43,83
11,97

6,43

2335,18

7,85

315,81

298,60

206,66

329,61

2,10

7,13
23,77

115,92

136,43
10,17

5,97

4,60

4,44

2,25
76,08

371,08
703,09
3,27
342,71
51,37
83,42
36,66
220,96
7291
53,89

3,87

0,53

0,73

3,31

2,89

361,36

0,05
10,26
46,60

3,80

0,83
18,34
20,06

158,58
79,57
28,98

8,62

8,28

712,16

5,06

189,86

176,53

298,06

390,90

2,11

1,72
19,89

168,67
85,25

3,56

1,89

1,80

1,23

0,56
46,18

135,87
1164,82
1,75
287,52
48,85
175,18
12,64
68,59
32,40
22,13

2,57

0,03

0,17

0,71

0,93

252,79

0,00

513
48,77

2,66

1,41
16,61
18,46
62,03
27,72
23,07
16,97
10,20
32,10
19,90

208,87
17,91
33,50
42,52

112,25

8,30

5,45
48,81
15,00
22,21
17,60
14,39
11,45

6,56
19,50
12,97

163,03
29,51
767,62
351,96
19,03
14,72
20,68
15,26
10,50
17,84

2,28

1,65

2,56

4,15
95,64

1,35
27,84

9,73

8,78



X. ANEXOS

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Estac.

Desec.

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Estac.

Desec.

RS14495
RS14500
RS14505
RS14510
RS14520
RS14525
RS14530
RS14535
RS14540
RS14545
RS14550
RS14555
RS14560
RS14565
RS14570
RS14575
RS14580
RS14585
RS14590
RS14595
RS14600
RS14605
RS14610
RS14615
RS14620
RS14625
RS14630
RS14635
RS14640
RS14645
RS14650
RS14655
RS14660
RS14665
RS14670
RS14675
RS14680
RS514685
RS14690
RS514695
RS14700
RS14705
RS14710
RS14715
RS14720

174,86
5,08
6,34
7,09

98,66
172,99
845,71

12,80

107,95

5,96
16,26
79,56

166,50

43,43

13,64

1,29

1,03

1,27

0,64

0,58

0,30

0,53

0,55

0,80

0,93

1,10

0,70

169,54

45,78

98,83

13,23

53,79

97,25

67,50
160,58
759,94

17,40
153,87

19,54
161,97

38,86

194,41

125,88
1,88

198,96

1373,67
1,57
2,08
1,82
5,36

1161,90

171,55
2,23
13,36
0,40
7,71
59,06
0,89
450,27
1,89
0,60
0,65
0,67
0,10
0,22
0,13
0,17
0,43
0,52
0,40
0,64
1,50
361,50
428,35
19,19
10,76
6,90
16,07
4567,68
5659,11
29030,62
40,38

2542,80

9,88

176,19
28,45
222,70
88,70
0,36
137,03

347,01
0,53
0,73
0,45
2,31

2278,48
78,57
1,72
22,30
0,45
10,20
23,84
0,63

425,62
1,20
0,16
0,44
0,37
0,22
0,16
0,38
0,09
0,39
0,47
0,57
0,77
1,04

363,51

768,23

10,11
592
6,28
3,17

6832,49
5468,01
34778,69
49,77
2389,78
7,57

198,58

14,70

177,23

51,39
0,20

161,48

425,57
329,47
473,71
521,10
4,58
98,87
20,35
3,01
43,04
8,79
15,32
8,24
3,42
66,75
1,51
0,76
0,68
0,99
0,31
0,47
0,72
0,73
0,56
0,43
0,73
0,66
1,37
84,25
61,97
23,90
13,56
22,59
10,82
4,16
14,64
46,35
17,03
577
2,32
18,02
501
69,30
59,54
1,50
88,71

RS14725
RS14730
RS14735
RS14740
RS14745
RS14750
RS14755
RS14760
RS14770
RS14775
RS14780
RS14785
RS14790
RS14795
RS14800
RS14805
RS14810
RS14815
RS14820
RS14825
RS14830
RS14835
RS14840
RS14845
RS14850
RS14855
RS14860
RS14865
RS14870
RS14875
RS14880
RS14885
RS14890
RS14895
RS14900
RS14905
RS14910
RS14915
RS14920
RS14925
RS14930
RS14935
RS14940
RS14945
RS14950

314

61,94
4,81
8,82
133,85
86,37
232,08
5,86
0,40
32,43
22,83
10,09
6,79
516
3,55
10,21
78,21
3,56
18,87
34,86
76,26
102,14
125,18
62,88
26,30
58,75
48,08
44,66
176,68
87,69
54,52
120,41
58,73
112,50
98,62
50,75
52,58
5,06
1,94
9,75
1,49
39,27
171,53
75,93
590,86

59,31

51,68
6,38
16,45
27,34
5,68
133,20
4,56
0,00
57,70
2,00
0,32
0,84
1,09
1,44
0,97
12,85
0,29
0,29
0,93
1,71
2,37
8,66
5,24
0,92
4,89
9,59
519
6,90
2,86
0,76
4,56
7,88
36,44
30,77
6,33
6,53
21,18
3,67
12,31
0,00
304,26
41,18
229,96
560,95
86,33

73,29
4,68
63,60
63,90
4,63
66,26
1,55
0,13
15,73
2,52
0,17
0,43
0,37
0,55
0,74
11,73
0,19
0,36
1,01
1,58
1,41
7,99
4,06
0,75
4,44
10,07
4,81
10,34
4,26
1,99
3,42
6,39
32,54
25,65
541
6,46
11,71
4,26
14,77
0,05
188,78
51,62
326,43
2276,84
90,69

27,63
3,41
35,00
57,99
7,42
6,20
2,29
0,04
8,94
8,76
0,69
0,72
0,32
0,49
3,36
18,98
1,32
0,30
0,26
0,68
1,42
4,38
1,26
0,34
1,23
3,59
1,86
13,72
6,00
4,20
25,31
40,39
7,50
9,15
3,94
6,04
0,84
0,77
16,81
0,41
32,55
24,97
51,83
864,07
18,43



X. ANEXOS

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Estac.

Desec.

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Estac.

Desec.

RS14955
RS14960
RS14965
RS14970
RS14975
RS14980
RS14985
RS14990
RS14995
RS15000
RS15005
RS15010
RS15015
RS15025
RS15030
RS15035
RS15040
RS15045
RS15050
RS15055
RS15060
RS15065
RS15070
RS15075
RS15080
RS15085
RS15090
RS15095
RS15100
RS15105
RS15110
RS15115
RS15120
RS15125
RS15130
RS15135
RS15140
RS15145
RS15150
RS15155
RS15160
RS15165
RS15170
RS15175
RS15180

164,30
198,10
268,28
87,02
14,12
61,37
25,07
665,89
434,69
115,06
54,22
245,04
129,69
21,63
84,95
78,23
548,25
498,73
1242,15
1757,28
767,26
504,02
355,79
117,80
231,98
900,14
157,72
242,89
253,65
88,47
114,33
40,10
28,41
12,88
6,14
3,18
288,99
1055,82
953,18
683,58
927,45
304,72
73,81
59,07
99,69

547,05
101,06
164,25
52,73
1,16
77,77
14,10
341,82
130,41
34,89
400,19
24,24
15,55
135,64
226,19
14,79
362,37
299,06
57,39
106,79
74,06
52,15
28,91
9,19
2,73
11,66
4,92
3,25
262,75
7,40
331,87
113,38
16,78
5,76
1,66
1,09
292,43
3100,78
2137,17
1344,06
1341,81
62,68
49,54
8,41
9,10

260,79
91,76
171,24
50,46
1,14
67,09
11,16
704,96
85,29
13,05
241,04
8,71
6,54
161,16
98,36
31,13
93,88
95,24
39,30
69,31
54,32
39,76
20,73
5,88
1,90
5,36
3,24
0,68
110,01
4,86
225,27
96,06
6,14
2,45
1,18
1,61
493,88
2021,97
1117,30
863,58
978,32
41,32
24,90
21,52
19,88

7,96
86,15
123,64
32,86
578,60
152,03
15,40
51,20
13,52
30,37
17,12
16,29
9,02
129,22
16,60
9,02
208,31
126,11
39,92
84,18
66,37
57,78
47,16
17,94
24,02
53,59
19,19
15,48
29,26
5,87
70,87
16,93
5,40
3,82
515
2,86
90,03
202,72
143,81
121,62
153,24
29,10
14,48
10,00
10,05
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RS15185
RS15190
RS15195
RS15200
RS15205
RS15210
RS15215
RS15220
RS15225
RS15230
RS15235
RS15240
RS15245
RS15250
RS15255
RS15260
RS15265
RS15270
RS15275
RS15280
RS15285
RS15290
RS15295
RS15300
RS15310
RS15315
RS15320
RS15325
RS15330
RS15335
RS15340
RS15345
RS15350
RS15355
RS15360
RS15365
RS15370
RS15375
RS15380
RS15385
RS15395
RS15400
RS15405
RS15410
RS15415

103,67
120,27
115,64
1202,81
2115,79
27,32
586,04
0,28
0,35
118,14
64,52
58,73
49,35
47,08
16,04
8,22
4,02
4,02
5,79
28,65
61,97
2147,55
77,94
11,18
1055,67
1099,07
910,29
4785,89
251,72
119,53
125,67
383,78
158,78
124,15
5,29
6,48
129,23
146,84
43,27
74,39
108,97
93,89
252,80
116,10
1844,11

38,87
178,05
7,22
30,72
80,31
8,84
1792,14
0,21
0,36
13,76
67,08
51,84
33,86
24,48
4,13
0,59
0,30
0,14
1,76
6,26
2,63
95,73
17,26
10,49
652,22
607,91
325,46
1981,57
646,93
13,85
6,16
472,41
232,96
242,65
0,60
3,16
50,76
62,03
27,39
156,88
123,89
125,75
92,56
14,68
3049,40

68,67
210,48
3,25
70,23
145,02
5,26
2158,07
0,09
0,00
6,17
107,48
92,50
60,73
61,52
0,74
0,03
0,04
0,09
0,05
7,70
2,74
142,40
25,53
17,47
448,16
407,25
245,40
1083,19
232,64
18,53
7,37
431,89
54,98
45,76
0,20
1,27
37,86
47,79
20,42
87,52
60,87
82,16
59,24
4,01
793,75

6,19
16,71
10,18
123,09
197,39

53,98
201,67

0,16

0,04

6,18
10,75
12,30
12,71
11,48

1,07

0,24

0,50

0,39

3,74
12,20

5,36

126,70
41,08
2,85
126,50
178,31
121,19
270,45
47,61
11,20
21,16
79,47
14,19
22,97

7,42
10,64
35,48
50,98
18,05
12,65
16,94
11,98
22,82
13,80
15,20



X. ANEXOS

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Estac.

Desec.

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Estac.

Desec.

RS15420
RS15425
RS15430
RS15435
RS15440
RS15445
RS15450
RS15455
RS15460
RS15465
RS15470
RS15475
RS15480
RS15485
RS15490
RS15495
RS15500
RS15505
RS15510
RS15515
RS15520
RS15525
RS15530
RS15535
RS15540
RS15545
RS15550
RS15555
RS15560
RS15565
RS15570
RS15575
RS15580
RS15585
RS15590
RS15595
RS15600
RS15605
RS15610
RS15615
RS15620
RS15625
RS15630
RS15635
RS15640

1659,69
1952,54
1809,21
6,22
201,60
1,00
33,72
183,09
20,49
24,74
16,46
8,76
7,81
6,72
17,91
13,18
512
10,42
127,84
100,20
985,50
354,49
76,89
57,56
14,63
2,36
19,62
89,85
59,41
114,28
29,90
46,60
314,07
223,73
74,30
206,76
242,39
19,16
39,36
6,56
448,40
145,53
516,49
120,21
92,40

2060,04
3913,52
5391,21
1,61
662,29
5,37
53,57
63,59
2,29
3,55
135,41
3,71
1,93
1,25
22,79
2,39
10,04
6,02
9,51
11,89
1267,00
93,85
307,08
134,35
11,45
0,09
6,13
686,84
437,63
1221,26
56,07
112,15
429,25
222,77
61,79
74,99
147,67
54,02
11,78
0,00
425,84
79,74
140,68
307,36
257,29

507,30
1386,58
1943,77

0,23
264,68
0,59
41,82
52,53
1,17
2,69
94,07
1,39
0,67
0,65
26,52
3,73
4,46
1,69
7,80
8,84
449,01
33,58
205,12
92,00
14,19
0,08
9,74

704,49

758,81
1458,08

37,86

100,17

275,65

115,39

27,83
31,63
54,38
37,86
3,42
0,55
362,48
67,56

167,40

295,48

224,88

20,69
28,40
23,30
1,13
22,39
0,29
26,65
10,51
0,85
7,90
4,12
2,33
2,33
1,86
14,79
6,32
7,61
6,78
25,14
18,11
256,79
26,60
40,54
15,64
17,91
0,83
15,32
165,71
285,06
380,01
52,90
53,44
84,32
51,72
12,98
36,75
51,24
1,27
41,18
2,91
119,08
36,69
58,84
60,17
45,65

RS15645
RS15650
RS15655
RS15660
RS15665
RS15670
RS15675
RS15680
RS15685
RS15690
RS15695
RS15705
RS15715
RS15720
RS15725
RS15730
RS15735
RS15740
RS15745
RS15750
RS15755
RS15760
RS15765
RS15770
RS15775
RS15780
RS15785
RS15790
RS15795
RS15800
RS15805
RS15810
RS15815
RS15820
RS15825
RS15830
RS15835
RS15840
RS15845
RS15850
RS15855
RS15860
RS15865
RS15870
RS15875

316

135,71
7,83
82,60
15,75
136,36
41,67
145,54
90,18
67,78
79,13
58,74
25,43
28,19
14,44
272,46
159,17
65,89
3,31
56,09
50,53
90,61
7,76
10,17
4,29
0,50
1,39
1,65
0,98
1,08
1,86
0,41
0,97
1,06
0,88
0,40
1,16
19,17
0,42
1,11
0,35
3,68
9,80
39,11
34,92
47,06

344,88
4,66
205,86
81,92
200,47
149,28
331,97
124,90
59,20
84,55
57,37
0,34
4,06
4,54
9,92
5,40
0,91
3,61
70,48
44,49
66,04
0,48
0,37
4,14
1,77
2,01
3,27
3,23
0,00
5,22
2,72
5,92
4,93
0,75
0,28
1,28
11,30
0,20
0,44
0,16
0,35
1,37
6,40
25,43
10,59

202,14
13,40
340,46
167,21
136,20
102,27
355,41
84,76
38,13
58,78
43,05
0,52
3,14
1,82
571
3,22
0,72
2,97
70,38
35,15
49,25
0,40
0,12
1,55
0,16
1,23
1,73
1,69
0,30
3,06
1,10
2,64
3,40
0,39
0,72
0,87
2,76
0,31
0,26
0,23
0,98
0,25
4,68
29,11
515

38,44
12,61
76,77
75,72
23,00
40,45
42,10
33,34
34,08
43,20
24,04
3591
7,14
3,75
3,70
1,02
1,37
0,09
28,19
21,06
29,95
0,00
0,32
1,12
0,09
0,30
0,35
0,84
0,00
0,59
0,28
0,52
0,65
0,30
0,14
0,25
0,92
0,00
1,88
0,86
1,82
4,84
22,38
20,77
42,84
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Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Desec.

Locus

Exp.

(HNY42)) temprana

Exp.
tardia

Estac.

Desec.

RS15880
RS15885
RS15890
RS15895
RS15900
RS15905
RS15910
RS15915
RS15920
RS15925
RS15930
RS15935
RS15940
RS15945
RS15950
RS15955
RS15960
RS15970
RS15975
RS515980
RS15985
RS15990
RS15995
RS16000
RS16005
RS16010
RS16015
RS16020
RS16025
RS16030

87,71
45,09
77,96
338,90
122,47
16,73
103,77
62,05
57,44
61,04
108,58
105,48
185,34
93,84
103,50
118,17
82,38
21,56
48,61
154,76
11,70
45,12
60,15
60,08
47,22
39,89
24,78
11,51
31,09
0,50

19,52
11,08
12,40
203,09
73,17
0,60
3,53
98,77
65,04
55,23
107,94
116,15
38,45
42,66
81,75
112,63
58,53
12,97
24,37
100,20
11,59
17,00
12,17
10,77
10,24
1,26
2,29
10,04
24,02
0,07

19,84
7,13
38,98
233,60
45,73
0,22
1,95
50,94
112,71
58,40
116,26
129,13
21,34
53,44
75,64
113,17
102,17
21,20
45,13
135,99
4,43
16,67
11,10
7,99
9,40
5,01
510
2,56
23,89
0,07

24,49
11,21
44,78
964,08
355,63
0,78
9,65
31,71
11,37
14,60
33,26
33,07
24,80
20,29
28,51
27,15
8,33
3,86
4,62
116,99
1,66
3,01
98,79
122,51
108,82
2,11
4,67
0,27
33,65
0,15

RS16035
RS16040
RS16045
RS16050
RS16055
RS16060
RS16065
RS16070
RS16075
RS16080
RS16085
RS16090
RS16095
RS16100
RS16105
RS16110
RS16115
RS16120
RS16125
RS16130
RS16135
RS16140
RS16145
RS16150
RS16155
RS16160
RS16165
RS16175
RS16180

0,82
1,52
3,16
5,23
14,20
3,34
3,90
518
5,42
6,84
39,26
71,94
16,53
18,88
27,75
39,07
35,47
119,78
24,95
18,99
6,60
25,92
66,38
67,20
16,77
9,74
21,17
139,10
12,79

0,13
0,08
1,05
3,18
6,47
0,36
0,34
1,36
1,90
2,20
5,34
11,08
0,47
0,32
2,00
3,15
3,67
0,76
1,45
4,72
3,65
31,30
203,86
195,87
23,16
0,90
8,55
3,15
2,21

0,12
0,10
0,56
1,73
2,50
0,22
0,64
1,52
1,15
1,82
3,43
6,34
0,31
0,31
2,22
2,29
1,74
0,50
0,85
3,15
3,69
22,21
118,10
114,88
3,41
1,09
6,88
2,82
1,57

0,35
0,18
0,48
0,74
1,54
0,14
0,33
0,89
1,16
0,96
4,31
6,45
0,28
0,61
1,65
1,67
1,28
6,64
1,17
1,43
2,57
15,10
223,98
261,80
2,75
2,56
3,81
5,49
8,73
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X. ANEXOS

Anexo 5. Resultados de RNA-seq del analisis transcriptimico de Exiguobacterium sp.
Helios cultivado en presencia de acetato o de glucosa. Se muestran los transcritos por
millén (TPM) para cada condicidn.

Locus

Acetato

Glucosa

Locus

Acetato

Glucosa

Locus

Acetato

Glucosa

(HNY42.)
RS00065
RS00070
RS00075
RS00080
RS00085
RS00090
RS00095
RS00100
RS00105
RS00110
RS00115
RS00120
RS00125
RS00130
RS00135
RS00140
RS00145
RS00150
RS00155
RS00160
RS00165
RS00170
RS00175
RS00180
RS00185
RS00190
RS00195
RS00200
RS00205
RS00210
RS00215
RS00220
RS00225
RS00230
RS00235
RS00240
RS00245
RS00250
RS00255
RS00260
RS00265
RS00270

7,17
10,99
228,81
36,47
101,99
288,15
273,28
9,72
13,12
64,86
147,84
321,49
82,54
204,06
117,18
50,59
10780,94
506,71
241,50
148,41
826,30
48,50
410,58
78,79
12,20
15,59
82,09
8,92
70,61
45,20
74,97
205,50
77,81
28,95
165,21
91,55
4,94
41,00
506,90
34,36
9,81
12,07

16,61
31,17
708,36
97,19
154,03
135,96
156,54
52,28
71,97
138,53
204,84
447,58
262,91
749,81
356,15
99,01
15595,07
511,58
456,54
538,28
2599,21
1384,20
434,12
52,49
82,89
84,90
191,97
121,39
421,99
168,35
334,70
514,78
190,87
123,66
410,94
136,84
58,88
80,01
2787,44
74,96
35,97
39,04

(HNY42.)
RS00275
RS00280
RS00285
RS00290
RS00295
RS00300
RS00305
RS00310
RS00315
RS00320
RS00325
RS00330
RS00335
RS00340
RS00345
RS00350
RS00355
RS00360
RS00365
RS00370
RS00375
RS00380
RS00385
RS00390
RS00395
RS00400
RS00405
RS00410
RS00415
RS00420
RS00425
RS00430
RS00435
RS00440
RS00445
RS00450
RS00455
RS00460
RS00465
RS00470
RS00475
RS00480

4,55
11,72
443,59
22,20
25,64
7,91
28,20
9,96
489,84
46,46
8,12
29,09
27,64
59,02
8,44
23,07
77,12
46,17
21,75
415,90
51,14
62,35
72,33
41,17
346,44
434,16
80,13
484,19
11,24
95,98
73,74
26,66
12,72
18,58
64,24
47,08
74,14
51,31
47,93
26,00
42,40
16,34

318

70,14
53,08
191,21
33,86
27,18
80,31
160,76
21,86
2305,07
224,61
33,86
16,91
271,54
108,85
17,78
25,94
241,69
155,56
101,36
797,38
81,15
191,33
318,85
159,50
1351,81
1434,88
755,88
722,79
43,74
37,19
168,28
91,76
51,52
169,44
135,40
110,06
84,10
153,26
95,24
70,70
184,31
48,28

(HNY42.)
RS00485
RS00490
RS00495
RS00500
RS00505
RS00510
RS00515
RS00520
RS00525
RS00530
RS00535
RS00540
RS00545
RS00550
RS00555
RS00560
RS00565
RS00570
RS00575
RS00580
RS00585
RS00590
RS00595
RS00600
RS00605
RS00610
RS00615
RS00620
RS00625
RS00630
RS00635
RS00640
RS00645
RS00650
RS00655
RS00660
RS00665
RS00670
RS00675
RS00680
RS00685
RS00690

4,23
210,84
5,14
78,63
3,92
10,95
765,91
397,40
37,56
96,83
11,66
5,48
31,40
35,12
80,53
112,48
37,75
132,26
628,53
64,61
224,84
206,17
26,96
32,58
43,16
115,49
125,30
153,58
11,73
71,57
11,17
28,54
468,85
970,17
581,18
236,43
317,18
122,83
3,95
34,02
9,72
3,94

29,58
397,66
38,12
130,81
7,37
35,04
1008,77
441,66
73,17
214,68
42,40
17,40
61,59
203,62
608,37
550,11
367,93
750,48
3231,72
387,22
1007,08
881,91
60,95
129,33
102,46
433,46
178,49
154,42
27,95
296,20
90,17
122,67
225,96
338,01
177,22
70,31
64,61
55,00
37,34
153,31
22,79
50,15



X. ANEXOS

Locus
(HNY42))

Acetato

Glucosa

Locus
(HNY42_)

Acetato

Glucosa

Locus
(HNY42))

Acetato

Glucosa

RS00695
RS00700
RS00705
RS00710
RS00715
RS00720
RS00725
RS00730
RS00735
RS00740
RS00745
RS00750
RS00755
RS00760
RS00765
RS00770
RS00775
RS00780
RS00785
RS00790
RS00795
RS00800
RS00805
RS00810
RS00815
RS00820
RS00825
RS00830
RS00835
RS00840
RS00845
RS00850
RS00855
RS00860
RS00865
RS00870
RS00875
RS00880
RS00885
RS00890
RS00895
RS00900
RS00905
RS00910
RS00915

0,50
12,98
15,70
25,22

301,41
27,95
26,36
26,59
13,87
28,26

889,66
12,66

103,82
34,37
17,92
17,90
23,25
43,87
49,84
75,69
36,97

163,43

679,00

123,15

1122,46
1353,73
37,36
59,61

365,52
44,85
11,95

461,19
32,09
44,98
63,02
17,74
32,71
23,32
19,73
66,93
33,54

229,72
70,99
21,90
26,80

6,37
37,34
45,86
48,44

257,79
266,33
67,94
1044,25
111,01
62,25
194,62
15,74
297,01
90,61
31,75
43,05
134,64
220,20
162,56
213,97
159,82
1739,31
749,43
216,36
1019,63
202,30
82,71
158,88
254,93
64,80
59,49
222,52
101,11
282,60
99,35
13,81
38,64
27,57
29,00
182,55
95,64
818,74
243,40
227,89
55,99

RS00920
RS00930
RS00935
RS00940
RS00945
RS00950
RS00955
RS00960
RS00965
RS00970
RS00975
RS00980
RS00985
RS00990
RS00995
RS01000
RS01005
RS01010
RS01015
RS01020
RS01025
RS01030
RS01035
RS01040
RS01045
RS01050
RS01055
RS01060
RS01065
RS01070
RS01075
RS01080
RS01085
RS01090
RS01095
RS01100
RS01105
RS01110
RS01115
RS01120
RS01125
RS01130
RS01135
RS01140
RS01145

6,85
42,59
43,09
7,49
16,75
66,54
1,75
208,19
106,68
6,30
92,30
5,06
11,30
13,71
4,83
10,52
24,26
61,71
25,47
16,18
29,58
67,71
78,29
17,32
287,53
257,47
4833,78
102,79
455,79
654,28
4779,06
8,43
6,12
21,36
9,85
2,79
51,51
62,46
16,05
176,74
14,66
117,15
99,30
7,33

7,24

319

19,68
48,22
22,19
14,75
36,43
116,00
107,22
198,18
387,25
37,66
382,87
29,11
83,67
26,59
37,22
49,95
190,58
354,03
106,31
49,87
128,68
45,67
49,30
199,45
339,72
640,31
9035,26
83,64
229,39
278,42
2455,86
15,65
95,40
69,53
76,90
8,80
214,57
153,73
60,61
669,40
78,87
401,46
426,12
16,24
9,93

RS01150
RS01155
RS01160
RS01165
RS01170
RS01175
RS01180
RS01185
RS01190
RS01195
RS01200
RS01205
RS01210
RS01215
RS01220
RS01225
RS01230
RS01235
RS01240
RS01245
RS01250
RS01255
RS01260
RS01265
RS01270
RS01275
RS01280
RS501285
RS01290
RS01295
RS01300
RS01305
RS01310
RS01315
RS01335
RS01340
RS01345
RS01350
RS01355
RS01360
RS01380
RS501385
RS01390
RS01395
RS01405

4,90
16,20
190,59
0,00
12,20
33,39
26,67
38,34
53,86
18,78
18,33
9,64
54,64
229,51
102,47
17,34
6,65
1,33
62,57
210,47
53,08
30,92
36,93
56,05
554,95
209,00
62,65
62,95
35,83
5,64
22,22
30,68
31,28
0,59
39,17
56,14
69,62
32,04
27,54
20,70
10,63
33,68
135,87
2,45
9,97

43,05
79,91
227,70
20,93
72,46
155,14
98,09
115,44
150,69
66,17
51,86
40,86
196,47
650,28
272,86
62,98
0,00
27,69
264,63
934,24
238,74
287,63
184,30
290,95
1089,98
400,68
100,74
62,21
62,15
27,23
46,16
71,65
105,59
24,93
182,15
389,36
39,75
12,54
49,72
87,90
0,00
165,58
407,07
45,47
22,30



X. ANEXOS

Locus
(HNY42))

Acetato

Glucosa

Locus
(HNY42_)

Acetato

Glucosa

Locus
(HNY42))

Acetato

Glucosa

RS01410
RS01415
RS01420
RS01515
RS01520
RS01525
RS01530
RS01535
RS01540
RS01545
RS01550
RS01555
RS01560
RS01565
RS01570
RS16190
RS16195
RS01580
RS01585
RS01590
RS01595
RS01600
RS01605
RS01610
RS01615
RS01620
RS01625
RS01630
RS01635
RS01640
RS01645
RS01650
RS01665
RS01670
RS01675
RS01680
RS01685
RS01690
RS01695
RS01700
RS01705
RS01710
RS01715
RS01720
RS01725

162,18
70,18
12,86
17,48

152,57
25,46
23,33
80,40
28,16
60,97

2,82
19,48
19,89
10,23

6,65
24,22

9,18

2,65
16,73
60,83
17,75
47,46
26,02
33,90
24,49
13,70
19,97
61,15
84,00

120,50
89,56

138,82
15,47
38,71
74,10
14,80
15,54

104,94

173,76
45,64
11,41
24,21
31,24

8,24
19,25

167,80
86,75
52,82
32,50

392,75
66,03
68,69

135,71
43,86

158,47
17,02

125,56

147,24
36,70
20,30
86,39
27,61
23,81

100,66

101,12
64,70

169,75
30,83
48,45
93,87
39,94
75,68

305,74

157,50

217,67
74,67
65,07
66,07
67,56
84,83
73,74

146,68

376,68

784,54

155,61
67,11

115,90

131,67
69,74

129,30

RS01730
RS01735
RS01800
RS01805
RS01810
RS01815
RS01820
RS01825
RS01830
RS01835
RS01840
RS01845
RS01850
RS01855
RS01860
RS01865
RS01870
RS01875
RS01880
RS501885
RS01890
RS01895
RS01900
RS01905
RS01910
RS01915
RS01920
RS01925
RS01930
RS01935
RS01940
RS01945
RS01950
RS01955
RS01960
RS01965
RS01970
RS01975
RS01980
RS01985
RS01990
RS01995
RS02000
RS02005
RS02010

18,45
13,26
61,32
43,44
42,88
114,91
34,56
27,28
21,44
11,11
31,26
64,52
16,53
28,15
7,87
51,27
61,79
71,02
44,18
12,83
120,26
24,55
23,88
1,70
359,60
475,36
62,83
42,24
114,36
144,35
130,48
117,15
13,37
26,81
11,03
46,02
56,14
124,40
107,94
57,96
252,11
31,70
40,86
51,34
92,54

320

91,87
32,17
16,16
16,74
34,43
126,21
90,74
44,47
39,30
4,64
37,68
101,36
52,04
52,86
39,07
115,72
76,65
56,21
76,88
48,45
281,16
68,34
314,86
51,26
1233,28
783,54
117,16
138,43
305,15
288,52
281,05
178,69
232,05
189,80
85,44
344,69
237,74
522,25
309,82
187,63
1452,65
202,57
96,32
120,99
102,56

RS02015
RS02020
RS502025
RS02030
RS02035
RS02040
RS02045
RS02050
RS02055
RS02060
RS02065
RS02070
RS02075
RS02080
RS502085
RS02090
RS02095
RS02100
RS02105
RS02110
RS02115
RS02120
RS02125
RS02130
RS02135
RS02140
RS02145
RS02210
RS02215
RS02220
RS02225
RS02230
RS02235
RS02240
RS02245
RS02250
RS02255
RS02260
RS02265
RS02270
RS02275
RS02280
RS02285
RS02290
RS02295

125,68
108,79
47,58
35,49
58,49
50,70
73,28
25,40
56,97
30,62
23,46
102,85
257,53
129,00
54,13
31,34
19,85
35,63
44,58
29,05
28,08
14,86
55,60
27,40
17,35
58,72
63,03
185,66
2302,45
461,35
19,01
27,01
11,14
152,86
406,88
1183,41
15,36
14,77
29,48
52,45
110,87
45,06
16,57
6,36
4,72

252,90
528,68
193,36
153,06
100,73
141,00
336,81
55,42
327,14
159,94
145,00
258,94
564,27
521,45
100,63
95,21
82,20
64,06
58,46
113,96
81,87
46,37
69,38
223,88
105,53
236,41
242,24
39,21
744,59
109,31
82,08
125,05
134,98
1034,51
4085,00
3252,50
42,36
68,83
63,23
158,59
237,37
58,96
33,37
38,35
51,19



X. ANEXOS

Locus
(HNY42))

Acetato

Glucosa

Locus
(HNY42_)

Acetato

Glucosa

Locus
(HNY42))

Acetato

Glucosa

RS02300
RS02305
RS02310
RS02315
RS02320
RS02325
RS02330
RS02335
RS02340
RS02345
RS02350
RS02355
RS02360
RS02365
RS02370
RS02375
RS02380
RS02385
RS02390
RS02395
RS02400
RS02405
RS02410
RS02415
RS02420
RS02425
RS02430
RS02435
RS02440
RS02445
RS02450
RS02455
RS02460
RS02465
RS02470
RS02475
RS02480
RS02485
RS02490
RS02495
RS02500
RS02505
RS02510
RS02515
RS02520

10,94
6,60
2,14
3,37

12,76

39,03

124,60
200,11
92,92
735,33
1209,38
3,71
206,87
86,76
180,63

19,01

31,71
2,35
9,64

15,51

66,90

17,69
575

34,45

19,61

71,33

96,40

664,64

52,18

73,46

94,18

40,04

50,98

116,57
135,50
15,86
326,15
155,31
13,28
260,21
63,19
15,23
286,45
148,50
226,72

64,26
38,07
44,17
27,24
176,52
115,35
289,28
819,77
155,39
951,35
3142,43
83,05
423,23
573,10
935,62
82,22
131,47
23,59
33,95
30,58
147,92
44,54
58,31
65,62
115,37
213,93
266,81
1310,48
291,11
291,91
661,53
124,00
103,53
687,96
798,63
36,77
1321,81
797,72
65,34
148,76
103,46
48,79
418,77
236,98
498,51

RS02525
RS02530
RS02535
RS02540
RS02545
RS02550
RS02555
RS02560
RS02565
RS02570
RS02575
RS02580
RS02585
RS02590
RS02595
RS02600
RS02605
RS02610
RS02615
RS02620
RS02625
RS02630
RS02635
RS02640
RS02645
RS502650
RS02655
RS02660
RS02665
RS02670
RS02675
RS02680
RS02685
RS02690
RS02695
RS02700
RS02705
RS02710
RS02715
RS02720
RS02725
RS02730
RS02735
RS02740
RS02745

53,68
45,41
35,08
48,52
61,76
84,50
33,68
26,15
14,42
0,00
34,84
38,27
15,95
27,51
74,14
15,72
19,01
136,76
149,38
396,30
169,69
78,53
37,74
69,64
29,46
27,04
15,78
5416,11
3127,14
1340,99
1359,21
1116,35
37,61
3,41
17,70
10,09
11,69
50,47
85,61
57,66
112,33
12,75
7,11
0,71
31,50

321

113,14
158,54
177,51
109,14
124,36
146,95
123,71
428,36
303,21
37,17
117,93
66,96
120,88
151,90
72,34
33,71
40,54
150,54
93,17
1042,58
248,05
167,56
62,85
89,90
39,46
63,10
64,50
1219,81
936,59
352,01
3068,09
4182,27
122,34
23,11
45,03
54,54
128,10
76,30
151,22
195,15
375,19
38,02
61,29
34,50
27,19

RS02750
RS02755
RS02760
RS02765
RS02770
RS02775
RS02780
RS02785
RS02790
RS02795
RS02800
RS502805
RS02810
RS02815
RS02820
RS502825
RS02830
RS502835
RS02840
RS502845
RS02850
RS502855
RS02860
RS502865
RS02870
RS502875
RS02880
RS502885
RS02890
RS16200
RS16205
RS02900
RS02905
RS02910
RS02915
RS02920
RS02925
RS02930
RS02935
RS02940
RS02945
RS502950
RS02955
RS02960
RS02965

136,19
4,70
37,76
0,00
22,53
9,38
35,96
152,22
162,97
168,21
26,62
18,00
17,57
50,62
12,44
17,51
576,32
43,36
13,64
91,62
172,19
71,75
84,44
14,67
54,45
85,04
36,62
18,96
36,97
151,10
625,83
26,77
40,75
6,46
0,00
14,12
12,43
3,09
11,65
12,79
30,73
26,18
130,93
57,48
1,46

36,49
10,24
17,79
41,42
52,43
14,53
70,43
107,43
199,62
340,97
25891
37,36
28,92
79,16
66,38
12,73
58,76
175,35
46,17
128,71
182,97
115,25
549,37
194,14
59,34
153,93
111,24
85,99
102,17
165,54
512,64
38,35
165,73
15,82
9,51
61,59
31,66
37,58
110,35
68,12
158,69
235,96
302,88
218,52
24,00



X. ANEXOS

Locus
(HNY42))

Acetato

Glucosa

Locus
(HNY42_)

Acetato

Glucosa

Locus
(HNY42))

Acetato

Glucosa

RS02970
RS02975
RS02980
RS02985
RS02990
RS02995
RS03000
RS03005
RS03010
RS03015
RS03020
RS03030
RS03035
RS03040
RS03045
RS03050
RS03055
RS03060
RS03065
RS03070
RS16210
RS03075
RS03080
RS03085
RS03095
RS03100
RS03105
RS03110
RS03115
RS03120
RS03125
RS03130
RS03135
RS03140
RS03145
RS03150
RS16215
RS03160
RS03165
RS03170
RS03175
RS03180
RS03185
RS03190
RS03195

14,22
61,89
55,69
31,65
83,12
15,00
9,65
4,46
0,00
13,65
59,63
92,44
46,90
4,21
39,41
86,03
5,04
46,09
96,29
36,62
0,00
18,55
8,35
6,91
193,00
100,42
27,63
98,37
86,49
78,54
18,38
2,51
7,18
32,94
146,64
10,16
72,97
15,85
1997,46
37,72
3,16
2,53
4,69
11,41
16,93

106,71
268,09
83,63
31,27
95,71
72,55
54,61
20,21
9,70
100,84
407,23
411,49
110,49
10,42
102,12
385,59
40,03
134,99
228,71
40,26
17,25
18,61
23,46
9,25
1465,04
87,32
25,06
128,08
214,80
172,18
59,73
8,03
16,64
59,66
421,26
40,11
22,93
4,12
429,91
48,37
9,59
4,43
20,77
36,35
36,86

RS03200
RS03205
RS03210
RS03215
RS03220
RS03225
RS03230
RS03235
RS03240
RS03245
RS03250
RS03255
RS03260
RS03265
RS03270
RS03275
RS03280
RS03285
RS03290
RS03295
RS03300
RS03305
RS03310
RS03315
RS03320
RS03325
RS03330
RS03335
RS03340
RS03345
RS16220
RS03350
RS03355
RS03360
RS03365
RS03370
RS03375
RS03380
RS03385
RS03390
RS03395
RS03400
RS03405
RS03410
RS03415

103,93
37,35
10,22

819,21

1646,00
35,92
21,20

3,65
4,74
8,29
11,16
29,81
2,19
13,02
3,82
9,71
8,69
20,31
14,36
49,85

506,29

171,89
24,75

111,52

1322,24

162,39
76,30
13,27
33,74
11,05
20,44

6,78
16,01
2,58
7,63
45,69

106,92
28,39
21,18
38,48
31,51
42,01
46,61
12,99
49,85

322

87,97
69,07
24,82
449,79
1351,88
56,69
76,76
18,83
13,91
12,50
15,33
62,89
27,22
37,57
8,90
35,40
13,05
58,21
87,82
107,84
1119,56
190,21
52,30
40,45
1624,61
253,53
608,61
196,81
161,95
54,76
18,55
42,95
11,82
31,84
36,12
103,89
195,65
68,27
33,40
43,95
31,22
11,06
29,83
81,14
30,78

RS03420
RS03425
RS03430
RS03435
RS03440
RS03445
RS03450
RS03455
RS03460
RS03465
RS03470
RS03475
RS03480
RS503485
RS03490
RS503495
RS03500
RS03505
RS03510
RS03515
RS03520
RS03525
RS03530
RS03535
RS03540
RS03545
RS03550
RS03555
RS03560
RS03565
RS03570
RS03575
RS03580
RS503585
RS03590
RS03595
RS03600
RS03605
RS03610
RS03615
RS03620
RS03625
RS03630
RS03635
RS03640

63,71
71,92
130,99
59,93
154,71
244,17
240,38
133,00
295,63
320,49
468,33
176,87
126,12
96,96
54,54
74,25
83,26
453,90
8,51
2,02
32,55
5,22
22,78
67,45
27,19
40,62
4,65
23,59
238,87
10,93
60,25
260,76
91,39
250,54
710,43
26,40
24,83
14,09
1,89
7,47
14,81
37,38
49,79
6,65
4,69

44,67
66,95
90,69
52,03
26,09
6,29
8,89
7,16
19,09
13,01
9,24
17,16
6,99
17,97
19,99
13,42
49,06
209,89
43,69
60,11
166,95
25,35
29,19
365,52
162,27
128,63
16,02
51,59
453,86
55,93
294,23
1573,94
50,15
96,06
228,41
205,47
188,00
231,43
76,43
141,25
123,57
49,55
37,73
54,70
22,45



X. ANEXOS

Locus
(HNY42))

Acetato

Glucosa

Locus
(HNY42_)

Acetato

Glucosa

Locus
(HNY42))

Acetato

Glucosa

RS03645
RS03650
RS03655
RS03660
RS03665
RS03670
RS03675
RS03680
RS03685
RS03690
RS03695
RS03700
RS03705
RS03710
RS03715
RS03735
RS03740
RS03745
RS03750
RS03755
RS03760
RS03765
RS03770
RS03775
RS03780
RS03785
RS03790
RS03795
RS03800
RS03805
RS03810
RS03815
RS03820
RS03825
RS03830
RS03835
RS03840
RS03845
RS03850
RS03855
RS03860
RS03865
RS03870
RS03875
RS03880

3,19
4,08
12,96
18,01
9,00
39,91
71,65
64,56
12,96
34,39
5,77
17,58
1441,19
32,93
26,79
40,29
13,91
27,83
533
14,63
0,00
6,35
8,53
9,60
1,80
4,31
14,51
16,46
378,16
386,25
111,88
12,22
8,53
51,66
21,66
577,69
263,45
9,56
21,33
0,00
364,39
193,28
2911,35
726,58
1261,94

53,25
50,66
71,03
159,47
70,93
197,62
204,94
88,99
31,88
49,08
50,70
28,64
795,77
126,62
38,75
63,82
39,20
87,92
22,72
41,18
48,51
45,66
48,70
44,27
29,36
37,58
21,95
50,92
70,11
148,62
305,29
26,44
84,79
81,09
57,36
280,14
245,27
33,64
75,38
13,30
120,28
100,28
3651,99
1101,09
2849,29

RS03885
RS03890
RS03895
RS03900
RS03905
RS03910
RS03915
RS03920
RS03925
RS03930
RS03935
RS03940
RS03945
RS03950
RS03955
RS03960
RS03965
RS03970
RS03975
RS03980
RS03985
RS03990
RS03995
RS04000
RS04005
RS04010
RS04015
RS04020
RS04025
RS04030
RS04035
RS04040
RS04045
RS504050
RS04055
RS04060
RS04065
RS04075
RS04080
RS04085
RS04090
RS04095
RS04100
RS04105
RS04110

60,03
59,33
22,28
15,57
110,40
6,21
0,00
17,62
46,64
48,07
19,40
23,66
12,67
33,25
24,70
135,93
27,82
291,95
602,58
19,33
29,16
14,86
43,84
40,30
113,45
229,23
181,86
1413,14
342,23
148,33
181,51
114,23
139,78
144,22
391,91
368,21
31,84
151,36
11,63
13,49
0,00
75,98
110,12
1,06
332,53
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46,81
39,82
14,40
23,33
77,13
8,90
6,14
28,79
59,86
107,18
75,48
75,42
54,12
102,73
127,54
332,27
67,06
348,27
373,43
97,38
116,27
13,98
73,37
53,74
117,93
372,78
628,19
2599,39
423,14
36,20
746,17
148,14
208,49
155,88
368,22
844,81
22,36
426,60
38,01
73,62
35,86
167,88
220,24
14,59
70,59

RS04115
RS04125
RS04130
RS04135
RS04140
RS04145
RS04150
RS04155
RS04160
RS04165
RS04170
RS04175
RS04180
R504185
RS04190
RS04195
RS04200
RS04205
RS04210
RS04215
RS04220
RS04225
RS04230
RS04235
RS04240
RS04245
RS04250
RS04255
RS04260
RS04265
RS04270
RS04275
RS04280
R504285
RS04290
RS04295
RS04300
RS504305
RS04310
RS04315
RS04320
RS04325
RS04330
RS04335
RS04340

41,07
20,56
23,29
632,55
17,90
26,33
21,32
176,47
405,29
143,42
73,85
308,57
13,69
62,39
166,09
71,85
36,84
35,05
26,31
501,84
63,97
60,92
103,48
26,62
16,23
8234,85
70,82
89,88
18,13
28,25
28,25
16,43
36,54
150,02
64,26
1459,02
0,00
68,57
88,60
49,69
115,72
94,13
519,27
343,76
143,26

92,49
39,70
46,84
1061,74
48,79
80,01
62,77
1490,65
496,41
232,26
158,08
75,47
24,62
273,53
632,65
192,01
100,46
52,39
13,71
1049,96
146,47
127,38
258,19
108,84
40,26
8249,02
154,84
401,75
44,08
66,88
139,41
62,37
125,87
195,16
157,82
2053,93
184,33
121,01
253,16
112,93
301,29
373,71
1934,58
435,24
306,30



X. ANEXOS

Locus
(HNY42))

Acetato

Glucosa

Locus
(HNY42_)

Acetato

Glucosa

Locus
(HNY42))

Acetato

Glucosa

RS04345
RS04350
RS04355
RS04360
RS04365
RS04370
RS04375
RS04380
RS04390
RS04395
RS04400
RS04405
RS04410
RS04415
RS04420
RS04425
RS04430
RS04435
RS04440
RS04445
RS04450
RS04455
RS04460
RS04465
RS04470
RS04475
RS04480
RS04485
RS04490
RS04495
RS04500
RS04505
RS04510
RS04515
RS04520
RS04525
RS04530
RS04535
RS04540
RS04545
RS04550
RS04555
RS04560
RS04565
RS04570

6,75
3,86
21,85
9,69
24,22
28,86
49,09
75,41
271,06
29,65
82,80
102,33
1469,76
945,55
46,51
27,35
64,49
79,10
5881,12
977,25
35,68
40,33
13,28
22,38
14,95
539,91
2,29
44,78
0,00
10,16
16,28
7,35
39,80
108,17
173,17
246,00
220,02
50,31
15,40
72,11
34,91
33,00
66,70
112,02
66,25

21,30
24,07
201,11
54,06
127,71
100,96
170,87
91,30
365,82
112,17
166,69
238,37
60,18
104,11
178,80
94,48
65,24
248,63
15,31
2034,64
38,35
103,31
57,57
32,50
22,28
1018,70
43,23
87,69
54,63
86,37
35,44
28,99
67,29
146,82
178,93
280,22
55,20
104,24
212,20
652,80
69,68
53,29
160,24
601,50
283,39

RS04575
RS04580
RS04585
RS04590
RS04595
RS04600
RS04605
RS04610
RS04615
RS04620
RS04625
RS04630
RS04635
RS04640
RS04645
RS504650
RS04655
RS04660
RS04665
RS04670
RS04675
RS04680
RS04685
RS04690
RS04695
RS04700
RS04705
RS04710
RS04715
RS04720
RS04725
RS04730
RS04735
RS04740
RS04745
RS04750
RS04755
RS04760
RS04765
RS04770
RS04775
RS04780
RS04785
RS04790
RS04795

112,84
4318,38
2266,79
2919,10
52,24
23,40
55,74
26,86
26,23
8,31
15,39
13,47
3,55
30,60
18,28
14,20
9,37
7,64
33,75
114,46
9,82
21,99
215,11
128,05
1059,69
7,24
28,35
21,35
11,65
67,54
44,73
47,49
57,37
64,43
154,06
164,67
105,42
7,92
15,17
238,48
1069,33
4,72
23,33
11,60

7,12

324

398,66
7566,28
4305,21
5322,86

79,13
88,72
71,53
24,57
42,39
28,73
51,40
28,43
32,44
95,00
49,57
50,63
47,22
30,05
97,38
96,96
76,20
41,08

683,18

125,74
2353,48

7,15
85,48
79,61
33,81

194,89

176,06

159,61

82,21
133,57
187,14

65,60

94,37

71,04

162,84

518,12
1673,13

15,37

18,68

39,43

50,04

RS04800
RS04805
RS04810
RS04905
RS04910
RS04915
RS04920
RS04925
RS04930
RS04935
RS04940
RS504945
RS04950
RS504955
RS04960
RS504965
RS04970
RS04975
RS04980
RS504985
RS04990
RS504995
RS05000
RS05005
RS05010
RS05015
RS05020
RS05025
RS05030
RS05035
RS05040
RS05045
RS05050
RS05055
RS05060
RS05065
RS05070
RS05075
RS05080
RS505085
RS05090
RS05095
RS05100
RS05105
RS05110

79,16
256,45
49,81
29,43
72,52
142,96
642,61
296,28
380,21
142,97
104,73
84,85
1739,63
442,97
307,43
420,48
10,49
51,83
676,35
531,46
933,34
423,31
40,74
71,14
1400,35
35,32
19,63
45,26
197,75
343,63
78,71
183,90
424,96
473,30
482,68
13,66
34,06
103,05
43,93
37,75
22,25
36,00
23,56
54,10
54,15

154,30
421,07
155,28
278,76
438,34
503,42
1380,35
471,19
602,88
299,25
239,57
175,82
6098,38
486,27
297,32
95,70
25,44
31,08
22,33
643,83
150,87
86,96
78,76
181,49
1716,80
60,52
42,55
45,88
127,80
177,14
127,59
582,02
652,65
688,73
796,52
34,19
50,67
328,02
118,29
161,33
109,06
104,14
89,40
81,67
229,29



X. ANEXOS

(;13;:;_) Acetato  Glucosa (;13;:;_) Acetato  Glucosa (;13;:;_) Acetato Glucosa
RS05115 85,92 257,27 | RS05340 49,39 69,15 | RS05565 29,16 54,42
RS05120 13,04 16,72 | RS05345 11,79 27,11 | RS05570 45,01 132,79
RS05125 99,10 284,29 | RS05350 30,96 43,68 | RS05575 4,78 10,25
RS05130 16,31 60,23 | RS05355 122,09 214,45 | RS05580 32,74 353,90
RS05135 1,28 42,44 | RS05360 17,60 33,96 | RS05585 8,74 106,27
RS05140 810,39 567,42 | RS05365 4,18 32,33 | RS05590 119,69 328,13
RS05145 5599,97 3961,81 | RS05370 3,96 83,88 | RS05595 248,96 245,40
RS05150 825,31 1144,37 | RS05375 15,45 263,09 | RS05600 12,75 58,78
RS05155 7,12 25,49 | RS05380 53,14 238,58 | RS05605 28,64 112,56
RS05160 35,56 151,05 | RS05385 52,73 126,18 | RS05610 8,97 59,19
RS05165 47,99 147,40 | RS05390 94,15 245,90 | RS05615 10,87 25,75
RS05170 223,06 164,75 | RS05395 73,90 120,30 | RS05620 8,13 29,69
RS05175 23,33 18,04 | RS05400 68,64 98,99 | RS05625 18,85 48,45
RS05180 15,95 15,81 | RS05405 4,98 50,16 | RS05630 7,89 26,47
RS05185 75,49 188,93 | RS05410 7,69 17,18 | RS05635 14,54 46,36
RS05190 152,27 22,99 | RS05415 15,76 11,44 | RS05640 56,76 80,34
RS05195 20,91 99,57 | RS05420 1,08 17,84 | RS05645 21,84 34,94
RS05200 153,95 261,12 | RS05425 6,20 57,02 | RS05650 574,07 472,77
RS05205 100,26 78,17 | RS05430 4,92 36,07 | RS05655 305,92 382,61
RS05210 64,52 74,28 | RS05435 4,02 50,98 | RS05660  2355,99 442,96
RS05215 55,02 146,14 | RS05440 66,21 325,63 | RS05665  3553,92 871,41
RS05220 62,91 105,56 | RS05445 66,97 145,44 | RS05670 1147,59 231,51
RS05225 756,82 1739,63 | RS05450 25,89 174,12 | RS05675 35,14 25,06
RS05230 66,90 166,25 | RS05455 21,42 238,46 | RS05680 32,90 34,57
RS05235 25,80 63,02 | RS05460 28,75 131,49 | RS05685 15,16 46,94
RS05240 19,13 40,08 | RS05465 13,93 35,76 | RS05690 6,71 10,05
RS05245 0,00 25,01 | RS05470 23,07 97,87 | RS05695 17,77 26,68
RS05250 4,96 26,11 | RS05475 27,41 25,72 | RS05700 43,64 96,87
RS05255 40,68 80,41 | RS05480 88,55 32,16 | RS05705 5,15 23,43
RS05260 99,35 170,81 | RS05485 58,26 74,70 | RS05710 4,82 28,71
RS05265 25,06 104,79 | RS05490 28,63 64,89 | RS05715 20,42 174,30
RS05270 41,56 68,83 | RS05495 8,90 25,18 | RS05720 26,53 80,87
RS05275 31,69 41,09 | RS05500 11,95 43,78 | RS05725 35,17 102,46
RS05280 40,29 37,83 | RS05505 23,31 71,46 | RS05730 41,44 36,96
RS05285 23,50 47,29 | RS05510 7,82 29,73 | RS05735 99,26 130,04
RS05290 10,66 15,48 | RS05515 69,69 139,01 | RS05740 94,41 106,62
RS05295 23,43 84,07 | RS05520 39,17 69,78 | RS05745 12,47 28,05
RS05300 25,16 58,52 | RS05525 29,85 62,57 | RS05750 16,31 83,01
RS05305 14,82 99,50 | RS05530 20,20 55,58 | RS05755 14,69 52,66
RS05310 916,24 6496,62 | RS05535 0,98 11,58 | RS05760 15,80 58,29
RS05315 63,25 86,76 | RS05540 22,58 48,05 | RS05765 20,05 61,32
RS05320 68,71 1030,21 | RS05545 36,07 111,89 | RS05770 17,59 85,84
RS05325 27,46 347,71 | RS05550 98,89 436,65 | RS05775 68,56 199,07
RS05330 350,37 92,20 | RS05555 22,63 79,32 | RS05780 281,08 733,60
RS05335 58,69 76,70 | RS05560 9,83 97,13 | RS05785 58,97 143,96
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X. ANEXOS

(;13;:;_) Acetato  Glucosa (;13;:;_) Acetato  Glucosa (;13;:;_) Acetato Glucosa

RS05790 175,89 222,02 | RS06025 102,21 253,82 | RS06250 1583,14 426,73
RS05795 70,39 155,04 | RS06030 108,20 156,03 | RS06255 16644,50 1830,34
RS05800 187,69 131,26 | RS06035 32,81 115,47 | RS06260 55,74 73,85
RS05805 70,46 91,84 | RS06040 82,37 218,85 | RS06265 76,61 98,82
RS05810 19,17 40,49 | RS06045 453,18 710,56 | RS06270 25,44 45,43
RS05815 35,60 96,99 | RS06050 167,76 154,31 | RS06275 28,48 66,65
RS05820 49,07 104,09 | RS06055 37,29 54,77 | RS06280 36,79 133,94
RS05825 29,78 147,57 | RS06060 6,13 25,27 | RS06285 44,47 108,45
RS05830 11,00 43,21 | RS06065 84,73 130,00 | RS06290 354,45 171,05
RS05835 20,21 63,78 | RS06070 24,62 34,82 | RS06295 63,10 76,95
RS05840 20,16 97,26 | RS06075 15,95 4,98 | RS06300 28,24 53,82
RS05855 54,51 169,69 | RS06080 7,30 29,79 | RS06305 1248,34 1655,81
RS05860 152,85 200,49 | RS06085 31,59 25,39 | RS06310 27,67 99,50
RS05865 92,89 152,59 | RS06090 41,66 45,02 | RS06315 909,96 1440,74
RS05870 64,51 118,18 | RS06095 9,45 17,41 | RS06320 57,91 138,85
RS05875 66,59 78,46 | RS06100 3,92 6,86 | RS06325 38,70 124,69
RS05880 25,67 47,38 | RS06105 3,18 21,83 | RS06330 11,21 37,03
RS05885 16,37 35,45 | RS06110 91,61 66,79 | RS06335 156,10 261,88
RS05890 9,16 22,95 | RS06115 109,23 122,53 | RS06340 54,81 112,40
RS05895 45,63 104,08 | RS06120 213,13 184,26 | RS06345 88,52 342,32
RS05900 90,49 177,22 | RS06125 40,82 50,50 | RS06350 210,80 609,05
RS05905 289,49 742,79 | RS06130 12,91 28,56 | RS06355 178,91 393,90
RS05910 4,28 14,38 | RS06135 103,69 79,18 | RS06360 15,54 116,84
RS05915 4,16 10,40 | RS06140 52,52 48,41 | RS06365 985,65 1083,00
RS05920 51,28 715,37 | RS06145 30,42 22,30 | RS06370 54,62 155,73
RS05925 7,22 26,28 | RS06150 47,46 21,24 | RS06375 7,13 14,76
RS05930 5,42 40,03 | RS06155 13,95 10,79 | RS06380 1758,62 189,14
RS05935 0,00 18,54 | RS06160 11,57 18,75 | RS06385 32,69 342,23
RS05940 14,25 56,40 | RS06165 35,98 41,74 | RS06390 446,56 1952,03
RS05945 268,21 137,02 | RS06170 44,25 28,70 | RS06395 102,08 173,93
RS05950 83,63 614,23 | RS06175 313,72 131,75 | RS06400 70,86 76,71
RS05955 34,89 238,78 | RS06180 3,28 69,51 | RS06405 18,17 28,07
RS05960 74,72 72,64 | RS06185 7,44 38,84 | RS06410 6,10 6,43
RS05965 84,21 41,18 | RS06190 2,30 25,60 | RS06415 32,84 109,20
RS05970 5,56 33,34 | RS06195 1,78 53,95 | RS06420 46,93 290,20
RS05975 20,93 72,11 | RS06200 8,43 56,78 | RS06425 112,17 364,65
RS05980 17,67 39,42 | RS06205 7,27 44,41 | RS06430 38,80 123,61
RS05985 8,20 13,76 | RS06210 52,02 83,20 | RS06435 41,29 157,89
RS05990 38,23 80,21 | RS06215 30,23 53,77 | RS06440 10,71 13,12
RS05995 2,47 61,38 | RS06220 36,78 44,01 | RS06445 15,39 61,00
RS06000 0,00 19,78 | RS06225 83,14 124,57 | RS064.50 15,57 95,86
RS06005 69,43 105,03 | RS06230 21,39 83,16 | RS06455 426,56 309,83
RS06010 89,42 84,56 | RS06235 11,76 26,65 | RS06460 42486,51 12699,43
RS06015 82,92 134,25 | RS06240 259,64 355,96 | RS06465 79768,18 38362,22
RS06020 159,77 306,04 | RS06245 2058,93 1793,62 | RS06470 217,01 226,47
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X. ANEXOS

Locus
(HNY42))

Acetato

Glucosa

Locus
(HNY42_)

Acetato

Glucosa

Acetato

Glucosa

RS06475
RS06480
RS06485
RS06490
RS06495
RS06500
RS06505
RS06510
RS06515
RS06520
RS06525
RS06530
RS06535
RS06540
RS06545
RS06550
RS06555
RS06560
RS06565
RS06570
RS06575
RS06580
RS06585
RS06590
RS06595
RS06600
RS06605
RS06610
RS06615
RS06620
RS06625
RS06630
RS06635
RS06640
RS06645
RS06650
RS06655
RS06660
RS06665
RS06670
RS06675
RS06680
RS06685
RS06690
RS06695

618,78
5,89
14,82
5,77
23,83
38,95
44,95
24,22
24,30
4,45
80,57
93,76
73,00
28,29
69,57
45,39
23,15
76,27
51,32
142,55
19,80
38,88
15,29
58,50
42,11
139,05
123,35
36,90
14,53
25,59
12,78
10,04
23,13
19,31
33,37
25,37
22,68
4,81
13,02
23,44
11,26
35,32
8,05
445,83
105,75

2572,82
64,13
92,28
37,40
63,32
98,08

168,14
93,06
65,87
38,23

108,66

113,92

183,25

166,24

134,99
66,24
84,38
66,38
45,82

444,65
58,77
46,10
65,50

144,32

103,13

110,30

1543,01
66,11
30,92
67,49
36,99
37,85

118,67
32,41
65,22
45,99
64,04
35,80
22,96
39,09
26,13
44,76
16,14

398,74
54,14

RS06700
RS06705
RS06710
RS06715
RS06720
RS06725
RS06730
RS06735
RS06740
RS06745
RS06750
RS06755
RS06760
RS06765
RS06770
RS06775
RS06780
RS06785
RS06790
RS06795
RS06800
RS06805
RS06810
RS06815
RS06820
RS06825
RS06830
RS06835
RS06840
RS06845
RS06850
RS06855
RS06860
RS06865
RS06870
RS06875
RS06880
RS506885
RS06890
RS06895
RS06900
RS06905
RS06910
RS06915
RS06920

28,51
40,91
21,04
12,06
18,69
23,66
1,65
11,49
3,18
1,73
49,41
29,58
9,67
357,41
246,08
254,74
13,62
9,05
3,82
9,95
21,25
45,58
14,72
0,00
305,90
10,46
12,46
12,73
669,69
325,45
182,27
3,45
3,76
0,00
92,30
11,24
98,38
10,31
13,14
20,61
139,43
32,49
68,85
31,00
417,70

327

58,05
54,32
53,61
43,57
63,16
81,28
20,19
69,20
29,54
5,77
94,19
53,17
27,05
111,01
73,14
165,63
33,76
37,49
38,38
55,28
40,45
89,67
35,00
2,76
370,39
38,57
20,81
11,18
138,46
77,23
59,55
12,81
4,79
15,72
117,27
32,50
376,00
63,67
20,61
54,50
267,96
127,47
577,32
145,92
357,50

RS06925
RS06930
RS06935
RS06940
RS06945
RS06950
RS06955
RS06960
RS506965
RS06970
RS06975
RS06980
RS06985
RS06990
RS06995
RS07000
RS07005
RS07010
RS07015
RS07020
RS07025
RS07030
RS07035
RS07040
RS07045
RS07050
RS07055
RS07060
RS07065
RS07070
RS07075
RS07080
RS07085
RS07090
RS07095
RS07100
RS07105
RS07110
RS07115
RS07120
RS07125
RS07130
RS07135
RS07140
RS07145

10,49
4,38
47,38
35,86
18,15
155,83
14,49
11,10
12,01
194,01
50,23
0,00
63,36
26,71
67,41
46,00
147,48
1133,03
143,27
312,95
6554,77
14,63
556,56
45,07
28,99
2,64
58,72
0,00
14,04
7,20
27,57
30,23
16,45
3,58
20,57
6,22
5,20
79,15
68,60
2995,00
3204,52
567,80
331,95
57,30
12,46

108,61
57,51
112,59
81,19
36,57
93,84
46,27
25,79
22,61
133,25
25,92
2,27
58,20
24,09
115,04
72,94
97,91
736,46
33,65
102,64
1129,21
52,09
178,40
109,31
71,30
8,06
90,50
40,85
120,72
86,84
102,38
35,23
59,97
13,23
63,84
21,75
58,13
101,33
164,38
4230,78
6589,68
151,60
263,95
60,11
17,85



X. ANEXOS

(;13;:;_) Acetato  Glucosa (;13;:;_) Acetato  Glucosa (;13;:;_) Acetato Glucosa
RS07150 2,62 10,97 | RS07375 262,83 146,08 | RS07600 19,85 23,16
RS07155 7,63 44,45 | RS07380 52,90 46,51 | RS07605 113,49 102,97
RS07160 326,54 108,69 | RS07385 95,02 101,76 | RS07610 763,61 814,12
RS07165 225,62 409,93 | RS07390 28,74 36,67 | RS07615 261,38 241,90
RS07170 16,53 36,97 | RS07395 29,71 80,04 | RS07620 112,85 117,33
RS07175 35,42 47,42 | RS07400 58,05 57,00 | RS07625 158,84 222,34
RS07180 6,02 23,84 | RS07405 17,59 41,90 | RS07630 857,38 327,74
RS07185 27,40 110,39 | RS07410 54,88 96,00 | RS07635 3,03 5,45
RS07190 11,50 25,99 | RS07415 12,46 79,57 | RS07640 8,84 7,31
RS07195 0,00 2,58 | RS07420 10,74 72,54 | RS07645 6,68 17,21
RS07200 17,72 25,13 | RS07425 27,62 89,93 | RS07650 11,08 29,08
RS07205 3,55 8,57 | RS07430 12,66 81,53 | RS07655 449,87 94,26
RS07210 42,20 115,93 | RS07435 98,99 110,28 | RS07660 46,23 75,64
RS07215 25,82 45,23 | RS07440 1023,54 1078,07 | RS07665 229,42 565,06
RS07220 75,33 140,20 | RS07445 377,02 252,35 | RS07670 74,46 148,98
RS07225 165,22 374,27 | RS07450 54,38 17,91 | RS07675  4898,78 6096,05
RS07230 160,38 284,98 | RS07455 16,28 21,45 | RS07680 335,20 299,54
RS07235 114,19 143,03 | RS07460 8,29 241,70 | RS07685 426,90 486,18
RS07240 18,40 98,72 | RS07465 13,00 187,18 | RS07690 1399,52 1353,54
RS07245 177,12 416,44 | RS07470 134,19 865,99 | RS07695 202,66 217,83
RS07250 182,90 367,62 | RS07475 48,93 689,39 | RS07700 59,54 61,82
RS07255 9,33 18,75 | RS07480 3,66 30,17 | RS07705 55,88 79,69
RS07260 31,63 42,55 | RS07485 40,11 60,45 | RS07710 123,52 142,47
RS07265 10,88 33,44 | RS07490 11,50 28,99 | RS07715 71,23 170,12
RS07270 43,78 114,24 | RS07495 19,08 55,25 | RS07720 14,14 34,28
RS16225 28,22 17,88 | RS07500 4,77 25,11 | RS07725 24,16 51,75
RS07280 54,59 87,73 | RS07505 0,00 8,96 | RS07730 40,33 218,15
RS07285 74,01 56,53 | RS07510 2,24 27,92 | RS07735 6,49 23,38
RS07290 20,48 14,23 | RS07515 8,36 72,82 | RS07740 0,00 15,92
RS07295 10,12 23,42 | RS07520 196,54 181,56 | RS07745 0,00 20,19
RS07300 7,26 12,14 | RS07525 614,60 900,16 | RS07750 3,16 11,30
RS07305 52,90 75,35 | RS07530 14,58 89,65 | RS07755 6,26 8,75
RS07310 67,40 66,26 | RS07535 5,13 107,15 | RS07760 52,37 194,67
RS07315 59,71 63,01 | RS07540 7,12 36,29 | RS07765 17,78 102,80
RS07320 38,83 53,37 | RS07545 74,15 258,64 | RS07770 11,12 130,07
RS07325 20,46 52,99 | RS07550 237,64 357,73 | RS07775 56,58 165,01
RS07330 19,02 76,10 | RS07555 105,00 100,55 | RS07780 22,25 72,61
RS07335 11,68 27,51 | RS07560 621,96 230,37 | RS07785 65,44 180,24
RS07340 53,07 289,34 | RS07565 12,33 22,44 | RS07790 62,67 160,28
RS07345 7,70 30,12 | RS07570 17,90 101,45 | RS07795 7,45 41,37
RS07350 27,51 28,02 | RS07575 36,56 146,55 | RS07800 67,11 860,06
RS07355 23,98 46,67 | RS07580 11,10 91,37 | RS07805 48,39 599,64
RS07360 97,81 243,05 | RS07585 48,37 309,27 | RS07810 12,84 35,98
RS07365 446,51 1395,78 | RS07590 40,98 255,64 | RS07815 38,59 83,72
RS07370 130,85 565,13 | RS07595 38,80 35,80 | RS07820 643,98 485,82
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Locus
(HNY42))

Acetato

Glucosa

Locus
(HNY42_)

Acetato

Glucosa

Locus
(HNY42))

Acetato

Glucosa

RS07825
RS07830
RS07835
RS07840
RS07845
RS07850
RS07855
RS07860
RS07865
RS07870
RS07875
RS07880
RS07885
RS07890
RS07895
RS07900
RS07905
RS07910
RS07915
RS07920
RS07925
RS07930
RS07935
RS07945
RS07950
RS07955
RS07960
RS07965
RS07970
RS07975
RS07980
RS07985
RS07990
RS07995
RS08005
RS08010
RS08015
RS08020
RS08025
RS08030
RS08035
RS08040
RS08045
RS08050
RS08055

478,09
132,90
131,78
124,13
42,84
7,24
3,61
19,60
9,28
14,29
20,06
32,62
16,52
30,94
474,65
677,05
275,32
479,40
18,40
9,65
46,66
21,42
20,70
50,91
7,36
29,94
7,86
3,14
13,77
312,94
23,13
37,44
201,07
102,55
98,73
173,37
114,94
32,27
10,99
37,85
135,25
71,13
93,75
36,49
14,13

551,15
146,08
264,45
96,63
108,16
12,54
6,79
26,21
15,31
40,00
46,22
47,94
24,31
85,72
168,13
536,35
303,68
567,52
55,28
53,55
111,73
54,68
211,25
56,78
21,30
74,15
4,03
5,07
28,15
4,17
7,25
21,49
42,21
59,84
158,33
53,13
186,96
39,36
23,62
16,83
75,61
76,69
116,13
83,65
38,94

RS08060
RS08065
RS08070
RS08075
RS08080
RS08085
RS08090
RS08095
RS08100
RS08105
RS08110
RS08115
RS08120
RS08125
RS08130
RS08135
RS08140
RS08145
RS08150
RS08155
RS08160
RS08165
RS08170
RS08175
RS08180
RS508185
RS08190
RS08195
RS08200
RS08205
RS08210
RS08215
RS08220
RS08225
RS08230
RS08235
RS08240
RS08245
RS08250
RS08255
RS08260
RS08265
RS08270
RS08275
RS08280

7,01
6,59
5,70
25,79
126,49
108,15
70,23
108,10
46,47
66,83
7,98
27,95
17,34
17372,54
2697,78
103716,68
72035,46
69,08
27,81
15,66
62,97
141,07
89,48
308,05
174,70
45,73
35,97
1,36
6,31
3,25
3,05
1,73
0,00
342,22
34,35
13,27
87,52
30,52
388,20
77,46
171,86
7,50
2,33
3,27
0,00

329

16,30
13,33
12,44
47,34
1027,28
66,65
254,81
294,54
170,31
385,60
125,55
245,75
64,13
2071,34
689,14
22505,53
23093,51
90,19
49,46
28,36
54,00
107,89
137,50
662,63
294,68
143,19
114,31
39,36
18,16
18,79
86,79
9,49
6,86
574,27
141,35
106,38
99,78
57,19
179,78
103,99
556,73
23,17
16,67
10,31
17,65

RS08285
RS08290
RS08295
RS08300
RS08305
RS08310
RS08315
RS08320
RS08325
RS08330
RS08335
RS08340
RS08345
RS08350
RS08355
RS08360
RS08365
RS08370
RS08375
RS08380
RS08385
RS08390
RS08395
RS08400
RS08405
RS16230
RS16235
RS08415
RS08420
RS508425
RS08430
RS508435
RS08440
RS508445
RS08450
RS508455
RS08460
RS508465
RS08470
RS08475
RS08480
R508485
RS08490
RS508495
RS08500

0,00
0,00
0,00
1,93
44,28
38,20
42,59
12,00
36,54
28,72
107,64
32,33
83,29
223,51
24,54
178,08
176,89
88,15
26,59
32,26
6,83
31,72
47,67
48,41
77,12
9,30
1,54
0,00
10,87
12,51
67,32
16,07
11,78
2,88
96,63
19,00
27,15
31,23
77,88
186,09
7,39
36,88
851,31
12707,46
31422,71

0,00
3,09
15,23
25,64
32,96
39,39
70,31
32,64
33,51
58,89
253,61
109,48
264,97
605,50
86,92
82,67
198,20
57,76
50,42
39,63
1,46
48,49
45,89
49,32
233,00
1,87
15,84
16,54
75,90
13,71
165,90
31,36
57,71
43,30
32,00
48,16
38,90
52,27
265,22
233,61
19,16
118,85
559,25
4066,63
6031,84
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Locus
(HNY42))

Acetato

Glucosa

Locus
(HNY42_)

Acetato

Glucosa

Locus
(HNY42))

Acetato

Glucosa

RS08505
RS08510
RS08515
RS08520
RS08525
RS08530
RS08535
RS08540
RS08545
RS08550
RS08555
RS08560
RS08565
RS08570
RS08575
RS08580
RS08585
RS08590
RS08595
RS08600
RS08605
RS08610
RS08615
RS08620
RS08625
RS08635
RS08640
RS08645
RS08650
RS08655
RS08660
RS08665
RS08670
RS08675
RS08680
RS08685
RS08690
RS08695
RS08700
RS08705
RS08710
RS08715
RS08720
RS08725
RS08730

7,56
12,72
8,46
4,79
3,45
14,99
6,94
2229,12
310,89
23,25
55,63
49,23
260,67
3687,94
4597,15
6771,48
33,15
21,90
28,24
64,58
47,56
48,85
56,23
200,89
504,40
42,93
475,54
68,81
56,60
52,10
61,17
34,43
3628,56
705,07
6988,01
16,22
15,22
2402,42
12,10
24,44
24,12
3,89
54,57
19,48
3,59

48,79
70,48
51,46
23,53
12,02
26,35
62,59
2589,07
314,78
26,16
78,39
43,60
264,92
241,97
480,67
1126,99
86,42
38,35
66,69
38,22
35,36
113,43
99,30
240,89
386,98
176,98
753,75
143,81
99,70
50,95
88,99
50,07
5056,79
748,53
7052,59
83,89
87,11
3055,61
42,75
53,27
60,06
26,76
102,77
11,03
14,02

RS08735
RS08740
RS16240
RS08750
RS08755
RS08760
RS08765
RS08770
RS08775
RS08780
RS08785
RS08790
RS08795
RS08800
RS08805
RS08810
RS08815
RS08820
RS08825
RS08830
RS08835
RS08840
RS08850
RS08855
RS08860
RS508865
RS08870
RS08875
RS16245
RS08880
RS08885
RS08890
RS08895
RS08900
RS08905
RS08910
RS08915
RS08920
RS08925
RS08930
RS08935
RS08940
RS08945
RS508950
RS08955

63,95
33,46
9,81
24,88
10,81
8,86
30,41
10,33
5,69
16,42
9,19
130,37
138,94
145,64
22,25
18,56
592
5,06
130,47
86,20
65,84
11,55
15,44
9,50
1,90
6,64
17,18
19,10
0,00
13,33
13,15
11,45
48,29
61,42
2,54
8,09
12,63
1540,06
321,59
40,50
17,48
7,86
8,11
23,13
3,63

330

36,44
21,71
19,63
26,34
22,62
36,29
88,32
85,65
13,73
65,76
30,58
93,27
226,91
235,53
52,01
12,31
11,22
16,38
97,77
38,25
45,17
19,41
35,72
27,06
66,95
7,88
120,88
5,87
3,48
3,71
26,65
21,59
90,48
63,86
20,87
16,85
18,86
1569,41
509,82
50,31
70,79
35,52
33,15
44,20
30,14

RS08960
RS08965
RS08970
RS08975
RS08980
RS08985
RS08990
RS08995
RS09000
RS09005
RS09010
RS09015
RS09020
RS509025
RS09030
RS09035
RS09040
RS09045
RS09050
RS09055
RS09060
RS509065
RS09070
RS09075
RS09080
RS509085
RS09090
RS509095
RS09100
RS509105
RS09110
RS09115
RS09120
RS09125
RS09130
RS09135
RS16250
RS16255
RS09145
RS509150
RS09155
RS09160
RS09165
RS09170
RS09175

2,98
5,57
32,01
194,95
25,79
36,59
24,53
6,65
12,81
17,26
2,09
13,95
56,10
45,49
816,75
59,32
96,61
1677,90
7,71
120,93
42,69
36,37
32,88
38,50
20,25
4,41
12,68
0,00
57,91
41,65
5,97
4,22
14,02
6,91
7154,29
32,23
28,73
71,66
88,51
1776,04
86,30
25,63
58,61
33,99
12,97

24,68
14,48
57,10
265,48
250,75
391,41
50,60
116,12
10,86
26,44
17,99
48,22
114,19
158,35
1349,36
204,44
326,20
1163,76
25,33
147,63
4,63
11,98
47,72
15,81
20,76
28,53
14,17
10,75
144,40
132,39
39,65
19,02
43,99
34,00
2574,88
157,46
56,91
124,97
153,19
1105,75
126,75
83,40
179,09
389,67
136,94
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Locus
(HNY42))

Acetato

Glucosa

Locus
(HNY42_)

Acetato

Glucosa

Locus
(HNY42))

Acetato

Glucosa

RS09180
RS09185
RS09190
RS09195
RS09200
RS09205
RS09210
RS09215
RS09220
RS09225
RS09230
RS09235
RS09240
RS09245
RS09250
RS09255
RS09260
RS09265
RS09270
RS09275
RS09280
RS09285
RS09290
RS09295
RS09300
RS09305
RS09310
RS09315
RS09320
RS09325
RS09330
RS09335
RS09340
RS09345
RS09350
RS09355
RS09360
RS16260
RS16265
RS09370
RS09375
RS09380
RS09385
RS09390
RS09395

14,69
253,23
717,68
100,23

22,05

53,17

91,39
201,26

33,58
483,94
133,85

17,72

66,16

48,68

46,82
451,34

46,62

33,92

2,89

70,80

163,98

56555,93
2599,91
239,93
399,37
405,70

68,54

21,46

46,62

15,97
153,88

4,00
5,85
24,56
3,85
18,08
2,75
112,57
172,32

17,23

51,40
116,96

48,66

22,90

13,56

128,42
404,13
876,15
471,57
233,87
74,97
121,27
313,57
14,20
848,80
250,68
189,06
157,48
223,71
89,01
342,30
188,18
175,35
55,08
237,36
322,76
13045,55
4829,71
390,97
432,04
268,77
195,22
148,77
171,59
13,93
342,92
9,20
2,24
72,16
22,37
14,75
18,50
147,82
302,16
33,93
170,35
287,16
213,75
61,40
41,42

RS09400
RS09405
RS09410
RS09415
RS09420
RS09425
RS09430
RS09435
RS09440
RS09445
RS09450
RS09455
RS09460
RS509465
RS09470
RS09475
RS09480
R509485
RS09490
RS509495
RS09500
RS09505
RS09510
RS09515
RS09520
RS09525
RS09530
RS16270
RS09535
RS509540
RS09545
RS09550
RS09555
RS509560
RS09565
RS09570
RS09575
RS509580
RS09585
RS509590
RS09595
RS09600
RS09605
RS09610
RS09615

107,57
31,39
7,11
11,83
18,01
15,86
15,32
24,76
79,89
0,00
4,89
0,00
13,70
8,83
20,05
22,35
34,93
101,18
4,39
782,72
394,90
3071,35
1389,69
7,17
46,95
24,98
3,43
99,06
42,54
73,08
1639,25
2353,43
30,71
49,30
451,71
41,82
57,78
12,11
8,09
17,47
2,83
24,06
42,44
76,81
23,21

331

128,88
54,99
23,87
24,64
12,54
34,10
30,26
14,19

166,24
12,28

9,35
5,32
87,36
78,47
25,16
23,12
40,60
153,03
4,16
1269,33
480,61
2115,45
1657,73
45,98

150,45
98,23
25,72

128,15
44,91

115,98

379,13

791,04

142,60

111,60

917,11

133,95

264,58
48,46
18,86
24,45

4,68
21,44
46,52

220,65

42,99

RS09620
RS09625
RS09630
RS09635
RS09640
RS09645
RS09650
RS09655
RS09660
RS09665
RS09670
RS09675
RS09680
RS509685
RS09690
RS509695
RS09700
RS09705
RS09710
RS09715
RS09720
RS09725
RS09730
RS09735
RS09740
RS09745
RS09750
RS09755
RS09760
RS509765
RS09770
RS09775
RS09780
RS509785
RS09790
RS09795
RS09800
RS509805
RS09810
RS509815
RS09820
RS509825
RS09830
RS509835
RS09840

46,97
1,10
18,35
91,03
48,22
14,54
72,67
44,81
104,76
150,61
167,78
41,22
4,03
36,18
37,35
47,14
136,68
3012,05
497,25
118,22
86,20
86,11
92,45
274,93
89,20
259,07
435,33
24,83
6,42
16,93
16,21
5,76
87,88
16,51
396,61
99,64
131,60
20,33
174,07
45,42
38,99
208,02
44,90
3462,76
1030,38

68,05
3,57
18,40
109,34
165,05
100,59
211,07
111,49
164,91
166,87
199,80
649,48
184,61
441,97
222,57
214,19
656,76
4400,60
593,09
190,87
151,52
249,85
201,81
797,95
175,29
481,42
645,15
252,53
69,47
11,92
38,39
37,80
45,79
124,89
393,10
69,01
181,83
8,18
103,44
74,49
54,05
722,73
99,32
6970,04
748,60
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Locus
(HNY42))

Acetato

Glucosa

Locus
(HNY42_)

Acetato

Glucosa

Locus
(HNY42))

Acetato

Glucosa

RS09845
RS09850
RS09855
RS09860
RS09865
RS09870
RS09875
RS09880
RS09885
RS09890
RS09895
RS09900
RS09905
RS09910
RS09915
RS09920
RS09925
RS09930
RS09935
RS09940
RS09945
RS09950
RS09955
RS09960
RS09965
RS09970
RS09975
RS09980
RS09985
RS09990
RS09995
RS10000
RS10005
RS10010
RS10015
RS10020
RS10025
RS10030
RS10035
RS10040
RS10045
RS10050
RS10055
RS10060
RS10065

340,55
740,82
897,21
147,56
131,45
105,59
66,60
116,17
107,27
141,80
148,43
74,32
45,11
650,39
157,15
1671,92
283,25
339,24
299,64
36,70
1221,87
99,71
21,89
23,82
20,62
57,94
44,73
13,35
4722,71
1331,64
394,38
760,54
352,62
412,06
242,16
486,05
677,47
42,23
222,57
16,55
6,10
5,24
18,70
90,12
24,08

2262,91
928,15
1428,98
485,61
418,49
419,29
128,82
232,79
466,01
123,72
1272,75
119,41
90,64
2598,79
270,55
1568,40
134,90
600,51
287,14
223,92
1638,97
171,06
58,52
55,97
83,91
191,88
125,39
53,20
4493,46
2362,80
184,01
1011,11
259,35
398,65
338,19
324,49
412,51
140,01
530,74
25,96
33,26
13,16
60,22
198,37
101,54

RS10070
RS10075
RS10080
RS10085
RS10090
RS10095
RS10100
RS10105
RS10110
RS10115
RS10120
RS16275
RS16280
RS10130
RS10135
RS10140
RS10145
RS10150
RS10155
RS10160
RS10165
RS10170
RS10175
RS10180
RS10185
RS10190
RS10195
RS10200
RS10205
RS10210
RS10215
RS10220
RS10225
RS10230
RS10235
RS10240
RS10245
RS10250
RS10255
RS10260
RS10265
RS10270
RS10275
RS10280
RS10285

0,70
10,23
21,85
24,85

7,20

1,39

107,36
179,38

0,00
13,06
74,97

576,76
342,11
360,09
77,49
17,89
70,52
148,87
33,75
469,24
52,52
1720,51
4260,00
124,84
238,36
48,98

5,66
22,89
92,70
82,37
33,39

201,15
439,05
1187,88
667,63
24,78
26,30
377,93
337,65
54,23
18,04
62,80
117,77
72,53
53,37

332

1,26
42,87
61,10

115,89
21,57
7,20
335,64
152,22
12,81
33,22
249,35
124,46
115,03
76,66
35,31
28,93
123,95
256,49
101,27
553,13
104,22
334,45
4020,67
70,09
208,12
84,90
31,01
24,03
56,90
130,55
3,17
294,63
735,10
1820,66
1948,25
226,48
80,93
563,72
668,19
383,63
80,70
257,13
227,95
178,25
123,34

RS10290
RS10295
RS10300
RS10305
RS10310
RS10315
RS10320
RS10325
RS10335
RS10340
RS10345
RS510350
RS10355
RS10360
RS10365
RS10370
RS10375
RS516285
RS10380
RS510385
RS10390
RS510395
RS10400
RS510405
RS10410
RS10415
RS10420
RS10425
RS10430
RS10440
RS10445
RS510450
RS10455
RS10460
RS10465
RS10470
RS10475
RS10480
RS10485
RS10490
RS10495
RS510500
RS10505
RS10510
RS10515

113,65
82,80
13,56
55,19
67,33

185,02

280,96

238,09
44,27

4,36
32,20
4,49

324,28

328,49
84,98
36,44
69,81

2002,76

668,38

216,66

131,92
24,98
46,87
25,66
50,92
24,89

136,66

112,41
32,28

0,00
57,35
31,79

4,06
33,69
41,78
17,73
19,90
67,37

152,70
42,31
74,98
42,84

8,30
18,82
45,25

129,76
223,67
68,91
82,53
43,91
66,43
92,41
91,21
31,49
21,02
63,30
3,28
38,06
33,38
390,76
298,47
36,92
14,04
49,51
109,06
74,97
31,99
62,66
26,54
112,31
37,04
126,17
324,78
172,42
24,39
83,46
42,69
113,90
322,69
58,07
33,77
24,07
67,87
232,98
73,45
242,58
101,09
30,84
78,23
61,63



X. ANEXOS

Locus
(HNY42))

Acetato

Glucosa

Locus
(HNY42_)

Acetato

Glucosa

Locus
(HNY42))

Acetato

Glucosa

RS10520
RS10525
RS10530
RS10535
RS10540
RS10545
RS10550
RS10555
RS10560
RS10565
RS10570
RS10575
RS10580
RS10585
RS10590
RS10595
RS10600
RS10605
RS10610
RS10615
RS10620
RS10625
RS10630
RS10635
RS10640
RS10645
RS10650
RS10655
RS10660
RS10665
RS10670
RS10675
RS10680
RS10685
RS10690
RS10695
RS10700
RS10705
RS10710
RS10715
RS10720
RS10725
RS10730
RS10735
RS10740

3511
34,88
401,13
47,74
938,70
1363,36
12,08
60,35
28,50
345,65
3,03
22,41
14,78
150,58
106,61
44,90
49,07
49,86
54,49
35,67
61,30
79,39
6,26
24,02
19,50
14,55
22,04
3,27
5,83
8,20
17,26
5,87
401,34
111,69
22,27
9,90
10,14
17,62
119,71
59,41
234,69
874,04
460,12
223,98
30,76

81,47
51,63
526,75
28,15
140,59
180,96
23,30
120,73
45,52
641,55
9,00
24,85
37,25
337,97
237,40
84,08
22,65
88,30
131,33
54,84
72,48
372,39
79,63
184,33
59,93
53,24
55,54
17,42
16,71
14,67
50,13
129,20
605,23
337,52
163,50
109,90
79,79
61,00
336,96
440,60
307,26
1078,21
688,42
153,14
70,25

RS10745
RS10750
RS10755
RS10760
RS10765
RS10770
RS10775
RS10780
RS10785
RS10790
RS10795
RS10800
RS10805
RS10810
RS10815
RS10820
RS10825
RS10830
RS10835
RS10840
RS10845
RS10850
RS10855
RS10860
RS10865
RS10870
RS10875
RS10880
RS10885
RS10890
RS10895
RS10900
RS10905
RS10910
RS10915
RS10920
RS10925
RS10930
RS10935
RS10940
RS10945
RS10950
RS10955
RS10960
RS10965

116,13
14,68
10,22
34,70
22,56

225,33
14,66
35,62
88,58

148,35
17,01

0,00
31,82
19,82

307,65
31,48
25,74
10,11

167,47
61,13
22,19

121,48
22,41

2,51
65,30
0,00
49,69

204,21

184,95
58,32

140,29

183,31

397,43

1008,50
18,99
22,83
68,13
67,94
16,58
57,07
17,74
29,27
18,17

3,23
593

333

137,90
67,43
73,44
94,48
37,11
55,31
18,17
23,53
63,92

174,90
35,96
32,42
83,72
34,97

123,80

111,45
42,18
14,13

365,00

188,98
57,53
49,11
63,54
18,59

174,43
19,34
91,12

227,70

425,54

116,97

202,55
91,03
89,07

232,53
41,17
24,11
95,48

152,19
31,51
92,83
40,34
61,10
62,06

6,96
21,51

RS10970
RS10975
RS10980
RS10985
RS10990
RS10995
RS11000
RS11005
RS11010
RS11015
RS11020
RS11025
RS11030
RS11035
RS11040
RS11045
RS11050
RS11055
RS11060
RS11065
RS11070
RS11075
RS11080
RS11085
RS11090
RS11095
RS11100
RS11105
RS11110
RS11115
RS11120
RS11125
RS11130
RS11135
RS11140
RS11145
RS11150
RS11155
RS11160
RS11165
RS11170
RS11175
RS11180
RS11185
RS11190

3,65
31,66
4,92
14,42
9,68
15,95
10,66
34,49
35,83
37,58
23,98
20,06
36,43
118,29
31,64
169,72
36,64
58,89
38,14
6,59
4,35
7,95
10,50
0,81
19,08
37,10
64,40
6,00
34,23
49,39
5,77
17,06
22,07
47,78
7,92
24,85
4,48
12,48
9,21
12,90
6,75
7,69
4,31
20,89
3,01

11,37
62,19
51,81
28,38
17,97
34,13
34,09
53,53
51,87
98,03
62,48
57,00
61,93
209,95
40,65
189,01
20,18
28,68
41,73
20,19
49,41
22,03
56,17
21,73
52,85
112,48
184,87
31,71
83,35
82,11
66,45
37,78
114,20
327,79
25,58
131,12
79,38
48,65
33,34
32,01
48,66
37,16
21,42
34,67
9,96



X. ANEXOS

Locus
(HNY42))

Acetato

Glucosa

Locus
(HNY42_)

Acetato

Glucosa

Locus
(HNY42))

Acetato

Glucosa

RS11195
RS11200
RS11205
RS11210
RS11215
RS11220
RS11225
RS11230
RS11235
RS11240
RS11245
RS11250
RS11255
RS11260
RS11265
RS11270
RS11275
RS11280
RS11285
RS11290
RS11295
RS11300
RS11305
RS11310
RS11315
RS11320
RS11325
RS11330
RS11335
RS11340
RS11345
RS11350
RS11355
RS11360
RS11365
RS11370
RS11375
RS11380
RS11385
RS11390
RS11395
RS11400
RS11405
RS11410
RS11415

1,56
56,98
174,80
34,94
38,19
18,09
5,77
15,43
85,03
69,55
75,97
4,79
581
1,84
17,39
42,21
143,73
23,66
10,52
51,02
222,88
252,35
20,09
6,16
0,00
23,14
60,00
81,22
77,42
592,75
128,47
10,18
36,26
97,47
26,55
33,92
0,00
49,89
190,39
136,61
19,28
45,86
28,09
30,58
17,31

13,61
27,46
178,77
59,14
48,67
43,92
31,52
55,42
177,46
100,26
53,02
6,75
4,42
7,57
10,34
56,70
606,41
48,56
19,24
19,21
220,89
233,27
25,71
34,24
28,91
116,31
59,21
70,18
104,60
726,90
167,14
28,94
49,53
62,13
25,88
32,51
13,17
131,25
159,08
94,99
22,61
56,72
90,90
120,30
55,08

RS11420
RS11425
RS11430
RS11435
RS11440
RS11445
RS11450
RS11455
RS11460
RS11465
RS11470
RS11475
RS11480
RS11485
RS11490
RS11495
RS11500
RS11505
RS11510
RS11515
RS11520
RS11525
RS11530
RS11535
RS11540
RS11545
RS11550
RS11555
RS11560
RS11565
RS11570
RS11575
RS11580
RS11585
RS11590
RS11595
RS11600
RS11605
RS11610
RS11615
RS11620
RS11625
RS11630
RS11635
RS11640

26,06
10,21
7,41
37,65
17,33
108,94
79,56
77,03
88,84
1180,76
113,70
60,21
17,04
7,31
21,66
8,32
16,11
13,40
8,76
4,84
515
16,80
10,98
5,63
1,31
10,44
31,70
106,96
36,97
144,27
111,58
54,65
124,28
87,94
25,06
17,13
16,54
11,10
5,88
24,19
56,59
92,62
8,93
27,54
34,61

334

77,47
35,06
26,58
137,49
72,47
211,30
66,56
56,15
100,11
991,77
263,05
123,16
33,09
35,25
120,11
113,80
71,23
96,70
115,79
61,37
71,14
134,03
133,08
13,08
38,68
34,72
52,30
126,33
27,24
138,70
148,68
75,18
98,79
66,96
44,22
42,25
51,15
29,70
26,67
54,87
85,73
90,69
33,83
107,84
54,47

RS11645
RS11650
RS11655
RS11660
RS11665
RS11670
RS11675
RS11680
RS11685
RS11690
RS11695
RS11700
RS11705
RS11710
RS11715
RS11720
RS11725
RS11730
RS11735
RS11740
RS11745
RS11750
RS11755
RS11760
RS11765
RS11770
RS11775
RS11780
RS11785
RS11790
RS11795
RS11800
RS11805
RS11810
RS11815
RS11820
RS11825
RS11830
RS11835
RS11840
RS11845
RS511850
RS11855
RS11860
RS11865

37,83
71,89
43,75
42,11
6,28
9,57
9,69
20,19
14,42
18,31
5,96
10,64
971,31
663,00
2304,83
1500,88
301,33
283,58
28,33
42,41
3,94
17,23
43,40
43,42
508,74
218,14
180,91
25104,18
213,24
17,62
18,11
6827,20
82,74
99,71
2,29
60,45
24,08
62,58
39,82
46,42
38,34
3388,68
44,46
44,01
28,83

41,94
146,55
236,65
104,41

34,25

20,88

22,89

42,29

53,66

65,01

20,94

29,45
279,82
287,98
877,52

1053,25
483,98
270,00

92,82

74,70

17,60

63,99
305,60
208,64

2502,78
170,03
237,44

47042,67
353,71

77,12

59,34

7425,84
119,28

85,63

12,42
196,39

63,17
171,59

62,61

34,00

44,34

3345,09

35,14

66,56
167,29



X. ANEXOS

Locus
(HNY42))

Acetato

Glucosa

Locus
(HNY42_)

Acetato

Glucosa

Locus
(HNY42))

Acetato

Glucosa

RS11870
RS11875
RS11880
RS11885
RS11890
RS11895
RS11900
RS11905
RS11910
RS11915
RS11920
RS11925
RS11930
RS11935
RS11940
RS11945
RS11950
RS11955
RS11960
RS11965
RS11970
RS11975
RS11980
RS11985
RS11990
RS11995
RS12000
RS12005
RS12010
RS12015
RS12020
RS12025
RS12030
RS12035
RS12040
RS12045
RS12050
RS12055
RS12060
RS12065
RS12070
RS12075
RS12080
RS12085
RS12090

38,68
96,00
75,02
28,67
5,84
335,74
67,62
70,90
21,10
1396,10
20,75
2436,55
498,86
63,12
83,91
342,65
22,08
165,98
314,37
134,21
2436,03
490,63
100,30
224,60
46,10
70,15
78,65
28,89
89,35
27,18
55,96
1462,08
2785,17
1049,78
88,61
138,75
93,82
58,79
205,27
527,54
2269,51
406,24
53,86
21,10
921,39

45,28
132,66
149,72

66,24

40,01
764,60

78,43

66,36

38,61
641,15

37,26

2461,59
844,70

83,28
115,30
545,93

51,99

98,35
382,96
120,74

527491
383,21
200,08
496,93
130,46
186,83

86,06

49,64
217,82

83,65
120,53

2096,09
3583,33
247,96
127,69
122,67
246,11
161,29
239,53
979,45
3576,31
312,69
102,21

37,60

604,64

RS12095
RS12100
RS12105
RS12110
RS12115
RS12120
RS12125
RS12130
RS12135
RS12140
RS12145
RS12150
RS12155
RS12160
RS12165
RS12170
RS12175
RS12180
RS12185
RS12190
RS12200
RS16290
RS12205
RS12210
RS12215
RS12220
RS12225
RS12230
RS12235
RS16295
RS12250
RS12255
RS12260
RS12265
RS12270
RS12275
RS12280
RS12285
RS12290
RS12295
RS12300
RS12305
RS12310
RS12315
RS12320

10,66
7,37
0,88
8,69

15,92
0,97

15,80

19,96

142,16
196,10
310,09

72,38

46,52

66,38

28,46

12,56

13,74
7,75

156,72
6,55

22,56
6,34

13,34
9,19

13,12

22,21

28,87

87,91

26,56

51,69

12,88

108,48
104,33

71,37
7,57

2791
4,87
4,40

29,65

17,89

33,19
5,22

26,11

55,48

223,57

335

49,30
21,76
2,14
53,12
16,60
8,20
28,74
32,57
44,03
123,41
186,81
155,68
289,55
318,88
141,57
49,12
38,39
48,40
642,20
14,05
99,03
46,73
206,77
56,66
56,54
62,19
57,82
282,84
116,22
116,60
11,65
148,51
74,47
114,48
22,57
111,06
113,91
53,69
216,25
183,00
335,76
82,98
106,20
104,39
498,32

RS12325
RS12330
RS12335
RS12340
RS12345
RS12350
RS12355
RS12360
RS12365
RS12370
RS12375
RS12380
RS12385
RS12390
RS12395
RS12400
RS12405
RS12410
RS12415
RS12420
RS12425
RS12430
RS12435
RS12440
RS12445
RS12450
RS12455
RS12460
RS12465
RS12470
RS12475
RS12480
RS12485
RS12490
RS12495
RS12500
RS12505
RS12510
RS12515
RS12520
RS12525
RS12535
RS12540
RS12545
RS12550

93,56
6,37
61,44
67,73
7,88
19,36
12,91
6,49
0,00
6,52
3,19
0,00
5,74
24,59
9,19
18,56
44,08
7,52
147,33
9,08
3,52
7,33
55,77
17,71
18,73
21,35
10,46
6,85
7,11
44,84
26,61
14,78
45,43
15,81
40,52
29,18
42,76
90,69
90,37
90,15
40,66
20,18
13,36
6,72
11,54

261,41
17,91
32,19
85,27
20,60
23,75
98,89
33,08

8,01
32,80
25,10

7,94

5,01
89,08
37,70
65,86

229,33
62,78

207,91
14,13
31,44
12,49

108,23
77,74

100,87
66,10
48,03
66,80
34,54

103,73
80,69
76,34

146,10
63,37
80,99
44,11

108,12
73,06

131,84

141,49
36,02
61,84
38,14
21,05
53,24



X. ANEXOS

(;13;:;_) Acetato  Glucosa (;13;:;_) Acetato  Glucosa (;13;:;_) Acetato Glucosa
RS12555 33,36 71,66 | RS12780 12,88 27,42 | RS13005 14,56 33,09
RS12560 18,27 52,35 | RS12785 30,08 29,06 | RS13010 20,51 34,02
RS12565 56,19 102,80 | RS12790 99,34 220,51 | RS13015 6,12 17,92
RS12570 120,03 199,31 | RS12795 183,37 302,53 | RS13020 7,00 5,34
RS12575 155,23 326,53 | R§12800 91,10 430,60 | RS13025 11,03 35,44
RS12580 30,69 144,52 | RS12805 40,76 112,45 | RS13030 17,00 153,09
RS12585  1589,55 504,66 | RS12810 136,61 64,72 | RS13035 0,61 88,08
RS12590 195,54 1828,33 | RS12815 0,00 23,74 | RS13040 84,74 277,27
RS12595 292,22 602,77 | RS12820 36,05 83,20 | RS13045 166,47 103,40
RS12600 115,65 181,45 | RS12825 42,63 145,37 | RS13050 60,63 171,92
RS12605 41,07 149,21 | RS12830 23,28 48,38 | RS13055 77,71 118,50
RS12610 2766,21 272,29 | RS12835 1,00 7,57 | RS13060 21,44 94,44
RS12615 1740,85 146,03 | RS12840 121,74 120,65 | RS13065 12,15 95,67
RS12620 894,50 9,97 | RS12845 84,90 99,99 | RS13070 7,76 93,15
RS12625 526,33 28,47 | RS12850 927,13 1808,54 | RS13075 20,31 73,10
RS12630 37,43 75,29 | RS12855 21,62 66,56 | RS13080 39,93 51,02
RS12635 143,53 222,80 | RS12860 5623,16 8781,42 | RS13085 66,87 83,05
RS12640 111,73 101,82 | RS12865 92,73 66,90 | RS13090 27,77 75,28
RS12645 15,19 65,42 | RS12870 14,69 62,73 | RS13095 11,50 87,36
RS12650 16,13 61,29 | RS12875 19,42 65,13 | RS13100 90,11 75,28
RS12655 39,24 49,61 | RS12880 229,10 155,07 | RS13105 93,38 246,27
RS12660 1007,33 1553,58 | RS12885 12,08 115,30 | RS13110 102,69 122,68
RS12665 50,25 135,64 | R§12890 41,76 144,55 | RS13115 9,08 142,66
RS12670 5,24 40,55 | RS12895 19,22 60,41 | RS13120 39,82 212,32
RS12675 17,01 37,18 | RS12900 2,45 41,29 | RS13125 230,18 955,62
RS12680 6,56 26,51 | RS12905 233,34 534,13 | RS13130 20,28 57,11
RS12685 3,97 18,16 | R§12910 167,90 436,36 | RS13135 24,84 55,93
RS12690 27,86 71,81 | RS12915 75,43 128,37 | RS13140 17,27 43,60
RS12695 36,82 85,74 | RS12920 10,34 34,56 | RS13145 149,85 182,48
RS12700 6,73 39,49 | RS12925 9,79 29,23 | RS13150 41,38 174,15
RS12705 130,03 268,17 | RS12930 10,43 29,73 | RS13155 259,09 984,98
RS12710 170,45 191,24 | RS12935 26,84 56,41 | RS13160 227,93 218,71
RS12715 35,65 190,36 | R§12940 48,05 45,73 | RS13165 131,11 172,79
RS12720 50,69 68,59 | RS12945 280,26 40,55 | RS13170 49,85 94,99
RS12725 41,40 59,67 | RS12950 33,49 35,19 | RS13175 213,23 38,13
RS12730 82,92 168,91 | RS12955 23,47 37,09 | RS13180 145,28 58,34
RS12735 11,28 34,10 | RS12960 42,19 277,08 | RS13185 46,15 56,65
RS12740 18,77 41,51 | RS12965 9,56 65,89 | RS13190 53,71 49,84
RS12745 27,55 86,41 | RS12970 66,93 155,76 | R§13195 38,56 105,01
RS12750 24,42 49,03 | RS12975 14,66 55,63 | RS13200 152,64 158,04
RS12755 12,38 36,29 | RS12980 133,34 181,14 | RS13205 13,41 22,37
RS12760 379,22 30,16 | RS12985 188,53 434,14 | RS13210 175,42 375,30
RS12765 22,61 23,08 | RS12990 6886,90 21415,65|RS13215 82,50 154,67
RS12770 39,62 36,31 | RS12995 67,59 90,63 | RS13220 31,94 78,53
RS12775 48,84 40,25 | RS13000 19,83 27,72 | RS13225 3,72 209,58

336



X. ANEXOS

Locus
(HNY42))

Acetato

Glucosa

Locus
(HNY42_)

Acetato

Glucosa

Locus
(HNY42))

Acetato

Glucosa

RS13230
RS13235
RS13240
RS13245
RS13250
RS13255
RS13260
RS13265
RS13270
RS13275
RS13280
RS13285
RS13290
RS13295
RS13300
RS13305
RS13310
RS13315
RS13320
RS13325
RS13330
RS13335
RS13340
RS13345
RS13350
RS13355
RS13360
RS13365
RS13370
RS13375
RS13380
RS13385
RS13390
RS13395
RS13400
RS13405
RS13410
RS13415
RS13420
RS13425
RS13430
RS13435
RS13440
RS13445
RS13450

7,82
4,26
7,61
576
9,53
0,00
880,29
66,06
12,44
21,08
38,44
42,28
295,10
16,67
31,05
59,17
52,30
142,49
71,30
80,74
22,57
63,69
82,77
71,52
133,85
52,47
78,89
47,19
26,12
127,26
137,54
678,24
101,19
72,15
26,30
58,68
17,13
42,67
72,74
70,61
250,49
202,87
102,21
20,72
44,95

141,53
30,19
18,57
31,68
29,78

2,73
1645,46
73,94
17,05
78,55
59,00
88,26
84,32
84,93
28,90

125,67
77,98

393,22

117,01

130,88
41,19
56,48

156,37

218,32

269,91

457,31

587,32

218,64

156,38

445,66

563,59

771,19

295,63

112,15
88,83

153,46

119,71
78,55

130,87
64,62

164,95

105,90

117,05
35,50

101,71

RS13455
RS13460
RS13465
RS13470
RS13475
RS13480
RS13485
RS13490
RS13495
RS13500
RS13505
RS13510
RS13515
RS13520
RS13525
RS13530
RS13535
RS16300
RS16305
RS13545
RS13550
RS13555
RS13560
RS13565
RS13570
RS13575
RS13580
RS13585
RS13590
RS13595
RS13600
RS13605
RS13610
RS13615
RS16310
RS13625
RS13630
RS13635
RS13640
RS13645
RS13650
RS13655
RS13660
RS13665
RS13670

14,00
34,22
12,96
6,69
13,84
4,99
71,23
206,92
385,83
204,16
368,85
977,85
87,52
283,31
227,82
10,55
58,18
18,23
14,21
17,20
12,49
8,63
14,12
6,24
6,26
2,04
118,62
891,11
18,34
0,00
0,00
24,13
6,00
18,64
2,20
98,80
30,56
74,08
105,36
15,18
49,16
34,40
51,36
12,76
15,71

337

51,30
48,27
26,27
22,68
21,56
46,67
111,79
232,05
411,79
11,07
16,50
20,36
174,90
272,80
73,85
25,44
114,20
41,61
17,19
48,68
19,89
21,95
38,99
29,07
23,59
16,61
490,45
1735,75
42,00
5,40
10,74
69,91
8,36
29,21
27,99
257,23
97,79
313,43
187,61
21,14
54,68
25,86
17,75
12,54
15,62

RS13675
RS13680
RS13685
RS13690
RS13695
RS13700
RS13705
RS13710
RS13715
RS13720
RS13725
RS13730
RS13735
RS13740
RS13745
RS13750
RS13755
RS13760
RS13765
RS13770
RS13780
RS13785
RS13790
RS13795
RS13800
RS513805
RS13810
RS13815
RS13820
RS513825
RS13830
RS513835
RS13840
RS513845
RS13850
RS513855
RS13860
RS513865
RS16315
RS13870
RS13875
RS13880
RS13885
RS13890
RS13895

16,82
23,32
14,69
19,08
0,00
24,92
20,00
25,70
11,56
48,51
32,52
8,81
51,24
65,36
30,99
112,19
104,84
82,83
49,35
67,41
188,85
0,00
8,33
8,59
12,34
63,91
33,95
13,85
13,57
0,95
21,51
4,64
281,55
1533,83
122,77
54,98
69,36
38,43
16,44
66,47
33,82
60,04
103,26
28,31
9,20

75,44
66,71
34,40
39,20
0,00
34,77
10,75
10,69
11,76
62,44
39,99
6,41
162,33
240,93
131,23
850,98
504,49
759,25
61,31
57,41
224,89
12,13
117,70
41,08
101,17
244,46
122,52
139,88
105,22
25,49
151,63
68,87
884,58
294,45
126,16
63,65
124,90
44,59
31,22
30,15
31,35
325,45
186,46
43,55
29,14



X. ANEXOS

Locus
(HNY42))

Acetato

Glucosa

Locus
(HNY42_)

Acetato

Glucosa

Locus
(HNY42))

Acetato

Glucosa

RS13900
RS13905
RS13910
RS13915
RS13920
RS13925
RS13930
RS13935
RS13940
RS13945
RS13950
RS13955
RS13960
RS13965
RS13970
RS13975
RS13980
RS13985
RS13990
RS13995
RS14000
RS14005
RS14010
RS14015
RS14020
RS14025
RS14030
RS14035
RS14040
RS14045
RS14050
RS14055
RS14060
RS14065
RS14070
RS14075
RS14080
RS14085
RS16320
RS16325
RS14095
RS14100
RS14105
RS14110
RS14115

3,42
42,99
169,67
473,99
27,92
19,64
2,64
1,95
18,25
8,70
48,46
187,30
239,34
77,90
25,65
51,69
27,68
452,61
32,80
12,90
2266,07
15,29
30,61
218,00
166,85
102,37
20,79
14,15
18,73
13,44
40,96
0,00
1,74
65,47
97,44
19,83
6,70
144,15
53,56
170,56
66,16
13,60
15,44
42,57
63,03

9,56
48,88
262,93
276,86
123,98
140,33
29,86
80,37
96,23
74,03
437,02
972,74
218,41
50,97
9,83
43,06
39,14
274,99
62,72
55,50
490,10
44,77
186,07
333,54
953,15
1109,51
45,15
77,21
109,16
94,32
83,62
30,90
11,12
108,06
241,37
44,14
48,36
142,55
80,78
146,62
134,08
84,11
54,63
72,21
125,37

RS14120
RS14125
RS14130
RS14135
RS14140
RS14145
RS14150
RS14155
RS14160
RS14165
RS14170
RS14175
RS14180
RS14185
RS14190
RS14195
RS14200
RS14205
RS14210
RS14215
RS14220
RS14225
RS14230
RS14235
RS14240
RS14245
RS14250
RS14255
RS14260
RS14265
RS14270
RS14275
RS14280
RS14285
RS14290
RS14295
RS14300
RS14305
RS14310
RS14315
RS14320
RS14325
RS14330
RS14335
RS14340

216,56
41,22
44,75
21,67
12,29

1,91
12,93

453,76

447,25
24,82

166,58

268,42

507,46

4605,79

791,17

447,32

604,90

467,27

653,64

405,36

337,28

185,11
52,40
43,02
54,95
26,82

150,29

1449,31
4,71

129,70
93,56
64,74
26,41

7,68
3,00
2,89
12,39
2,98
12,52
26,28
31,57

212,48

104,12
21,81
19,72

338

338,83
112,64
242,04
188,42
56,24
34,02
78,23
1978,16
194,47
109,76
174,99
390,04
1420,25
1063,99
746,84
487,36
339,39
241,06
322,88
2777,25
5914,70
3473,77
1744,55
1324,36
2483,38
746,39
867,78
2815,94
131,47
221,88
349,28
107,48
43,61
10,68
24,46
14,69
32,30
38,29
63,10
46,32
39,03
229,10
375,11
66,45
44,10

RS14345
RS14350
RS14355
RS14360
RS14365
RS14370
RS14375
RS14380
RS14385
RS14390
RS14395
RS14400
RS14405
RS14410
RS14415
RS14420
RS14425
RS14430
RS14435
RS14440
RS14445
RS14450
RS14455
RS14460
RS14465
RS14470
RS14475
RS14480
RS14485
RS14490
RS14495
RS14500
RS14505
RS14510
RS14520
RS14525
RS14530
RS14535
RS14540
RS14545
RS14550
RS14555
RS14560
RS14565
RS14570

80,23
43,27
342,46
39,58
36,94
27,74
72,18
24,94
42,50
22,06
62,01
44,93
37,67
39,57
41,14
10,02
239,97
50,38
34,29
40,38
86,44
91,91
42,36
13,30
21,00
104,59
81,18
48,72
50,72
37,94
23,77
1,46
3,30
34,43
3,22
269,00
106,99
33,12
60,44
12,47
4,97
115,86
0,00
7,57
7,65

41,80
151,53
913,76

85,88

60,38
115,81
146,59

48,67

72,61

18,33
150,21

64,22
161,62

60,92

53,57

60,36
423,07
149,53

57,96

53,09
387,49
115,11

54,98

50,13

86,70
104,05
150,12

76,38
128,37

61,18

51,83

19,94

8,46
61,94
63,31

1091,46
151,70
100,40
102,74

35,99

6,58

369,66

12,51

61,62
217,79



X. ANEXOS

Locus
(HNY42))

Acetato

Glucosa

Locus
(HNY42_)

Acetato

Glucosa

Locus
(HNY42))

Acetato

Glucosa

RS14575
RS14580
RS14585
RS14590
RS14595
RS14600
RS14605
RS14610
RS14615
RS14620
RS14625
RS14630
RS14635
RS14640
RS14645
RS14650
RS14655
RS14660
RS14665
RS14670
RS14675
RS14680
RS14685
RS14690
RS14695
RS14700
RS14705
RS14710
RS14715
RS14720
RS14725
RS14730
RS14735
RS14740
RS14745
RS14750
RS14755
RS14760
RS14765
RS14770
RS14775
RS14780
RS14785
RS14790
RS14795

8,57
1,61
6,47
33,85
29,50
12,39
3,53
6,35
18,25
68,92
20,85
35,55
890,81
355,29
390,18
168,88
299,32
409,52
89,17
46,72
132,67
2506,76
330,70
0,00
1258,25
15,46
8,80
190,40
57,59
41,40
13,56
183,68
36,05
76,55
192,56
106,70
16,18
235,22
357,99
1,69
18,18
45,69
230,56
3,14
15,10

61,83
29,48
34,35
53,19
21,77
36,65
31,00
34,99
89,02
214,94
85,24
111,95
548,71
274,11
700,61
423,57
404,98
286,58
141,86
195,80
468,31
20935,19
282,28
47,99
1987,06
68,56
32,17
461,65
109,69
23,82
20,17
362,41
158,91
79,00
516,31
193,07
23,77
419,41
594,34
7,88
67,85
94,52
265,55
76,22
75,42

RS14800
RS14805
RS14810
RS14815
RS14820
RS14825
RS14830
RS14835
RS14840
RS14845
RS14850
RS14855
RS14860
RS514865
RS14870
RS14875
RS14880
RS514885
RS14890
RS14895
RS14900
RS14905
RS14910
RS14915
RS14920
RS14925
RS14930
RS14935
RS14940
RS14945
RS14950
RS14955
RS14960
RS14965
RS14970
RS14975
RS14980
RS14985
RS14990
RS14995
RS15000
RS15005
RS15010
RS15015
RS16330

20,09
352,12
24,95
7,26
135,14
19,39
21,18
24,59
26,37
12,81
22,36
26,09
52,22
16,23
11,46
4,11
2251,99
21,80
120,04
42,20
26,98
31,98
33,38
3,59
90,02
6,03
13,59
110,68
44,62
43,61
59,50
42,49
36,56
5,33
19,90
10,13
921,77
35,81
44,31
58,47
10,19
120,00
105,23
91,86
61,40

339

37,58
377,07
28,23
20,32
152,69
30,03
53,20
51,67
53,45
20,20
42,46
69,77
65,29
49,81
34,41
22,22
2478,93
44,46
211,49
47,59
58,64
126,69
34,32
24,66
26,39
19,07
23,62
289,10
263,61
137,84
45,22
95,31
18,42
8,56
24,74
41,80
791,18
38,69
82,81
229,85
84,12
275,94
162,66
126,53
286,75

RS15025
RS15030
RS15035
RS15040
RS15045
RS15050
RS15055
RS15060
RS15065
RS15070
RS15075
RS515080
RS15085
RS15090
RS15095
RS15100
RS15105
RS15110
RS15115
RS15120
RS15125
RS15130
RS15135
RS15140
RS15145
RS15150
RS15155
RS15160
RS15165
RS15170
RS15175
RS15180
RS15185
RS15190
RS15195
RS15200
RS15205
RS15210
RS15215
RS15220
RS15225
RS515230
RS15235
RS515240
RS15245

252,54
44,65
7,92
116,87
650,70
1,85
33,28
24,61
28,96
62,85
2,33
127,37
1395,97
2478,08
816,62
16,57
11,25
19,34
10,53
9,80
12,49
16,82
40,12
20,96
164,34
89,78
126,04
147,66
15,39
13,56
98,96
10,84
30,87
14,92
22,96
123,31
132,40
164,03
743,46
24,04
25,83
53,38
16,48
30,08
30,35

145,88
59,54
37,99

187,21

784,76
33,16
82,78
54,70
54,12

127,92
47,10

275,05

3817,09
7357,12
2527,71
40,25
81,29
62,05
13,57
70,87

103,64
58,54
87,24
46,09

351,66

180,73

203,28

271,16
60,40
28,79

177,22
49,54

110,11
37,15
57,85

159,18

121,22
63,03

125,94

171,86

150,75
85,63
53,32
67,92
82,66



X. ANEXOS

Locus
(HNY42))

Acetato

Glucosa

Locus
(HNY42_)

Acetato

Glucosa

Locus
(HNY42))

Acetato

Glucosa

RS15250
RS15255
RS15260
RS15265
RS15270
RS15275
RS15280
RS15285
RS15290
RS15295
RS15300
RS15305
RS15310
RS15315
RS15320
RS15325
RS15330
RS15335
RS15340
RS15345
RS15350
RS15355
RS15360
RS15365
RS15370
RS15375
RS15380
RS15385
RS15390
RS15395
RS15400
RS15405
RS15410
RS15415
RS15420
RS15425
RS15430
RS15435
RS15440
RS15445
RS15450
RS15455
RS15460
RS15465
RS15470

13,22
15,52
46,25
86,71
35,54
19,32
4,62
71,27
25,86
2,55
200,97
34,01
115,39
229,24
111,13
131,05
50,60
22,43
18,23
14,66
85,10
32,45
1,45
0,00
191
18,21
40,57
46,08
25,21
36,98
60,54
36,68
9,73
15,27
6,21
2,34
14,89
53,25
185,92
145,34
146,68
94,13
15,68
19,16
16,88

55,73
44,77
198,24
462,70
147,01
82,81
209,37
560,54
60,68
20,82
174,01
113,64
102,94
131,30
72,59
120,42
51,93
101,06
86,32
45,37
71,32
56,34
14,05
32,52
13,91
35,57
89,37
335,35
94,17
86,10
137,51
55,26
54,03
101,54
104,81
109,13
169,60
703,25
177,81
676,22
537,83
212,15
54,54
81,34
48,02

RS15475
RS15480
RS15485
RS15490
RS15495
RS15500
RS15505
RS15510
RS15515
RS15520
RS15525
RS15530
RS15535
RS15540
RS15545
RS15550
RS15555
RS15560
RS15565
RS15570
RS15575
RS15580
RS15585
RS15590
RS15595
RS15600
RS15605
RS15610
RS15620
RS15625
RS15630
RS15635
RS15640
RS15645
RS15650
RS15655
RS15660
RS15665
RS15670
RS15675
RS15680
RS15685
RS15690
RS15695
RS15715

11,78
2,62
6,47
2,58
3,88
576

368,02
135,00
33,41
72,15
411,49
47,27
16,88
10,97
9,04
6,19
84,10
47,50
66,56
285,97
1057,60
49,80
270,67
192,09
149,79
245,20
8,83
356,71
40,02
23,65
54,88
98,45
93,51
19,86
28,59
283,04
291,89
336,82

51,19
165,39
136,69

57,49

39,74

36,64

88,25

340

50,37
14,10
14,47
30,08
16,33
15,20
403,31
260,52
69,46
114,23
191,63
139,86
41,17
34,57
19,69
40,40
49,94
346,18
492,07
1424,12
3685,26
71,19
308,55
177,80
159,63
184,41
48,17
187,84
135,29
56,64
189,82
252,37
268,64
22,89
71,89
799,22
1268,41
885,81
361,68
420,09
294,50
98,12
62,59
66,63
345,49

RS15720
RS15725
RS15730
RS15735
RS15740
RS15745
RS15750
RS15755
RS15760
RS15765
RS15770
RS15775
RS15780
RS15785
RS15790
RS15795
RS15800
RS515805
RS15810
RS15815
RS15820
RS515825
RS15830
RS515835
RS15840
RS515845
RS15850
RS515855
RS15860
RS515865
RS15870
RS15875
RS15880
RS515885
RS15890
RS515895
RS15900
RS515905
RS15910
RS15915
RS15920
RS15925
RS15930
RS515935
RS15940

30,72
150,10
8,71
41,60
7,57
63,84
88,46
30,50
5,40
12,16
4,99
0,00
3,36
4,07
3,05
28,44
6,25
11,06
9,01
40,08
25,17
284,02
190,01
78,48
16,27
33,93
14,68
32,17
21,23
40,92
176,33
832,16
9,00
4,27
28,59
98,36
86,44
164,04
143,72
106,95
56,00
1,77
2,21
17,26
4,42

164,92
250,81
18,54
104,93
55,40
52,60
49,33
56,03
26,59
44,54
25,60
13,08
22,46
45,75
27,07
323,81
32,63
73,12
68,46
154,05
119,38
642,65
310,12
149,91
57,75
279,08
226,68
235,82
194,94
53,20
69,14
557,55
12,95
7,62
67,06
59,82
52,16
644,85
517,38
165,00
59,30
19,61
25,13
24,81
20,52



X. ANEXOS

(}}‘1\(1);':;_) Acetato  Glucosa (;13;:;_) Acetato  Glucosa (;13;:;_) Acetato Glucosa
RS15945 21,50 19,41 | RS16030 29,12 114,64 | RS16110 45,91 98,47
RS15950 75,01 81,88 | RS16035 4,47 50,81 | RS16115 120,68 225,90
RS15955 26,17 101,58 | RS1604.0 11,83 59,65 | RS16120 42,82 86,90
RS15960 69,40 407,95 | RS16045 11,72 75,51 | RS16125 14,15 42,54
RS15970 59,48 235,16 | RS16050 99,57 400,16 | RS16130 3,41 20,26
RS15975 52,53 289,27 | RS16055 66,61 156,56 | R§16135 6,48 39,05
RS15980 14,46 39,43 | RS16060 49,71 99,41 | RS16140 53,35 152,07
RS15985 32,11 337,77 | RS16065 23,55 136,25 | RS16145 17,08 30,85
RS15990 26,08 219,63 | RS16070 40,87 172,42 | RS16150 16,48 13,58
RS15995 40,47 296,73 | RS16075 10,75 43,10 | RS16155 27,08 54,49
RS16000 61,94 490,05 | RS16080 8,47 10,77 | RS16160 7,51 32,36
RS16005 24,72 302,54 | RS16085 7,00 7,77 | RS16165 6,30 36,04
RS16010 570,05 825,41 | RS16090 9,15 35,99 | RS16175 7,33 43,79
RS16015 54,33 126,12 | RS16095 11,74 85,43 | RS16180 22,42 124,03
RS16020 137,01 252,79 | RS16100 127,39 396,49 | RS15710 4,38 30,21
RS16025 6,63 24,14 | RS16105 30,67 145,05

341
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