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1. ABREVIACIONES

APEX: (del inglés, ascorbate peroxidase): ascorbato peroxidasa

KO: del inglés, knockout

PG: peptidoglicano

CTT: (del inglés, C-terminal tail): cola C-terminal

CTV (del inglés, C-terminal variable): region C-terminal variable corta

NO: (del inglés, nucleoid occlusion): oclusién nuclear

SEDS: (del inglés, Shape, Elongation, Division, Sporulation): Forma, Elongacion, Division y
Esporulacion

SPOR: del inglés, sporulation-related repeat

AG: arabinogalactano

MA: (del inglés, mycolic acids): &cidos micolicos

MAGP: del inglés, mycolyl-arabinogalactan-peptidoglycan

PPIs: (del inglés, protehprotein interactions): interacciones proteina-proteina

PTM: (del inglés, post-translational modifications): modificaciones postraduccionales
DIA: (del inglés, Data-Independent Acquisition): adquisicion independiente de los datos
LC-MS/MS: (del inglés): cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tandem
RP: (del inglés, reverse phase): fase reversa

nESI: del inglés, nanoElectrospray lonization

DDA: (del inglés, Data-Dependent Acquisition): adquisicién dependiente de los datos
FDR: (del inglés, False Discovery Rate): tasa de descubrimientos falsos

PSMs: (del inglés, Peptide-Spectrum Matches): correspondencia péptido-espectro
SC: (del inglés, spectral counting): conteo de espectros

XIC: (del inglés, Extracted lon Chromatogram): cromatograma de iones extraidos
NSAF: del inglés, Normalized Spectral Abundance Factor

AP: (del inglés, affinity purification): purificacién por afinidad

XL: (del inglés, cross-linking): entrecruzamiento

CF: (del inglés, co-fractionation): co-fraccionamiento

LiP: (del inglés, limited proteolysis): protedlisis limitada

TPP: (del inglés, thermal proteome profiling): perfil térmico del proteoma

PL: (del inglés proximity labeling): marcado de proximidad

HRP: (del inglés, horseradish peroxidase): peroxidasa de rabano picante

FB: fenol biotina

PCR: (del inglés, polymerase chain reaction): reaccion en cadena de la polimerasa
ON: (del inglés, over night): toda la noche

BHI: (del inglés, Brain Heart Infusion)

TA: temperatura ambiente

DO: densidad 6ptica

MM: medio minimo

DE: desviacion estandar

PPM: patron de peso molecular

mADb: (del inglés, monoclonal antibody): anticuerpo monoclonal

ACN: acetonitrilo

Ambic: bicarbonato de amonio

DTT: ditiotreitol

IAM: iodoacetamida

TFA: (del inglés, trifluoracetic acid): &cido trifluoracético

FA: (del inglés, formic acid: &cido formico

VD: (del inglés, ven diagrams): diagramas de venn

FASP: del inglés Filter-Aided Sample Preparation

BiolD: (del inglés, Proximity-Dependent Biotin Identification): Identifigan por biotinilacion
dependiente de proximidad



2. RESUMEN

La division celular bacteriana es un proceso esencial y altamente regulado, en el que
participan dos complejos multiproteicos: el elongasoma y el divisoma. Estos complejos
constituyen la maquinaria celular responsable de llevar a cabo la elongacion y la division
celular respectivamente, y han comenzado a ser caracterizados en bacilos modelo como

Escherichia coly Bacillus subtilis.

Sin embargo, en bacterias del orden Mycobacteriales, estos procesos presentan
particularidades asociadas a su modo de crecimiento polar asimétrico y a su envoltura
celular compleja. De hecho, este grupo de bacterias carece de proteinas homoélogas a
muchos de los componentes esenciales del elongasoma y del divisoma en los organismos
modelo. Con respecto al divisoma, si bien su proteina central, FtsZ (del inglés,
Filamenting temperature sensitive mutant Z), esta altamente conservada, muchos de los
componentes que se reclutan a este complejo en los modelos clasicos, incluidas las
proteinas que anclan el anillo Z a la membrana, estan ausentes en los genomas de las
Mycobacteriales. Mas aun, a diferencia de otras bacterias, existen solidas evidencias de
que la fosforilacion de proteinas juega un rol clave en la regulacion de la elongacion y la
division celular en este grupo de bacterias.

En esta tesis, nos propusimos identificar las proteinas que cumplen las funciones de las
piezas faltantes en la maquinaria de division celular de Mycobacteriales y evaluar el
posible rol de la fosforilacion de proteinas en este proceso. Para ello, se exploré6 el entorno
protedmico de FtsZ en células vivas bajo diferentes contextos de fosforilacion. Con este
objetivo, se desarroll6 y validé una estrategia proteémica basada en biotinilacion por
proximidad mediante el uso de una ascorbato peroxidasa ingenierizada en células vivas,
utilizando a Corynebacterium glutamicum como organismo modelo. La aplicacion de esta
estrategia permitié identificar un conjunto de proteinas vecinas de FtsZ en condiciones
fisiol6gicas. Entre ellas, se destacan proteinas de division celular previamente reportadas,
lo que valida la estrategia experimental empleada, asi como nuevas proteinas de
membrana cuya funcién en el ensamblaje del divisoma es aun desconocida. Para este
altimo grupo, se confirmd su localizacién en el septo, lo que las posiciona como posibles
nuevos integrantes del divisoma en Mycobacteriales. Por otro lado, utilizando una cepa
knockout para una de las quinasas Ser/Thr involucradas en el control de la division celular,

se evidenciaron cambios fenotipicos asociados a defectos en la division celular, asi como
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cambios en la composicion del entorno protedémico de FtsZ, lo que permite comenzar a
comprender el rol de la fosforilacion de proteinas en la composicion y el funcionamiento

del divisoma en Mycobacteriales.

En conjunto, este trabajo aporta una estrategia novedosa para estudiar interacciones
proteina-proteina en bacterias vivas del orden Mycobacteriales y demuestra su
aplicabilidad para caracterizar la arquitectura molecular del divisoma. Los resultados
obtenidos amplian el conocimiento actual sobre la composicion del divisoma de C.
glutamicum, y evidencian la importancia de la fosforilacion mediada por PknA en la

regulacion de la division celular.



3. INTRODUCCION

3.1 Crecimiento y division celular bacteriana

La division celular es un proceso fundamental para la supervivencia bacteriana y que ha
sido extensamente estudiado, sin embargo, la persistencia de numerosas interrogantes aun
por dilucidar, la mantiene como un &rea de investigacion muy activa. La division celular

de las bacterias ocurre por fision binatigFigura 1). Aunque este proceso puede
aparentar sencillo, una bacteria que se convierte en dos células hijas genéticamente
idénticas, en realidad implica una serie de eventos moleculares altamente coordinados y
complejos?3 Durante este proceso, las bacterias deben primero duplicar su ADN
(replicacion cromosdmica) y segregarlo a polos opuestos del citoplasma (segregacion
cromosomica), y esto a su vez, debe estar estrictamente sincronizado con el inicio de la

division celular, que representa el evento culminante del%fclo

En los bacilos modelo méas estudiados como Eydlsubtilis, este ciclo puede dividirse

en dos etapas principales: elongacion y divisidiurante la elongacion, la célula
incorpora nuevos componentes de la envoltura celular a través del complejo multiproteico
elongasoma. Este complejo se ensambla alrededor de la proteina MreB, el homdlogo
bacteriano de la actina eucariota. Esta proteina, asociada a la membrana, actia como
andamio para las enzimas de sintesis de peptidoglicano (PG) y se desplaza de manera
circunferencial, lo que genera un patron helicoidal a la sintesis de novo de i &ed

papel es crucial para mantener la morfologia bacilar, ya que los bacilos que carecen de

MreB adoptan una forma cocoitfe'®

Una vez finalizada la replicacion del ADN, se inicia la segunda etapa del ciclo: la division
celular, que comienza con la formacion del septo en el ecuador celular donde lacurrira
constriccion que dara lugar a las dos células hijas (Figura 1). Este proceso esta dirigido
por el complejo multiproteico divisoma, el cual se ensambla alrededor de la proteina FtsZ.
Esta denominacién, asi como para muchas de las proteinas claves involucradas en la
division celular bacteriana (“Fts”), hace referencia a la forma en que fueron descubiertos

los genes fts en E. coli, en el trabajo de Frangois Jacob y cols en 1968. Este estudio se
realizd a partir de mutantes con letalidad condicionada por temperatura, en el que se
observd que, al aumentar la temperatura, ciertas cepas mutantes de E. coli detenian

procesos esenciales como la replicacion del ADN o la division celular, a diferencia de la



cepa silvestre, que no mostraba tales deféétdssto llevé a pensar que los gefiiss
probablemente estaban implicados en la divisidon celular, aunque pasaron décadas hasta
que la funcion de muchos de ellos fue descrita. Uno de estosftgeesgprecisamente

FtsZ. FtsZ es una GTPasa que forma un anillo en la cara citoplasméatica de la membrana
interna (anillo Z) y marca el sitio donde ocurrira la division celdfaf. En las primeras
etapas, dicho anillo sirve como plataforma de reclutamiento de proteinas que lo
estabilizan y aseguran su anclaje a la membrana (denominadas proteinas de divisién
“temprana”). En fases posteriores se incorporan enzimas responsables de sintetizar el
peptidoglicano septal y degradar la pared celular (proteinas de division “tardia”). El

proceso concluye cuando la constriccion del septo se completa y la célula progenitora se
divide en dos descendientes genéticamente idénticdgrigura 1).

1 Quter membrane
o ' oriC
! Cytoplasmic membrane

Non-replicating nucleoid

2

Duplicated oriC
Replicating nucleoid

3 FtsZ (Z ring)
Replicated and
segregated nucleoid

4 Z ring plus all other
division proteins

5 Contracting Z ring plus
other division proteins
Invaginating septal wall

6

Figura 1: Representacion esquematica de las etapas del proceso de fisién binaria erl)E. coli
Las células recién nacidas cultivadas a bajas tasas de crecimiento contienen cnoroisoma

no replicante en una estructura conocida como nucle®jdgon el inicio de la replicacion, los
origenes (oriC) se desplazan hacia los polos a medida que la célula comienza a clasjarse

que ambos cromosomas quedan segregaibtacia el final de este proceso, FtsZ se ensambla
en el anillo Z sobre la cara interna de la membrana citoplasmatica (anillo verde clarehdef

el sitio de division4) Este anillo recluta numerosas proteinas, muchas de ellas asociadas a la
membrana para conformar la maquinaria de division celular (anillo verde oscuro)rigedadi
sintesis del septd) La contraccion del anillo Z y la constriccion de la membrana externa



completan la separaciéf) Al final del proceso se originan dos células hijas independientes.
Tomada de Margolin. 2005,

3.1.1 FtsZ: estructura, conservacion y funcién en la division celular bacteriana

FtsZ es una proteina citoplasmatica de alrededor de 40 kDa. Su estructura presenta dos
dominios globulares, N-terminal y C-terminal, unidos por una hélice central (hélice H7),
formando una organizacion altamente conservada entre especies bactéridfas
dominio N-terminal, con actividad GTPasa y polimerizante, contiene motivos de unién a
GTP y esta conformado por seis hojas 3 paralelas, adoptando un pliegue tipo Rossmann
caracteristico de proteinas que interactian con nucledtidos. A este dominio se asocian
varios bucles denominados T, cuya organizacion y modo de union al nucle6tido guardan
una estrecha analogia estructural con la tubulina euc#titteEntre estos, el bucle T7,
resulta esencial para la hidrolisis del GTP y la interaccién entre subunidades tfe FtsZ

El dominio Cterminal de FtsZ contiene una lamina B y dos hélices con predominancia

de residuos acidd$?* (Figura 2A). Aunque no es indispensable para la polimerizacion,
este dominio permite la interaccién con proteinas accegarfs caso de deleciones en

esta region, FtsZ conserva la capacidad de polimerizar, pero no logra organizar anillos
funcionales, lo que evidencia su rol en la estabilidad del anfffo(Bigura 2A).

Un andlisis mas detallado de secuencias de FtsZ y todos sus homologos, han revelado una
organizacion compuesta por cinco dominios distintos. El subdominio N-terminak que e
no estructurado y poco conservado, sin funciones claramente definidas. Le sigue el nacleo
globular, altamente conservado y que contiene el sitio de union al GTP vy el bucle T7,
ambos esenciales para la actividad GTPasa y las interacciones longitudinales entre
subunidades. A continuacion, se encuentra el enlazador C-terminal, una region flexible y
poco conservada que conecta el nucleo con la cola C-terminal (CTT, del inglés, C-
terminal tail), corta y crucial para las interacciones con proteinas accesorias y para
establecer interacciones laterales entre protofilamentos en el anillo Z. Finalmente, la
region C-terminal variable (CTV, del inglés, C-terminal variable), altamente diversa,
puede favorecer interacciones laterales incluso en ausencia de proteinas moditadoras
30 (Figura 2B).
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Figura 2: A) Estructura cristalina de FtsZ. FtsZ (PDB ID: 2VXY) fue obtenida del PrbDiaia

Bank y representada en PyMdl Se observan los dos dominios globulares, N y C-terminal,
unidos por la hélice central (H7). El bucle T7 del dominio C-terminal participahéirédisis del

GTP y en la interaccion entre subunidades. Tomada de Khan y Ray22)HBsquema de los
dominios de FtsZ. Se representan los cinco dominios: N-terminal, ntcleo globular, enlazador C-
terminal, cola C-terminal (CTT) y regiont@minal variable (CTV). Se indican el sitio de union

al GTP y la hendidura interdominio.Tomada de Casiraghi y cols.2020

A pesar de compartir baja similitud en secuencia, FtsZ y la tubulina eucariota presentan
una homologia estructural significativa y se consideran homotb@@igjura 3), aunque

la unidad funcional de FtsZ es el mondmero y la de la tubulina un heterodimero. Esta
homologia incluye regiones conservadas como el motivo GGGTGS/TG de unién a GTP

3334y la capacidad de formar polimeros mediante interacciones cabeZ&?é8td’.



Figura 3: Comparacién estructural
entre FtsZ y la tubulina eucariota. Las
estructuras cristalogréficas de FtsZ
(izquierda, coédigo 1W5B) y de la
tubulina (derecha, cddigo 1TUB) se
obtuvieron del Protein Data Bampk
se visualizaron con el software
PyMol 3. Tomada de Khan y Ray.
201932,

FtsZ dimer Tubulin dimer

FtsZ es una proteina altamente conservaday es la que actia como componente central del
divisoma en la mayoria de los procariotas, ademas de estar presente en cloroplastos y
algunas mitocondrias. Sin embargo, ciertas bacterias con genomas reducidos, han perdido
este gen y utilizan mecanismos alternativos para dividit$® Existen diferentes
subfamilias de FtsZ, siendo FtsZ1l la mas ampliamente distribuida y la Unica que es
universal yesencial para la formacion del anillo Z (conocida como “FtsZ” por defecto).

Por otro lado, FtsZ3, presente en algunas halobacteias, muestran una conservacion parcial

y funciones ain no del todo comprendiéfas
3.1.1.1 Dindmica de ensamblaje y polimerizacion de FtsZ

FtsZ actla como una GTPasa autoactivada cuya capacidad de polimerizar depende de la
union de GTP. La formacion de protofilamentos ocurre mediante la asociacion lineal de
monomeros en orientacion cabeza-cola, donde el GTP queda intercalado entre
subunidades y es hidrolizado tras el ensambtajea hidrdlisis de GTP no s6lo permite

el reciclaje de subunidades, sino que induce un cambio conformacional del polimero
desde un estado recto a uno cuf¥olo cual se considera relevante para su funcion

mecanica®.

De manera global, la dinamica de ensamblaje de FtsZ involucra tres etapas principales:
1) ensamblaje de los mondmeros de FtsZ, 2) recambio en estado estacionario y 3)

desensamblaje; las cuales incluyen diferentes subetapas (Figura 4).
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Figura 4: Dinamica del ensamblaje de Ft4YEnsamblaje de los monémeros de FtsZ: (a) Unidn

de mondémeros de FtsZ tras la segregacion del nucleoide. (b) Ensamblaje de protofilamentos y

estabilizacion mediante proteinas reguladoras. (c) Organizacion y fornusdi@millo Z. 2)

Recambio en estado estacionario: (d) Incorporacién de diversas proteinas regutadbsie

del anillo Z para completar el septo. (e) Constriccion del anillo Z que condudgisitmdelular.

3) Desensamblaje: (f) Desensamblaje del anillo Z en monémeros de FtsZ. Tomada ge Khan

Ray. 20192

En la primera etapa, los mondmeros de FtsZ se polimerizan espontaneamente para formar
protofilamentos, en presencia de GTP. Estos filamentos se curvan ligeramente y se
asocian en haces o laminas, formando la base estructural del anillo Z. En la segunda etapa,
la hidrolisis del GTP impulsa el mecanismo de treadmilling (Figura 5), en el que se
incorporan nuevas subunidades GTP en un extremo del protofilamento mientras se
disocian subunidades con GDP en el extremo opuesto, lo que permite un desplazamiento
neto del filamento sin alterar su longitud tdtaf®. Este recambio dinamico es esencial

para el posicionamiento, movimiento circunferencial y formacion del anillo Z. También
facilita la formacion del septo y la constriccion progresiva del anillo Z durante la division
celular. En la tercera etapa, los protofilamentos se desestabilizan y se desensamblan, ya
sea por agotamiento de GTP o por acumulacion de subunidades con GDP, lo que lleva a
la desorganizacion del anillo Z. Este proceso es reversible y estd modulado por factores
celulares y condiciones fisicoquimicas, como la presencia de cationes divalentes (Mg?*,

Ca?"), cuyos efectos sobre la polimerizacion y estabilidad de FtsZ se han estudiado in
Vitro 24.37:4446



FtsZ's treadmilling Figura 5: Treadmilling de
FtsZ. Los mondémeros se

afiaden en el extremo
derecho del filamento y se
liberan en el extremo
izquierdo, generando un
desplazamiento hacia la
derecha mientras las
subunidades (naranja)
permanecen fijas. Tomada
de Yang y Liu. 2022".
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atic mononer moving polymer

Space
3.1.1.2 Factores que afectan el posicionamiento del anillo Z, su polimerizacion y

ensamblaje

La formacién y posicionamiento del anillo Z esta estrictamente controlada y requiere de

una red de reguladores que actian de manera positiva 0 negativa sobre la polimerizacién
y ensamblaje de FtsZ. Estos reguladores aseguran que el anillo se forme en el lugar
correcto y en el momento adecuado, integrando sefiales espaciales y temporales del ciclo

celular.

Los reguladores positivos promueven la estabilizacion del anillo Z en el medio de la
célula, facilitando ademas su anclaje a la membrana interna y la correcta formacion del
septo. Entre las principales proteinas se encuentran FtsA, ZipA, ZapA-D, SepF y WhmD
48 (Figura 6).

FtsA'y ZipA

FtsA y ZipA representan los anclajes primarios de FtsZ en la membrana interna de
bacterias modelo y han sido los mas caracterizados. En E. coli, tanto FtsA como ZipA se
unen al CTT de FtsZ. Aunque cada una resulta esencial para que la céluldecemple

division, la presencia de cualquiera de ellas es suficiente para que se forme efPd#illo Z

FtsA es un homologo de la actina, altamente conservado, que cumple un rol central en la
divisién bacteriana al anclar FtsZ a la membrana citoplasmatica iftezriateractuar

con proteinas del divisoma que actian en etapas posteriores. Se localiza tempranamente
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en el sitio de division y participa en la activacion de la constriccion setaldemas

de su funcion de anclaje a la membrana, regula la dindmica de FtsZ: en condiciones in
vitro, puede estimular la formacion de polimeros cortos y dinamicos, promover
interacciones laterales entre filamentos y facilitar el treadmitfin§in embargo, una
sobreproduccién de FtsA desestabiliza el anillo Z, generando defectos en la dfvision
FtsA posee actividad ATPasd, y su capacidad de ensamblarse en polimeros o
permanecer como mondmeros parece influir en la regulacion de FtsZ: los monémeros
favorecen la division, mientras que los polimeros tienden a desestabilizar eP4anillo
Aunque se han observado estructuras compatibles con polimeros de FtsA en algunos
estudios de criotomografia, su relevancia in vivo sigue siendo un interrégzateLa
proporcion relativa entre FtsA y FtsZ también resulta critica, variando entre especies (E.
coli y B. subtilig 337 y FtsA puede actuar en conjunto con complejos como FtsQLB para

promover el ensamblaje completo del divisoma.

ZipA, es una proteina caracteristica de proteobacterias y contribuye al anclaje de FtsZ a
la membrana en E. coli. Consta de un segmento transmembrana N-terminal, un dominio
central flexible y una region citosdlica C-terminal que interactia con la regién CTC de
FtsZ. Estudios in vitro han mostrado que ZipA puede inducir la agrupacion de filamentos
de FtsZ y reclutarlos a membranas artificiales, donde forman haces y estructuras radiales
49,5158 gj pjen estas estructuras son dinamicas, no siempre se ha observado treadmilling
en ellas’®%° ZipA presenta afinidad similar por monémeros y polimeros de FtsZ, lo que
sugiere que su funcion principal es incrementar la concentracion local de FtsZ en la

membrana para favorecer la polimerizacibft

En ausencia de FtsA o ZipA de manera individual, el anillo Z aun puede formarse, pero

no cuando ambas estan ausentes en la ¢élula
ZapA-D, SepF y WhmD

ZapA es una proteina de division temprana conservada en By Bolsubtilis que
interactla directamente con FtsZ, favorece la agrupaciéon de sus protofilamentos y cuya
funcion resulta redundante ya que su delecién no produce ferfétigapB es una
proteina de division no esencial que favorece el ensamblaje de FtsZ de manera
dependiente de su interaccion con el anilf3.ZapC actiia como estabilizador esencial

del divisoma al unirse directamente a FtsZ y modular su ensanf&ezapD
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incrementa las interacciones laterales entre protofilamentos potenciando la formacion del
anillo Z %%%7 SepF funciona en B. subtilis como un anclaje alternativo y regulador del
anillo Z que complementa la funcion de FtsA y favorece la formacion de septos en etapas
tempranas y tardi&8 ’°. Un estudio reciente identific a FtsZ y SepF como las proteinas

minimas requeridas para establecer un anillo Z acti& subtilis "%,

oM Figura 6: Representacion

PG esquemética de las proteinas
que se localizan en el sitio de

divisibn en E. coli y que

IM  promueven el ensamblaje y la
estabilidad del anillo Z durante
el primer paso de la citocinesis
bacteriana. IM, membrana
interna; PG, peptidoglicano;
OM, membrana externa.
Modificada de Huang y cols.
201372,

Los reguladores negativos ayudan al desmontaje del anillo Z durante el proceso de
constriccion y evitan la polimerizacion en posiciones inapropiadas, como los polos

celulares o regiones donde el cromosoma aun no ha sido segregado.

Entre los reguladores negativos mas conservados destacan el sistema Min y de oclusion
nuclear (NO, del inglés, nucleoid occlusion), ambos fundamentales en organismos
modelo como E. coly B. subtilis. El sistema Min, formado por MinC, MinD y MinE
(Figura 7A), establece un gradiente de inhibicion mas alto en los polos y mas bajo en la
zona central de la célula, impidiendo la polimerizacion de FtsZ en los extremos y
asegurando que el anillo Z se forme en la region médfa MinC actta directamente
sobre FtsZ inhibiendo su polimerizacion, MinD potencia esta inhibi€iogy MinE
promueve la oscilacion del complejo MinCD entre polos, evitando bloqueos permanentes
y garantizando la correcta localizacién del arffldPor su parte, el sistema NO previene

la formaciéon del anillo Z en lugares donde se encuentra el ADN cromosdfico
(Figura7B). Este proceso lo lleva a cabo la proteina SImA en E° gdk proteina Noc

en B. subtilis®!, las cuales interaccionan con el ADN cromosomico y previenen la

formacion del anillo.
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Figura 7: A) Ciclo de oscilacién del sistema MIinCDE. ElI complejo MinCDE comienza a
concentrarse en uno de los polos y se expande hacia la region media de la célula (1-2, 5-6). En el
borde anterior de la zona se organiza el anillo de MinE, que desplaza el competidad3,

7). La zona polar se desensambla, liberando MinC, MinD y MinE, que regresan alginloigir

el ciclo (4-5, 8-1). Como resultado de esta oscilacion, se mantiene una zona de inhibicién de la
polimerizacién de FtsZ en los polos durante gran parte del ciclo c@yl&istema NO. a) En
condiciones normales, las proteinas Noc o SImA (évalos rojos claros) actiaead gistema Min
(circulos azules), impidiendo que el anillo de FtsZ se forme sobre los nucleoides seghbggados.
Cuando la replicacion o segregacion cromosémica se interrumpe y el nucleoide permanece en la
region central, las proteinas NO blogquean la septacion en esa posicion (ecomspsc) En
ausencia de las proteinas NO, este control se pierde y el sistema Min pornsi atctanza a

evitar que FtsZ forme anillos sobre el nucleoide central. Tomadas de Rothfield y cof&. 2005

La combinacion de la oclusion nuclear con el sistema MInCDE hace que, una vez
duplicado el ADN de la bacteria, la formacién del anillo Z se restrinja a la zona del
ecuador celular. En casos donde se inhabilite uno u otro sistema se puede dar la formacion
de anillos Z adicionalés.

Otros reguladores negativos cumplen funciones mas especificas: EzrA es una proteina
transmembrana en B. subtilis que inhibe la polimerizacion de FtsZ y evita su ensamblaje
aberrante en los pol8$%. SulA, se activa durante el mecanismo de reparacion del dafio
del ADN iniciado por la respuesta SOS en E. coli y bloquea la polimerizacion de FtsZ
uniéndose a su bucle 787 UgtP, en B. subtilis, coordina el tamafio celular con la
disponibilidad de nutrientes al modular la dinamica de Ffs2aMciz, un péptido
expresado durante la esporulacion, inhibe la polimerizacion de FtsZ de manera
dependiente de GT®* ClpX, como parte de la proteasa ClpXP, reconoce y degrada
polimeros de FtsZ, evitando su acumulacion excesiva y contribuyendo al control de la

division27°1
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En resumen, la correcta localizacion del anillo Z y su anclaje en la membransgn
procesos altamente controlados que requieren de un gran numero de proteirtpse
pueden actuar como reguladores positivos 0 negativos de este proceso.

3.1.2 Elongasoma y divisoma: Proteinas que participan en su ensamblaje y

activacion

Como ya se mencioné con anterioridad, Mreb y FtsZ son las proteinas principales a través
de las cuales se ensamblan los complejos elongasoma y divisoma, respectivamente, en
los organismos modelo E. coji B. subtilis. Sin embargo, existen otras proteinas
estructurales y accesorias que conforman la maquinaria funcional de ambos complejos
(més de 20 proteinas conocidas en E. coli, que incluyen a las proteinas de division

“temprana” y de division “tardia”).

En estos bacilos, el elongasoma es el complejo multiproteico responsable de la sintesis
lateral del PG y, en consecuencia, de mantener la morfologia alargada de la célula. La
polimerizacion de MreB constituye el paso inicial de este ensamblaje, ya que actia como
andamiaje para el reclutamiento de otras proteinas del complejo. El nucleo catalitico del
elongasoma esta compuesto por RodA, una glucosiltransferasa de la familia de las SEDS
(del inglés, Shape, Elongation, Division, Sporulation), y la transpeptidasa PBP2 (PBP2A
0 PBPH en B. subtilis). RodA polimeriza las cadenas de glicano, mientras que PBP2 las
une a la pared celular preexistePt€® Ademas, el elongasoma incluye a las proteinas
conservadas de la membrana interna, MreC, MreD y R824 a las enzimas de sintesis

de lipido Il MraY yMurG, que interactian con Mréh El filamento de MreB se ancla a

la membrana interna mediante su interaccion con el dominio citoplasmatico dé’RodZ
(Figura 8).
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Figura 8: Componentes principales del
elongasoma y sus interacciones en E. coli.
Se esquematizia envoltura celular de E. coli

del complejo de elongacion. La proteina MreB se
dispone en agrupaciones debajo de la membrana
citoplasmética, donde actia como plataforma de

outer

membrane reclutamiento para otras proteinas del
peptidoglycan elongasoma. La capa de PG se ubica entre la
membrana interna y la membrana externa.
, ‘&3 Modificada de Liu y cols. 202%.
periplasm RodZ :
v
inner
membrane

Elongasome

En el divisoma, ademas de las proteinas que participan en el posicionamiento y anclaje
del anillo Z a la membrana, se encuentran las siguientes proteinas: FtsQ, FtsL, FtsB, FtsN,
FtsW, Ftsl y Ftsk®® (Figura 9). Un complejo clave es FtsQLB en E. coli (con sus
homologos DiviIB, DivIC y FtsL en B. subtilis), que forma un subcomplejo de membrana
involucrado en transmitir sefiales de activacion hacia las enzimas de sintesis d&l septo
101 Estas proteinas no sélo sirven como elementos estructurales, sino que actlian como
plataforma reguladora que conecta el anillo de FtsZ con la activacion de la maquinaria
biosintética. Otro componente central es FtsN (en E. coli), cuya llegada tardia al divisoma
marca el inicio de la constriccion: mediante su dominio SPOR (del inglés, sporulation-
related repeat), reconoce zonas del PG modificadas por amidasas y, de esta manera, ayuda
a dirigir el complejo de sintesis de PG (FtsWI) hacia el sitio cort&ctd

El complejo catalitico que finalmente ejecuta la sintesis del nuevo septo esta formado por
FtsW, una glucosiltransferasa, y Ftsl/PBP3, una transpeptidasa. Ambas actlan en
conjunto para incorporar y entrecruzar nuevas cadenas de PG durante la formacion del
septo!®, Estas enzimas, aunque localizadas en el divisoma desde etapas relativamente
tempranas, permanecen inactivas hasta recibir sefales de activacion que dependen de
FtsQLB y FtsN, garantizando que la constriccion no ocurra prematurafiéfite
Finalmente, FtsK desempefa un rol doble: ademas de formar parte del divisoma, coordina
la segregacién cromosémica con la constriccion septal, evitando que el ADN quede
atrapado en el septd® De esta manera, estas proteinas accesorias aseguran que la

division celular en E. coly B. subtilis se ejecute con precision temporal y espacial.
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Figura 9: Proteinas esenciales del divisoma. Se muestra el complejo FtsQLBWI en asociacion
con FtsN, junto con otros componentes del divisoma localizados en la membrana. El ensamblaje
ocurre de manera secuencial: primero se organiza el protoanillo (I) y posésrierse incorporan

las demas proteinas del divisoma (ll). Modificada de Perkins y cols 2024

Si bien todavia quedan muchas preguntas abiertas en cuanto a la composicion y
funcion del divisoma y elongasoma en bacilos modelo como E. coli y B. subtilis, e
los dltimos afos, se han identificado muchos de sus componentes estructurales y se

ha comenzado a dilucidar su ensamblaje y dinamica.

3.2 Crecimiento y division celular en Mycobacteriales: un modelo alternativo a los

organismos modelo

Los organismos modelo como E. opB. subtilis han sido fundamentales para establecer

los principios basicos del ciclo celular, la replicacion del ADN y la citocinesis. Sin
embargo, este paradigma no puede extrapolarse completamente a otros grupos
bacterianos con fisiologias distintd%1% Entre ellos, los Mycobacteriales, que incluyen
especies de relevancia clinica como Mycobacterium tuberculosis, Corynebacterium
diphtheriae y Mycobacterium leprae, presentan una pared celular extraordinariamente
complejal®*! un patron de crecimiento polar asimétrigb!'2 y una composicion del

divisoma y elongasoma que se aparta significativamente de los modelos ¢f&sicos
3.2.1 Estructura de la envoltura celular de los Mycobacteriales

La envoltura celular de los Mycobacteriales es Unica entre las bacterias. Aunque este
grupo esta genéticamente relacionado con bacterias Gram positivas, su estructura
didérmica, con una membrana externa lipidica densa y rica en acidos micélicos es
comparable a las Gram negativi4 Esta envoltura celular estd compuesta por la

membrana internay por la pared celular, la cual esta constituida por tres capas principales:
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peptidoglicano (PG), arabinogalactano (AG) y acidos micélicos (MA, del inglés, mycolic
acids), formando el denominado complejo mAGP (del inglés, mycolyl-arabinogalactan-
peptidoglycan), que confiere a la célula una notable rigidez y baja permeabififad

(Figura 10).
7.5 nm | External
] gﬁ.,T lipids

(IV) Outer leaflet

(I} Inner leaflet

(1Y Arabinogalactan
} » 6.3 nm II‘J MA,
(1) Peptidoglycan
Periplasmic space #14.1 nm
I
Granular -
layer i 3.8 nm
Inner 6.3 nm

Figura 10: Representacibn esquematica de la envoltura celular en Mycobacteriales.
Se distinguen las principales capas: (I) PG, (I) AG y-M) membrana deMA
(micomembrana), conformada por una hoja interna (inner leaflet) y una hojaaetbeter
leaflet). Por debajo del complejo mAGP se ubica el espacio periplasmico iptendamente, la
membrana interna (inner membrane). Se indican ademas las dimensiones prowcediocdpa,
obtenidas a partir de estudios de criomicroscopia electrénica de seccionesGHEM@Y/(S) en
Mycobacterium bovis BC&*. Tomada de Vincent y cols. 2018

Membrana interna

La membrana interna esta compuesta por una bicapa fosfolipidica con proteinas
embebidas que participan activamente en el transporte de aminoacidos, carbohidratos y
acidos organicos, asi como en procesos de sefializacién y secréci@mtre sus
componentes lipidicos se encuentran la cardiolipina, el fosfatidil-inositol, la
fosfatidiletanolamina, ademas de distintas formas altamente glicosiladas y aciladas de
fosfatidil-mio-inositol mandsidos (PIMs), que constituyen una fraccion importante de la
masa seca bacterian®#® Los PIMs son precursores de lipomananos (LM) y
lipoarabinomananos (LAM), glicolipidos caracteristicos de los Mycobacteriales que
cumplen funciones en la interaccion hospedero-patégeno y modulacion ingwne.
sintesis comienza en la cara citoplasmatica de la membrana interna y continla en el
periplasma, mediante la accion sucesiva de glicosiltransferasas y proteinas responsables

de elongacion y ramificaciomn® 123,
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Pared celular

La pared celular de los Mycobacteriales esta constituida por PG, el cual estd unido

covalentemente a AG, y estos estan esterificados pot*fiA

El PG constituye el esqueleto de la pared celular; aporta rigidez, estabilidad osmatica y
determina la morfologia bacteriatt4 Esta formado por cadenas de N-acetilglucosamina
(GIcNAc) y acido N-acetilmuramico (MurNAc), ademas de N-glicolilimuramico
(MurNGilyc), caracteristico de los Mycobacteriales, que confiere mayor resistencia frente
a enzimas como la lisozim&123 Las cadenas de glicanos estan unidas a péptidos cortos
(L-Ala—D-iso-Glu-mDAP-D-Ala-D-Ala), que se entrecruzan mediante enlaces de tipo

3-4 clasicos o 3-3 atipicd&® %>

Susintesis comienza en el citoplasma con la formacién del lipido | y el lipido I mediante
la accién de las enzimas MurRy MurG, su translocacion a través de la membrana por
FtsW y MviN >126y |a polimerizacion final en el periplasma por las PBPs (del inglés,
penicilin-binding-proteins) (PonA1/PBP1, PonA2/PBPZ)Figura 11).
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Figura 11: Biosintesis delPG. Se muestran las 3 etapas del proceso: produccion de los
precursores en el citoplasma y sintesis del lipido | y el lipido Il emdardarna de la membrana
(Etapa 1), su translocacién a través de la membrana (Etapa 2) y la polimerizacion, e
entrecruzamiento de las cadenas peptidicas y la un®@ glue ocurre en el periplasma (Etapa

3). Tomada de Raghavendra y cols. 2818

Los AG constituyen la capa intermedia de la pared celular, enlazandose covalentemente
al PGy a losMA '2°. Su estructura consiste en un dominio galactano lineal de alrededor
de 30 residuos de galactosa, sintetizado por las galacto-furanosil-transferasag GIfT1
GIfT2, y unido covalentemente al MurNGlyc del P&(Figura 12). Este dominio puede
encontrarse en forma lineal o modificado por grandes polimeros de arabinosa que
conforman el dominio arabinano, cuya sintesis involucra DprE1-2 y las arabino-furanosil-
transferasa AftA, AftB, EmbA y EmbB?*'* Esta diversidad en las enzimas
responsables de transferir las cadenas de arabinosa es en parte responsable de la

diversidad estructural de 1#<5 31
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Figura 12: Estructura de”AG y funciones de las enzimas clayesponsables de su biosintesis.
Tomada de Jankute y cols. 2045

La membrana externa o micomembrana es la Ultima capa y esta compuesta
principalmente poMA. Los MA son acidos grasos a- y B- hidroxilados de cadena muy
larga (7690 carbonos), con diversas modificaciones como anillos de ciclopropano o
grupos metil-cetona$z 13, Existen tres tipos pteipales: a-micolicos, metoxi-micolicos

y ceto-micolicos 133134 Estos compuestos confieren baja fluidez y elevada

impermeabilidad a la envoltura, siendo factores de virulencia y dianas de antibiéticos
134,136

La biosintesis de IddA requiere de los sistemas enzimaticos FAS-1y FAS-II (del inglés,
Fatty Acid Synthase); que generan y elongan las cadenas acilicas hasta formar los MA
maduros mediante la accion de Pks13 y FadD32 y RvZ56%. Finalmente, MmpL3,
transporta los MA a través de la membrana plasmatica y los une a los AG, completando

el ensamblaje del complejo mAGH (Figura 13).
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Figura 13: Estructura de los tres tipos M : a-micélicos, metoxi-micdlicos y ceto-micélicos y
representacion esquematica de su biosintesis. Tomada de Jankute y cdfs. 2015

Por tanto, la complejidad de la envoltura celular de los Mycobacteriales requiere de

sistemas enzimaticos igualmente complejos para su biosintesis durante el

crecimiento y la division celular.

3.2.2 Elongacion polar asimétrica

A diferencia de las bacterias modelo como E.\Blisubtilis que insertan nuevo material

de la pared celular a lo largo de toda la célula, los Mycobacteriales crecen desdeslos polo

110,140,148 Figura 14).
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8. subtilis mycobacteria

E.coli
new pole {r'p]- old pole (op)
- ﬂn-np
op daughter - - np daughter

Figura 14: Crecimiento y divisién en los organismos modelo y los Mycobacteriales. En Bssubtili
y E. coli la nueva pared (gris) se incorpora a lo largo de toda la célula, mientra&n que
Mycobacteriales se afiade solo en los polos, de forma desigual segun eldericgaa uno.
Flechas: sitios de sintesis de pared (flecha grande = mayor crecimientopuliteada: septo;
verde: pared antigua; gris: pared nueva. Tomada de Baranowski y col$°2019

Existe consenso en que la elongacion es polar, y de acuerdo con la mayoria de los
estudios, sigue un modelo unipolar asimétrico, considerado actualmente el mas aceptado
(Figura 15). En el modelo de crecimiento unipolar asimétrico, la sintesis de la envoltura
celular ocurre principalmente desde el polo viejo, transmitido por la célula madre, ya que
concentra la mayor parte de los complejos responsables de este proceso. En contraste, el
polo nuevo, que surge tras la constriccion del septo en el ciclo anterior, debe ensamblar
la maquinaria biosintética desde el inicio, lo que determina que el crecimiento sea nulo o
mas lento"*?144 A esto se afiade que no todas las células heredan polos con la misma
antigiiedad: algunas reciben polos que fueron generados varios ciclos atras, mientras que
otras portan polos de formacion mucho mas reciente. Aquellas que conservan polos
antiguos, denominadas “aceleradoras”, presentan una velocidad de crecimiento superior

a las que poseen polos mas jovenes, lo que resulta en células de mayor longitud. Por el
contrario, las células que cuentan con polos recientes, conocidas como “alternadoras”,

muestran un crecimiento mas leAté143

Esta elongacion polar asimétrica tiene dos consecuencias importantes. Por un lado,
contribuye a la heterogeneidad de la poblacion bacteriana, con células que exhiben
diferencias en sus tamarfios y niveles de resistencia a antibioticos, entl¥.dd@sotro

lado, el crecimiento polar implica que luego de un ciclo celular, el septo en el medio de
la célula debe convertirse en un polo, aunque la transicién de septo a polo es un proceso

muy poco comprendido.
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Recientemente, se ha descrito el modelo bifasico tipo NETO (ded,ifighév end take

off””), que propone que el nuevo polo atraviesa una fase de latencia y solo después inicia
el crecimiento rapido, alcanzando un ritmo similar al del polo viejo antes de la division
proxima *°. Este modelo ha ganado interés, pero ain no ha desplazado al unipolar

asimétrico como el marco predominante (Figura 15).

Unipolar NETO

)
=

Pole elongation
Pole elongaton

Time Time

Figura 15: Modelos de crecimiento polar: unipolar, y NETO. Representacion esquematisa de la
curvas de elongacién del polo viejo (OP, azul) y del polo nuevo (NP, naranjagtieadieniento

de la célula (division de la célula madre) hasta la siguiente divisién, segun los nuotiedder

y NETO. Adaptada de Hannebelle y cols. 2620

3.2.3 Elongasoma y divisoma en Mycobacteriales: Proteinas que participan en su

ensamblaje y activacion

Los Mycobacteriales carecen de varios homologos de proteinas claves del elongasoma y
divisoma de los organismos modelo. Si bien se han comenzado a identificar proteinas
exclusivas y redes de interacciones especificas en los Mycobacteriales, mayormente se

desconocen quienes cumplen las funciones de las proteinas fafti(Fagira 16).
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Figura 16: Proteinas que participan en el ensamblaje del elongasoma y divisoma de/ K. coli
tuberculosis. En E. coli, la elongacién ocurre a lo largo de la pared lateral y dependeBde Mr
como proteina central, junto con MreC, MreD y MrdA como componentes asociados. En
contraste, en M. tuberculosis el crecimiento se restringe a los polosgae&zado por Wag31,

que establece el sitio de elongacion polar. En ambos organismos, FtsZ constituyeirta pro
central del divisoma y se concentra en el medio de la célula. Sin embargaodinreEanclaje

del anillo Z a la membrana depende de ZipA y FtsA, y la activacion termirlal dieision
requiere de FtsN, mientras que M. tuberculosis carece de homdlogos evidentes de estas proteina
y en su lugar, la proteina SepF, es la proteina principal que estabilizaceZanith membrana
Imagen generada por Daniela Megri&®24.

Los Mycobacteriales carecen de la proteina MreB, la proteina central del elongasoma en
E. coliy B. subtilis'*%. En su lugar, codifican un homélogo de DivIVA de B. subtilis, la
proteina Wag31 (Figura 16). Wag31 se concentra en los polos y establece el sitio de
crecimiento polar, ademas de organizar el elongasoma y reclutar enzimas de sintesis de
envoltural4141.147.148g papel central en el elongasoma es evidente, ya que la deplecion
de Wag31 provoca pérdida progresiva de la forma bacilar hasta generar célulassesféric

y su desregulacion conduce a crecimiento polar aberk#nt&14® Asimismo, Wag31
también se localiza en el septo de células en division, lo que sugiere que participa en la
formacion del nuevo polo en las células hij&s Se ha descrito que Wag31 interactta

con multiples proteinas, varias de ellas exclusivas de estas bacterias, aunque gran parte

de los componentes del elongasoma aun no han sido identificados. Entre las proteinas
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conocidas destaca CwsA, cuya interaccion con Wag31 resulta esencial para la estabilidad
y la localizacion polar de este andamigj& aunque esta proteina no es estrictamente
conservada en los Mycobacteriate's'>2

La division celular de los Mycobacteriales también presenta particularidades. A
diferencia de lo que ocurre en organismos modelo como Ey &lsubtilis, en estas
bacterias la localizacion del septo no esta guiada por las reglas moleculares clasicas que
aseguran su formacion en la zona media de la céfiff2l En particular, el sistema Min

y NO que evitan la formacion del anillo Z en lugares incorrectos, estan ausentes en los
Mycobacteriales. Estas bacterias solo presentan un candidato relacionado con MinD
(Ssd), cuya sobreexpresion alarga las células y reprime genes de crecimiento y division
153 Se ha postulado que esta falta de los sistemas que regulan la posicion del septo, podria
llevar a que éste se localice en posiciones mas variables, que abarcan entre un 20 y un
80% de la longitud celuldr*.

Otras diferencias entre los organismos modelo y estas bacterias estan relacionadas con
los estabilizadores y reguladores positivos y negativos del anBioEZ. coliy B. subtilis

las proteinas que anclan FtsZ a la membrana y la posicionan en el lugar correcto, estan
bien caracterizadas, FtsA, ErzA, SepF, ZapA. Sin embargo, los Mycobacteriales, carecen

de homdlogos de estas proteinas, a excepcion de SepF, que localiza el septo de forma
dependiente de Fts#® (Figura 16). El agotamiento y la sobreexpresion deFSep

conducen a filamentos y ramificaciones, fenotipos candénicos de la division &Hular

Después de ensamblar el divisoma “temprano” se reclutan proteinas "tardias", necesarias

para construir la pared celular septal. En B. subtilis participan: FtsQLB, FtsW y PBP2B
157y en E. coli: FtsK, FtsQLB, FtswW, PBP3 y Fts¥ Aunque estas proteinas estan
presentes en Mycobateriales, a excepcion de FtsN, las funciones especificas siguen
siendo desconocidas (Figura 16). Algunos estudios preliminares sugieren una jerarquia
de dependencias de estas proteinas en los MycobacteFiafes FtsK —FtsQ—FtsLB

159 Por otra parte, la pequefia proteina transmembrana CrgA, especifica de este grupo de
bacterias, participa en casi todas las etapas de divisién, y se asocia con CwsA, que a su
vez regula la localizacion de Wag31 en los polos, estableciendo un eje de comunicacion
entre la maquinaria septal y el inicio del crecimiento polar en las célulag*fijEste
mecanismo, Como ya mencionamos antes, no esta estrictamente conservado en todos los

Mycobacteriales.
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En la sintesis del PG de los organismos modelo participan principalmente las proteinas
MurA, MurJ, las PBPs y RodA. Si bien, los Mycobacteriales codifican homologos de
estas proteinas, existen algunas diferencias de regulacion especificas. Una de ellas es que
el primer paso en la biosintesis del PG, catalizado por la enzima MurA, esta regulado por
CwlIM, una proteina citoplasméatica que en su forma no fosforilada se une a MurA y la
activa, mientras que la fosforilacion por la quinasa PknB modula su fulf€idatra
diferencia importante es que el homdlogo de MurJ en micobacterias, MviN, se regula
mediante fosforilacion, lo que afiade una capa de control postraduccional que no es
habitual en los organismos modelo clasicos. Por otro lado, y a diferencia de los bacilos
modelo, en las micobacterias, la sintesis de PG durante la elongacion y la division recae
principalmente en PonAl, una PBP esencial que combina funciones de elongacion y
division, y cuya actividad transglicosilasa es indispensablé? Durante la citocinesis
algunas PBPB interactian con los miembros del divisoma FtsW y CrgA, mientras que
PonALl aparece tanto en septos como en polos, sugiriendo un rol dual en la sintesis septal
y en la instauracién del crecimiento pol2d

El proceso final es la degradacion del PG para permitir la separacién de las células hijas.
En este proceso también hay diferencias. En B. subtilis, participan las enzimas hidrolasas
como LytC, LytD, LytE y LytF®+1% mientras que en estas bacterias se involucran a las
hidrolasas RipA/B, ChiZ y Amif’,

Recientemente, nuestro grupo de trabajo identific6 nuevos componentes del elongasoma
y divisoma de los Mycobacteriales. Usando C. glutamicum como modelo, identificamos

el complejo Glp/GIpR, conformado por una molibdotransferasa reutilizada similar a la
gefirina (Glp) y su receptor de membrana (GIpR), como nuevos integrantes del divisoma.
Nuestros resultados muestran que Glp interacciona directamente con FtsZ y GIpR con
Wag31, estableciendo un puente funcional entre el divisoma y el elongasoma durante la
citocinesis'®® Por otro lado, estudiamos el rol de la proteina conservada en los
Mycobacteriales, FhaA, y demostramos su rol esencial en el crecimiento polar y
asimeétrico en micobacterias. Nuestros resultados muestran que esta proteina participa en
el correcto posicionamiento polar del elongasoma, y que en su ausencia el crecimiento

pierde su asimetri&®.
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Por tanto, nuestro conocimiento actual muestra que la composicion y arquitectura
del elongasoma y divisoma de los Mycobacteriales difiere de los organismos modelo

y es aun muy poco comprendida.

3.2.4 El rol de la fosforilacion de proteinas en la division celular de los

Mycobacteriales

Existen solidas evidencias de que los Mycobacteriales, a diferencia de otros grupos

bacterianos, emplean la fosforilacion de proteinas como un mecanismo central para

regular la elongacién y la division celutd?'t Los genomas de estas bacterias codifican

un namero variable de quinasas de proteinas Ser/Thr, aunque solo cuatro de ellas (PknA,
PknB, PknG y PknL) se encuentran estrictamente conseradeses de ellas (PknA,

PknB y PknL) tienen un papel importante en la division celular y la morfogéhesis

De hecho, la alteracion de los niveles de expresion de PknA o PknB produce morfologias

aberrantes que reflejan defectos en la elongacion y la division tanto en micobgcterias

corinebacterias’3174.176

Asimismo, se ha demostrado que las proteinas de andamiaje, tanto del elongasoma como
del divisoma, pueden ser fosforikgin vitro por quinasas Ser/Thr, y la fosforilacion in

vivo de Wag31l y FtsZ ha sido confirmada mediante estudios de fosfoprotedmica en
micobacterias’”1’® aunque existe menos evidencia al respecto en corinebatteias
micobacterias, se ha reportado la fosforilacion de Wag31 por PknA en un residuo
especifico de treonina (Thr73), aunque la relevancia fisiologica de esta modificacion
permanece en debat€*® En corinebacterias, por el contrario, no se ha reportado la
fosforilacion de Wag31; sin embargo, la conservacion de PknA y PknB en estos
organismos respalda la hipotesis de su implicancia en los procesos de crecimiento y
division celulart®176 En C. glutamicum se han descritos sitios de fosforilacion de FtszZ,

y se demostré que Pkresla principal quinasa responsable afokforilacion déresiduo
T10817 localizado en una regién de la proteina que participa en la unién/hidrolisis de

nucleotidos (Figura 17).
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Figura 17: Sitios putativos de fosforilacion de FtsZ
por PknA. Se muestra un modelo predicho de
homologia de FtsZ de C. glutamicum. Los residuos
fosforilados por quinasas de proteinas Ser/Thr se
representan en rojo y estan sefialados. El residuo
T108 se localiza en una region que participa en la
union/hidrélisis de nucledtidos, mientras que T63 se
localiza en la interfaz del dominio de
oligomerizacion de FtsZ. Los residuos S353 y T388
se encuentran hacia el extremo C-terminal. El
extremo C-terminal no esta representado en este
modelo. Tomada de Donovan y Bramkamp. 2614

toward Cterminal end
{8353, T388)

En conclusién, aunque se conoce que la fosforilacion de proteinas constituye una
estrategia clave para controlar la morfologia, el crecimiento y la division celular en
Mycobacteriales, los blancos fosforilados, asi como el mecanismo molecular

subyacente, aun son desconocidos.
3.2.5 Corynebacterium glutamicum como modelo

C. glutamicum, una bacteria no patégena de rapido crecimiento, ha sido ampliamente
estudiada y constituye un modelo util para estudiar los mecanismos de elongacion y
division celular en los Mycobacteriales. Dada su relevancia industrial, ha sido objeto de
numerosos estudios y se dispone de una amplia variedad de herramientas ¢&héticas
Ademas, la mayoria de las proteinas implicadas en los procesos de elongacién y divisién
en micobacterias, también estan presentes en C. glutaffittih A diferencia de M.
tuberculosis, que posee 11 quinasas Selffhy de M. smegmatis, con mas de'3)C.
glutamicum codifica Unicamente las cuatro Ser/Thr quinasas de proteinas estrictamente
conservadas en los Mycobacteriales (PknA, PknB, PknL y PKA@)abe destacar, los
mutantes de delecion de cada una de estas Ser/Thr quinasas son viables en C. glutamicum
lo que constituye una herramienta valiosa para investigar mecanismos conservados de

division celular y su regulacién por fosforilacién de proteinas en los Mycobacteriales
3.3. ProteOmica basada en espectrometria de masas

La protedmica es la disciplina cientifica dedicada al estudio a gran escala de las proteinas
gue conforman un sistema biolégico, conocidas colectivamente como el proteoma. A

diferencia del genoma, que es relativamente constante, el proteoma es dinamico y varia

28



en funcion del estado fisiolégico, tipo celular, estadio de desarrollo o condiciones
ambientales del organismo. El término protedmica, acufiado en la década de los noventa
como una analogia con la genomig& abarca no sélo la identificacion y cuantificacion

de proteinas, sino también el andlisis de su localizacion subcelular, sus interacciones, sus
modificaciones postraduccionales (PTM, del inglés, post-translational modifications), y
su degradacion o recambio. La diversidad funcional del proteoma se incrementa
sustancialmente por procesos como el splicing alternativo, las variaciones genéticas y la
modificacion covalente de residuos especificos, lo cual da origen a multiples formas
moleculares de una misma proteina. Para abarcar esta complejidad, se ha propuesto el
término proteoforma, que designa cada una de las variantes moleculares que puede
adoptar el producto de un Unico gen, incluyendo mutaciones, isoformas de splicing
PTMs 184

Entre las metodologias que han revolucionado el estudio del proteoma se destaca la
espectrometria de masas (MS, del inglés, mass spectrometry). Esta metodologia permite
la identificacidn y cuantificacion sistematica de proteinas y sus modificaciones con alta
sensibilidad, especificidad y aplicabilidad universal. La MS ha evolucionado
notablemente en las Ultimas décadas, pasando de ser una herramienta para catalogar
proteinas a convertirse en una plataforma multifacética capaz de analizar actividades
enzimaticas, interacciones proteicas, dinAmica de sefalizacion, y composicién de

complejos de proteinas.

Existen dos estrategias para la protedmica basada etopA@owny bottom-up (Figura

18). La aproximacion top-down analiza proteinas intactas. Esto permite una
caracterizacion mas precisa de las proteoformas, ya que se conservan las modificaciones
combinadas que ocurren en una misma molécula. Aunque top-down ofrece datos mas
ricos en cuanto a isoformas y PTMs, su implementacion a gran escala ha sido limitada
por desafios técnicos asociados a la ionizacién, fragmentacion, separacion de proteinas
de alto peso molecular y la complejidad de la interpretacion de los datos generados. En la
estrategia bottom up, las proteinas son primero digeridas enzimaticamente (comunmente
con tripsina u otras proteasas) y se analizan los péptidos resultantes mediante
cromatografia liquida acoplada MS en tandem (LC-MS/MS, del inglés, liquid
chromatography coupled to tandem mass spectrometry). Esta estrategia es la mas

ampliamente utilizada en los estudios de proteOmica a gran escala, debido a su robustez,
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sensibilidad y adaptabilidad a muestras complejas. Sin embargo, presenta limitaciones,
como la pérdida de informacion sobre modificaciones combinadas o variantes especificas
de proteinas, ya que esta informacion se pierde al digerir las préféifasCuando los
péptidos provienen de una mezcla compleja de proteinas, a esta metodologia se le llama
proteémica de tipo shotgun, denominada asi por su analogia con la secuenciacion
gendmica tipo shotguli®. Una de las limitaciones de este método es que la inferencia de
proteinas se realiza de forma indirecta a partir de los péptidos detectados, lo cual puede
generar ambigiedad, especialmente cuando los péptidos son compartidos por multiples
proteinas. Sin embargo, se mantiene como una de las herramientas mas robustas y
versétiles en proteémica moderna, y su uso sigue expandiéndose gracias a los continuos

avances en MS, preparacion de muestras y analisis bioinformatico.
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Figura 18: Comparacion esquematica entre protedmica top-dotottom-up. En el enfoque
top-down, las proteinas intactas se separan y analizan directamente por MS, lomiiee per
identificar proteoformas y localizar PTMs. En el enfoque bottom-up, las proteinas se digieren en
péptidos, que luego se separan y fragmentan. La identificacion de estos péptidos mediante
comparacion con bases de datos permite inferir las proteinas presentes, aunquetcoa deber
secuencia incompleta. Tomado de Gregorich y cols. 2014

En la estrategia shotgun, las proteinas son primero extraidas de una muestra biolégica
compleja y posteriormente digeridas, siendo la tripsina la enzima mas comuinmente
utilizada. Esta proteasa corta especificamente los enlaces peptidicos en el extremo
carboxilo de los residuos de LysArg, generando péptidos de longitud y propiedades
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ideales para su posterior andlisis por MS. Los péptidos tripticos son luego separados,
tipicamente mediante CL en fase reversa (RP, del inglés, reverse phase) acoplada a
ionizacién por nanoelectrospray (nESI, del inglés, nanoElectrospray lonization).
Utilizando esta estrategia es posible cuantificar decenas de miles de péptidos,
correspondientes a miles de proteinas, a partir de s6lo unos pocos microgramos de

material biolégico inicial en el lapso de una hdfis

En los métodos de protedmica de descubrimiento o no dirigida, la estrategia de
adquisicion de datos puede dividirse en dos categorias principales: dependiente de los
datos (DDA, del inglés, data-dependent acquisition) o independiente de los datos (DIA,
del inglés data-independent acquisitiéif\Figura 19).

Data-dependent acquisition Data-independent acquisition
Peptides are selected for fragmentation Peptides are selected for MS2
and MS2 after hitting predefined systematically by isolating and
intensity peak in precursor ion scan, fragmenting all precursor ons  withen
MS2 acquisition is dependent on data predefined mvz windows. MS2 acquisition
from MS1. is independent of data from MS1.
- =z z
(I ' g
E Ef = - - - - - [ g
mIJ'Z
Selected precursors All precursors in window
fragmented for MS2 fragmented for MS2
‘ H )
[ | i
)| A4l : ] i | | I {1 hd

Figura 19: Comparacion esquemaética entre los métodos DDA y DIA para la adquisicion de datos

En DDA, los iones precursores a ser fragmentados se seleccionan en base a su intensidad a partir
del espectro MS1. Esto implica que solo una fraccion de los péptidos es analizada por MS/MS y
gue se generan espectros que contienen iones provenientes mayoritariamente de wmson prec
facilitando el analisis posterior de los datos. En DIA no hay una seleccion iespaeside MS1;

todos los precursores dentro de un rango de m/z se fragmentan de manera simultdnea. Como
resultado, los espectros MS2 son mas complejos y contienen sefiales de multiples precursores, lo
gue exige algoritmos bioinformaticos mas avanzados para resolver cada componentedéomada

Ward y cols. 2024%,
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La estrategia DDA es el enfoque clasico, aunque hoy en dia el DIA esta cobrando
relevancia®’. En el modo DDA, el espectrometro de masas realiza primero un barrido
MS completo (MS1) y selecciona los iones precursores mas intensos (generalmente entre
12 y 20, dependiendo del equipo y parametros seleccionados por el operador) para
fragmentarlos y generar espectros MS/MS (MS2). Esta estrategia tiene asociado un
problema de muestreo que puede resultar en diferencias de los iones detectados entre
réplicas (missing values), especialmente para péptidos de baja abundancia. No obstante,
la identificacion de péptidos en DDA es altamente especifica, y se apoya en motores de
busqueda que comparan los espectros de fragmentacién experimentales con espectros
teoricos derivados de una base de datos de secuencias de proteinas digerida in silico. Se
genera una lista de péptidos candidatos que presentan valores de m/z que coinciden con
el valor experimental + un error permitido. Para cada candidato se genera un espectro
MS/MS tedrico, que luego se compara con el espectro experimental (PSM, del inglés,
Peptide Spectrum Matching) (Figura 28%1% y se utilizan funciones de puntuacion
disefiadas para discriminar entre coincidencias correctas e incorrectas. Asi, el péptido mas
probable se posiciona en primer lugar entre los candidatos evaluados. Para calcular la tasa
de descubrimientos falsos (FDR, del inglés, False Discovery Rate), se introducen péptidos
incorrectos conocidos denominados sefiuelos que permiten estimar la distribucion de

coincidencias incorrectas dentro del espacio de busqueda.

En la estrategia DIA, se fragmenta, en cada ciclo de adquisicion, todos los precursores
dentro de ventanas m/z definidas y se realizan agguies sucesivas variando las
ventanas de manera de cubrir un amplio rango de valores de m/z. Este enfoque genera
espectros quiméricos que contienen fragmentos de mudltiples iones precursores en el
mismo espectro (Figura 19). Como resultado, DIA ofrece mayor reproducibilidad y
menor tasa de missing values en analisis de multiples muestras, siendo particularmente
atil para estudios cuantitativos comparativos. Sin embargo, el analisis posterior de estos
espectros MS/MS, formados por fragmentos de distintos precursores, requiere el uso de
bibliotecas espectrales previamente construidas o métodos computacionales avanzados,
debido a la complejidad de asignar fragmentos a sus respectivos precursores en espectros

mixtos 188
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Figura 20: Proceso de identificacion de péptidos mediante PSM. Los espectros de fragmentacion
(MS/MS) obtenidos experimentalmente se comparan con espectros tedricos generadoga partir d
una base de datos que contiene las secuencias proteicas de referencia. Estos espectros tedricos se
construyen tras una digestion enzimatica o quimica in silico, simulando la fragidermte cada

péptido. La coincidencia entre los espectros experimentales y los tedricosisensediante

funciones de puntuacién disefiadas para discriminar entre asignaciones correctas e incorrectas
PSM. Tomada de OpenM&.

La cuantificacion en proteémica basada en MS presenta varios desafios, ya que esta
técnica no es intrinsecamente cuantitativa: la intensidad de la sefial no depende
Unicamente de la cantidad de analito, sino también de su eficiencia de ionizacion entre
otras variables. Existen, sin embargo, diversas estrategias que permiten obtener
informacion cuantitativa, ya sea en términos absolutos o relativos, a partir de los
experimentos proteémicos. Estas estrategias se pueden clasificar en las que implican
marcado de los péptidos y aquellas libres de marcas. Si bien las estrategias basadas en
marcaje suelen ofrecer una mayor precision en la cuantificacion, implican costos
elevados, pasos adicionales en la preparacion de muestras y una mayor complejidad
experimental®. Dentro de los enfoques libres de marcas se destacan: la cuantificacion
basada en la intensidad de los precursores (XIC, del inglés, Extracted lon Chromjatogram

y el conteo de espectros (SC, del inglés Spectral Counting) (Figura 21). El método XIC
estima la abundancia de un péptido mediante la integracion del area bajo la curva de su
sefial cromatogréfica, lo cual requiere una cromatografia altamente reproducible y una
alineacion precisa entre corrid&d.conteo espectral se basa en el nUmero de espectros
MS/MS iasignados a péptidos de una proteina. Este nimero tiende a correlacionarse con
su abundancia relativa, siendo mas robusto para detectar proteinas altamente expresadas,
aungque menos sensible para aquellas de baja abundancia. Una variante mejorada del
conteo espectral es el uso de NSAF (del inglés, Normalized Spectral Abundance Factor),

gue corrige el sesgo introducido por la longitud de las proteinas. Las proteinas mas largas
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generan mas peéptidos, y por ende mas espectros, lo que podria sobreestimar su
abundancia si no se corrige. NSAF se calcula dividiendo el valor de SC asignados a una
proteina por su longitud (L) en aminoacidos, y luego por la suma total de todos los SC/L

para todas las proteinas identificadas en una mezcla compleja. Esta métrica permite
comparar abundancias relativas dentro y entre muestras. La eficacia de este método

depende en gran medida de la calidad de las identificaciones a partir de la asignacion de

espectros®,
Label-free quantitation Figura 21: Métodos libres de marca para
: cuantificacion de proteinas. La cuantificacion
s g g puede realizarse a partir Idemétodo XIC,
PRI A . Ly comparando las sefiales MS de un mismo peéptido
% ‘ % ‘ entre diferentes experimentos, lo que permite

estimar su abundancia relati¥n el método SC, la
.)\‘ cuantificacion de proteinas se infiere a partir de
SN U O nl]me_ro de espectros de fragmentacion _(MS/MS)
MS Based quantitabion Wit s sasedquannatanand ODEENIAOS para una proteina dada, asumiendo que
VT —— wdecsdation existe una correlacion entre el nimero de espectros
y su abundancia relativa. En este caso, la

z identificacion y cuantificacion se obtienen de
£ z‘ manera simultanea a partir de los mismos espectros
- 3 MS/MS. En ambos casos, cada muestra se analiza
e de forma independiente y se compraran los
———— resultados para obtener cuantificaciones relativas.

Modificada de Villar y cols. 201%¢,
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3.4 Estrategias interactdmicas basadas en espectrometria de masas

La interactomica estudia las interacciones proteina-proteina (PPIs, del inglés-protein
protein interactions) que subyacen a todos los procesos bioldgicos. Se estima que mas del
80% de las proteinas no funcionan de manera aislada, sino que forman complejas redes
interactébmicas que son criticas para la organizacion y funcién ceéflflaEstas
interacciones pueden clasificarse como estables, que implican proteinas que se ensamblan
en complejos con una asociacion duradera, o transitorias, asociadas a cambios dinamicos
en la célulalt®®2%% La MS ha revolucionado el andlisis de las PPIs al proporcionar
herramientas para identificar, caracterizar y mapear estas redes con alta sensibilidad y

especificidad %82,

Los métodos usados incluyen: la purificacion por afinidad acoplada a MS (AP, del inglés,
affinity purification), el entrecruzamiento quimico de proteinas acoplado a MS (XL, del
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inglés, cross-linking), el co-fraccionamiento acoplado a MS (CF, del inglés,
co-fractionation), la protedlisis limitada acoplada a MS (LiP, del inglés, limited
proteolysis), el analisis del perfil térmico del proteoma (TPP, del inglés, thermal proteome
profiling), y el marcado por proximidad acoplado a MS (PL, del inglés proximity

labeling)198-20%,
AP-MS

La AP-MS es un método clasico y ampliamente utilizado para estudiar PPIs a gran escala,
que combina la captura de complejos proteicos mediante cromatografia de afinidad (en
base a etiquetas o anticuerpos especificos) y su posterior analisis por MS. En este método,
la proteina de interés junto con sus interactores se recupera mediante enriquecimiento por
afinidad. Para ello se puede usar un anticuerpo cehtcabo o alternativamente la
expresion de la proteina de interés fusionada con una etiqueta que facilite la posterior
purificacion. Tras una lisis celular suave y no desnaturalizante, la proteina cebo y sus
proteinas asociadas se aislan con una resina de afinidad que reconoce al anticuerpo o la
etiqueta de afinidad, eliminando las uniones inespecificas mediante lavados. La elucion
de la proteina de interés y sus proteinas interactuantes depende del método de afinidad

usado (Figura 22

Como se ha mencionado, las etiquetas de afinidad son componentes claves en esta técnica.
Las mismas pueden ser desde pequefias secuencias de péptidos hasta dominios proteicos
mas grandes, que pueden ubicarse en el extremo N y C terminal o incluso en el medio de
la secuencia de la proteina de intéf8sEntre las mas comunes se encuentra la His-tag
(hexahistidina), que permite la purificacion de proteinas etiquetadas y sus interactores
mediante cromatografia de afinidad con metales inmoviliz2dosambién, la etiqueta

FLAG, que es un octapéptido hidrofilico (DYKDDDDK) que puede ser reconocido por
anticuerpos especificos. Existen varios anticuerpos monoclonales comerciales anti-
FLAG, asi como anticuerpos policlonales con una afinidad nfdyét# Otra etiqueta
ampliamente usada es la Strep-tag, un péptido de ocho aminoacidos (WRHPQFGG)
capaz de unirse a la estreptavidiffd Este sistema, Strep-tag-estreptavidina ha
evolucionado hacia versiones mejoradas que incrementan la afinidad y estabilidad de
unién, como Strep-tag 1l (WSHPQFEKY® que usa una variante de estreptavidina

modificada, conocida como Strep-Tactin.
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Figura 22: Flujo de trabajo de AP-M®\) A partir de un lisado proteico, se emplea un anticuerpo
especifico para aislar de manera selectiva una proteina de interés (PCdjcadamue se
encuentre en niveles fisioldgicos. Dicha POI puede asociarse con otros interactores proteicos
directa o indirectamente. Para inmovilizar estos complejos, se incorporan perlasrtasaoin

proteina A/G, las cuales capturan los anticuerpos junto con las proteinas umidkserie,
mediante etapas de lavados y elucién, se recuperan la POI y sus interactores, que posteriormente
son analizados por L®IS/MS. B) En ausencia de anticuerpos adecuados, la POl puede
fusionarse a etiquetas de epitopo (por ejemplo, FLAG), permitiendo su expresiéon enydélula
posterior purificacién con resinas conjugadas a anticuerpos anti-etiqueta de epitagua lem

Low y cols. 202F%%

Si bien la AP-MS ha sido muy utilizada para el estudio de las PPIs, posee algunas
limitaciones importantes, ya que no permite capturar interacciones transitorias q débiles
y se pueden detectar interacciones entre proteinas luego de la lisis que no estaban en
contacto en la célula. También, las proteinas unidas a la membrana son dificles de

recuperar en las condiciones de lisis suaves, necesarias para preservar las interacciones
200

XL-MS

El XL-MS es una técnica que se utiliza acoplada al AP-MS y que permite estabilizar PPIs

previamente a su purificacion. Esta técnica consiste en el entrecruzamiento quimico de

proteinas en su estado nativo, utilizando reactivos capaces de formar enlaces covalentes
entre residuos de aminoacidos cercanos espacialmente (agentes entrecruzantes). Los
agentes entrecruzantes suelen ser pequefias moléculas bifuncionales con dos grupos
reactivos separados por un espaciador. Las proteinas entrecruzadas se someten a
protedlisis, y las mezclas de péptidos generadas se separan y analizan mediante LC-

MS/MS (Figura 23). El analisis bioinformatico de los datos obtenidos permite identificar
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las secuencias de los péptidos entrecruzados y los sitios especificos de entrecruzamiento
198-201

8

-
Incubisis with ﬁ o
ﬂ cross-nkers

Figura 23: Flujo de trabajo de XL-MS. El entrecruzamiento quimico puede realizarse in vitro

con complejos proteicos purificados, o in vivo, en células intactas. Tras iénadiéd agente
entrecruzante, las proteinas se digieren en péptidos, generando principalmetipestres

péptidos modificados: mono (el entrecruzador se une a un Unico residuo del péptido), loop (ambos
extremos del entrecruzador se enlazan a dos residuos del mismo péptido) y entrecruzados (el
entrecruzador une residuos de dos péptidos distintos), ademas de péptidos no modificados. Dada
esta heterogeneidad, la mezcla resultante se fracciona para enriggieéptidos entrecruzados,

gue luego se analizan por LKIS/MS. Tomado de Low y cols. 202%.

Este enfoque es particularmente Gtil para preservar y analizar interacciones dinamicas o
débiles, proporcionando informacion estructural y topoldgica en el contexto nativo de las
proteinas %21 Ademas, permite estudiar complejos proteicos dificiles de solulmlizar
asociados a membranas que, una vez entrecruzadas las proteinas, se pueden usar
condiciones mas drasticas para favorecer la recuperaciéon de interactores de mémbrana.
pesar de sus ventajas, XL-MS presenta limitaciones significativas, incluyendo una baja
eficiencia de entrecruzamiento (5Pb) 2°12%7 |a complejidad inherente al analisis de
datos y la necesidad de software especializado para interpretar los resultados. Ademas,
los agentes entrecruzantes no siempre pueden entrar en las células y capturar las
interacciones in vivo, y en su mayoria se usan para estudiar complejos relativamente

simples e in vitrg®®21°,
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CF-MS

El CF-MS es una técnica que separa complejos proteicos mediante métodos
cromatograficos o electroforéticos en condiciones no desnaturalizantes, preservando las
interacciones nativas antes de su analisis por MS. Cada fraccion se somete luego a
protedlisis, se analiza mediante -IMS/MS, y se identifican y cuantifican sus

componentes proteicos (Figura) 32201

’ b 5 e o S
| H i
:I' ' / \ -~
J .
e —
Lysis of samples . o frachongtion
5 noe-dengtining - £ (ot
condtions ompleses
¢ ;
‘ I
' A e
. A N e ————— A
—
] - N e B
;o = C
e { —
dentdcation and ! ! i Co-ehation peofilos D
quartification of of proteins are
PEOTRING inN aach plotied, conmrelated
fraction by MS ang matched
1 . 3 A 5 5
e 2 3 4 5 ¢
4]

Figura 24: Flujo de trabajo de CF-MS. Las muestras se lisan en condiciones suaves pararprese

la integridad de los complejos proteicos y se separan en condiciones maédéante
cromatografia en columna o electroforesis en gel nativo. Cada fraccion se adalidaamente
mediante LEMS/MS cuantitativo tipo bottorap. Con el apoyo de algoritmos computacionales
especializados, se generan perfiles de co-migracibn que permiten reconstred te r
interacciones proteicas. Tomada de Low y cols. 20121

Existen diferentes técnicas @&-MS como la cromatografia de exclusion por tamafio, la
cual es una de las mas usadas y separa proteinas segun su tamafio molecular o volumen
hidrodinamico?°*?!1 También se pueden mencionar, la cromatografia de interaccion
hidrofobica, que separa las moléculas segun el grado de hidrofobicidad de su superficie;
la cromatografia de intercambio idnico, que separa los complejos segun su carga
superficial neta; la ultracentrifugacion en gradiente de densidad, que los separa en funcion

de su densidad; y la electroforesis nativa, que mantiene las interacciones proteicas nativas
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mientras separa los complejos principalmente segln su taifafiv La eleccion del
método de fraccionamiento depende de las propiedades especificas de los complejos en
estudio y de las preguntas de investigacion que se buscan resgdffder

En general esta metodologia es particularmente Gtil para analizar multiples complejos
simultdneamente en condiciones fisioldgiasSin embargo, presenta limitaciones,
como el estudio de interacciones solamente in vitro y la posibilidad de falsos positivos
debido a co-eluciones azarosas, lo cual se pueden minimizar adoptando métodos de
separacion de alta resolucién o combinando multiples separaciones ortogonales, ademas

de andlisis bioinforméaticos mas rigurosgs?°L,
LiP-MS

La LiP-MS es una técnica que analiza cambios estructurales inducidos por interacciones
proteina-proteina o proteina-ligando mediante la digestiéon parcial de proteinas en
condiciones nativas. Utiliza una digestién controlada con una proteasa no especifica,
como la proteinasa K, para generar fragmentos peptidicos que reflejan la accesibilidad
superficial de las proteinas. Posteriormente, las muestras se digieren con tripsina y se
analizan mediante LC-MS/MS para la identificacion de péptidos, lo que proporciona
informacion sobre cambios conformacionales de proteinas y sus interacciones en sistemas
biologicos 2. Entre sus principales ventajas se encuentra su capacidad para revelar
alteraciones estructurales que otras técnicas podrian pasar géf. 8in embargo, su
aplicacion requiere condiciones experimentales rigurosamente controladas, y la
interpretacion de datos puede ser compleja, especialmente en mezclas proteicas
heterogéneas. También, esta técnica puede no ser apropiada para proteinas de membrana
198.199(Figura 25).
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Figura 25: Flujo de trabajo de LiP-MS. Se preparan extractos de proteinas en condiciones nativas

de las diferentes condiciones a comparar y se digieréAgdripsina solamente (@) proteinasa
K (tiempo corto, protedlisis limitada) seguida de tripsina. Las regiones famerdiias en la
conformacion tridimensional (amarillo) muestran un patrén de digestion distintopascede
protedlisis limitada. Posteriormente, las intensidades de LiP y TrP se cuamiédéanteMsS.
Tomada de Nagel y cols. 2025,

TPP

El TPP esta basado en el ensayo de desplazamiento térmico celular (CETSA, del inglés
cellular thermal shift assay) y es una técnica que mide cambios en la estabilidad térmica
de las proteinas a nivel de proteoma medianté¥%°. Se basa en que las proteinas al
unirse a un ligando, ya sea un farmaco, un metabolito u otra proteina, pueden volverse
mas resistentes a la desnaturalizacion inducida por?aldiras aplicar un gradiente de
temperatura a estas células o lisados (generalmente de TA a la temperatura de
desnaturalizacién de las proteinas), las muestras se enfrian rapidamente para detener la
desnaturalizacién, se procesan para recuperar las proteinas solubles y se analizan por MS
para identificar cambios en su abundancia bajo distintas condiciones téin{Eagura

26).
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Figura 26: Las células intactas o los lisados celulares se someten a un gradiente de temperatura
para inducir la desnaturalizacién. Tras la centrifugacién, la fraccion solublearea iwon
reactivos TMT (del inglés, Tandem Mass Tag), compuestos isotopicamente marcados que
permiten la cuantificacion simultanea de mdaltiples muestras en un Unico experimento. La
muestras se analizan posteriormente porNIS/MS y se generan curvas de fusion que reflejan

la estabilidad térmica y dinamica de complejos. Tomada de Low y cols?2021

Varios estudios han demostrado el uso de TPP para detectar PPIs. Por ejemplo, se ha
observado que los miembros de un complejo proteico tienden a mostrar curvas de fusion
térmica similares, un fendbmeno denominado (TPCA, del inglés, thermal proximity
coaggregation), que ha sido usado para seguir la dinAmica de complejos en células vivas
218220 (Figura 26). Asimismo, se han empleat® genéticos para evidenciar como la

ausencia de un miembro de un complejo desestabiliza térmicamente a lod'8lemas

TPP permite estudiar la estabilidad térmica de miles de proteinas en paralelo y

directamente en células vivas, sin necesidad de modificar ni marcar los compuestos. Esto
lo hace Unico para mapear tanto interacciones proteina-farmaco como proteina-proteina,
capturando incluso interacciones débiles o transitorias que otros métodos no detectan
bien. Sin embargo, TPP no mide la interaccion directa, sino un cambio en la curva de

fusidn térmica. Esto significa que la estabilizacién/desestabilizacién puede deberse a un
ligando, pero también a metabolitos, PTM o interacciones indirectas a través de terceros
interactores. Por eso, los resultados requieren analisis estadistico sofisticado y validacion

con métodos complementaritg-224
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3.4.1 Estrategia de marcado por proximidad acoplada a espectrometria de masas

Como vimos anteriormente, las interacciones transitorias, débiles o de baja abundancia,
y principalmente aquellas que involucran proteinas de membrana, son dificiles de detectar
mediante técnicas tradicionales como la AP-MS. Estas limitaciones han impulsado el
desarrollo de las tecnologias de PL-NfS que combinan herramientas de biologia
molecular y bioquimica para etiquetar quimicamente proteinas cercanas en ceélulas vivas,
permitiendo la deteccion de interacciones que no son detectables usando otros métodos
interactomicos convencionales. Dentro de ella la mas utilizada es la biotinilacion

dependiente de proximidad acoplada a3#3%¢

Esta metodologia consiste en expresar una proteina cebo, fusionada con una enzima de
etiquetado ingenierizada, como una ligasa de biotina o una peroxidasa. Las células que
expresan estas proteinas de fusidén se incuban con sustratos especificos de cada enzima,
los cuales generan intermediarios reactivos que introducen de manera covalente un grupo
biotinilo en proteinas localizadas dentro de un radio de 10-20 nm de la él¥Athaas

proteinas biotiniladas posteriormente se purifican mediante perlas conjugadas con
estreptavidina, avidina o neutravidina. Tras lavados rigurosos para eliminar uniones
inespecificas, las proteinas biotiniladas se eluyen, se digieren enzimaticamente y se
analizan por LC-MS/M$%°22622§ Figura 27).
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Figura 27: Flujo de trabajo de PL-MS. La proteina cebo se fusiona a una enzima ingenjerizada
ligasas de biotina o peroxidasas, capaz de biotingspecificamente proteinas cercanas. Tras la
incorporaciéon del sustrato (biotina o fenol biotina), la enzima lo conviertatemnmiediarios
reactivos que biotinilan covalentemente residuos cercanos (Lys en el caso de lagdibastas

y Tyr en el caso de peroxidasas) dentro de un radio aproximado-2@ df. La reaccion se
detiene mediante lisis desnaturalizante o por agentes de quenching, y las [bintifiladas se
enriquecen con perlas de estreptavidina. Finalmente, se digieren y analizan por LC-MS/MS para
identificar proteinas proximales, mapear redes de interaccion y localizénoetrcesu contexto
subcelular. Tomada de Wu y cols. 2624

En este punto, una limitacion frecuente de los enfoques clasicos Bk Rk-que las
proteinas vecinas se identifican fundamentalmente en base a péptidos nativos, y rara vez
se detectan los péptidos biotinilados. Para superar este obstaculo se han desarrollado
metodologias especificas como DIDBIT (del inglés, Direct Detection of Biotinylated
Proteins by Mass Spectrometry) y BioSITe (del inglés, Biotinylation Site Identification
Technology). Ambas se basan en la digestion previa y el enriquecimiento de péptidos (y
no de proteinas como en las metodologias mas ampliamente utilizadas). Esto permite la

deteccion directa de péptidos biotinilados mediante LC-MS/MS, aunque ambas
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estrategias difieren en el paso de enriquecimiento: DIDBIT emplea la captura de péptidos
digeridos con Neutravidina, mientras que BioSITe utiliza anticuerpos anti-biotina tras la
digestion proteica. Estos enfoques han demostrado aumentar significativamente el
namero de sitios de biotinilacion identificados, lo que permite identificar de forma mucho
mas confiable los interactores y facilita la cuantificacion y el mapeo preciso de

interacciones dependientes de proximiéfad

El andlisis bioinformatico de los datos es fundamental para identificar las proteinas
cercanas al cebo y generar redes de interaccién conocidas como proteomas proximales.
Estas redes incluyen, no sélo el interactoma, sino también proteinas adyacentes que
pueden ser relevantes para entender su contexto funtional

Un aspecto central de estas técnicas es que el etiquetado depende de la proximidad, las
proteinas mas cercanas al cebo son preferentemente etiquetadas y la intensidad del
etiquetado disminuye con la distancia, definiendo un "radio efectivo de etiquetado” que

abarca tanto contactos fisicos reales del cebo como proteinas que se encuentran en su

vecindad inmediat®L.

La eficacia de los estudios basados en PL-MS requiere un disefio experimental
meticuloso. Es fundamental optimizar tanto la eleccion de la enzima de etiquetado como
las condiciones del proceso, ajustando cuidadosamente la duracién del etiquetado y la
concentracion de sustratos para maximizar la identificacion de interacciones reales y
minimizar los falsos positivos. Ademas, es crucial que los niveles de expresiéon de la
proteina de fusion (cebo-enzima) se mantengan lo mas cercanos posible a las condiciones
fisiolégicas, a fin de evitar resultados artefactuales. La inclusion de controles rigurosos,
permite establecer una linea base de etiquetado inespecifico y diferenciar las

interacciones reales dependientes de la proximidad de los eventos de etiquetado de fondo
199,226

Desde la introduccién del primer enfoque de PL-MS, han surgido un niamero creciente de
enzimas ingenierizadas, que como ya mencionamos, en su mayoria se agrupan en dos

categorias principales: las ligasas de biotina y las peroxidasas.
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Ligasas de biotina

Uno de los métodos pioneros y mas usados de PL-MS, es la identificacion dependiente
de biotinilacion (BiolD, del inglés, Proximity-Dependent Biotin Identification). BiolD,
desarrollado en 2012 por Roux y cols., utiliza una version mutada de la ligasa de biotina
BirA de Escherichia coli, denominada BirA* (BirA Arg1188¥. Las ligasas de biotina
catalizan la biotinilacion de las carboxilasas dependientes de biotina con gran
especificidad. EI mecanismo de reaccion involucra inicialmente la formacion de un
intermediario a partir de los sustratos biotina y ATP: biofifNMP. Posteriormente la
biotina es transferida a un residuo de Lys especifico de las carboxilasas dependiente de
biotina y finalmente la proteina biotinilada es liberada del sitio activo. Un residuo de
Arginina conservado de las ligasas de biotina (Argl18 en BirA) es fundamental para
estabilizar la interaccion del intermediario biotGIAMP en el sitio activo de la enzima.

La sustitucion de este residuo por una Gly en la proteina ingenierizada BirA* provoca un
aumento de 400 veces en la velocidad de disociacion de kicaikiP, el cual es liberado

del sitio activo y genera una nube de intermediarios altamente reactivos que etiqueta de
forma inespecifica y covalente residuos de Lys en proteinas situadas dentro de un radio
estimado de 10 n&i?233 Desde su introduccién, la estrategia BiolD ha sido ampliamente
utilizada para mapear los proteomas de regiones subcelulares y org4rétaacluidos
aquellos gque involucran estructuras insolubles o de baja abundancia, como por ejemplo
el reticulo endoplasmic®®. También ha sido clave en investigaciones relacionadas con
infecciones virales, como las interacciones proteina-huésped del SARS-E0\&R
embargo, BiolD tiene limitaciones, como su tamario (~35 KeSayjue puede interferir

en la funcién de la proteina de interés, y su cinética lenta, que requiere hasta 18-24 horas
para generar sefales suficientes, lo que puede llevar a un etiquetado inespecifico y limitar

su uso en estudios dindmicdg

Para superar estas restricciones, se han desarrollado variantes a lo largo de los afios, con
tamafios mas pequefios y cinéticas de etiquetado mas rapidas. Una de ellas es BiolD2,
otra ligasa de biotina, pero derivada de Aquifex aeolicu, con la mutacion Arg40G antes
descrita, y un peso molecular mas pequeio de 27 kDa, que le permite una biotinilacion
mas eficienté®. Recientemente, se desarrollaron las estrategias UltralD y MicrolD, que

se basan también ligasas de biotina derivadas de Aquifex aeolicus, pero las mismas son
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mas pequefas aun y tienen actividades de etiquetado mucho mas rapidas en comparacion
con BiolD2240,

Ademas, se desarrollaron TurbolD y miniTurbo, basadas en BirA modificada mediante
ingenieria dirigida y ambas permiten una biotinilacion rapida en menos de 10 rfthutos
TurbolD, con 15 mutaciones respecto a BirA*, tiene una afinidad mejorada por la biotina

y mayor actividad en compartimentos como el lumen del reticulo endoplasthico
Aunque es altamente activa, esta enzima puede generar etiquetado inespecifico. Ademas,
TurbolD ha sido utilizado en modelos vivos, como la caracterizacion del proteoma
cardiaco mediante CRISPR-Cas9, y en la creacion de un atlas del secretoma en ratones,
demostrando su potencial en aplicaciones biomédicas avanZdd#or su parte,
miniTurbo, con un tamafo mas pequefio (28 kDa) y 13 mutaciones, es menos activa pero

ofrece un control temporal mas preciéd

Split-BiolD 23!y Split-TurbolD?** son enfoques innovadores en los que las enzimas se
dividen en dos fragmentos inactivos que se reensamblan en la célula sélo cuando las
proteinas fusionadas interactdan entre si 0 se aproximan en contactos organelo-organelo.
De esta manera, el etiquetado dependiente de proximidad se activa exclusivamente en el
contexto de la interaccion, lo que constituye su principal ventaja frente a los sistemas

constitutivos y reduce de manera significativa la biotinilacion inespecifica.

Por otro lado, ProtA-TurbolD, fue desarrollado en 2021 por Santos-Barriopedro y cols
245y combina TurbolD con Proteina A, lo que permite su uso en células permeabilizadas
0 no permeabilizadas sin necesidad de manipulacion genética. Esta técnica emplea
anticuerpos especificos para biotinilar proteinas cercanas al antigeno y facilita el analisis
de interacciones proximales mediante MS.

BASU, derivada de Bacillus subtilis, es una ligasa de 29 kDa con una cinética 1000 veces
mas rapida y una relacion sefial-ruido 30 veces mayor que BirA*. Este avance ha
permitido identificar proteinas asociadas a marcas de histonas especificas mediante el
método ChromID, desarrollado en 2020 por Villasefior y Z8l€ste enfoque combina
BASU con lectores de cromatina disefiados (eCRs) para estudiar marcas de histonas

individuales.
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AirID, introducida por Kido y cols en 2020, es una enzima desarrollada mediante

reconstruccion metagenémica que ofrece etiquetado especifico con menor té&icidad

Recientemente, se ha desarrollado LOV-Turbo, una variante de TurbolD controlada por

luz. Esta enzima, activada por luz azul de baja potencia, permite un control temporal

preciso y reduce el etiquetado inespecifico, mejorando la especificidad en estudios

dindmicos**®

La siguiente tabla resume las principales enzimas utilizadas y sus caracteristicas.

Tabla 1: Ligasas de biotina

Enzima / Origen / Tamafio Cinética Variante . I Limitaciones
vari ) S . . -~ o Teess Ventajas principales o
ariante ingenieria aproximado | (tiempo tipico) split principales
Tiempo de
BiolD Robusta, poco tdxica,| incubacion muy
N E. coli BirA Lenta ¢12-24 | Split- uatil para interacciones| largo; bajo
(BirA ~35 kDa ; . X e
mutante h) BiolD estables; funciona en | rendimiento de
R118G) L : o
multiples sistemas. marcaje; genera alto
background.
Mas pequefia; menor
Aquifex . requerimiento de AUn relativamente
. Horas (mas L .
. aeolicus L biotina; menos lenta; menor
BiolD2 . ~27 kDa rapida que — : . o
BirA BiolD) interferencia eficiencia que
truncada estructural con la TurbolD.
proteina fusionada.
L Alta eficiencia; rapida; Alto background si
Evolucion Réapida ¢10- Split- funciona en células no se controla el
TurbolD dirigida de | ~35 kDa 60 Fr)nin) TEFbOlD vivas. animales tiempo; elevado
BirA ' y consumo de biotina;
plantas. ; .
posible toxicidad.
- Mas pequefia; menor L
N Variante Rapida ¢10- background que Menor_ eficiencia de
miniTurbo | compacta de| ~28 kDa : — S marcaje que TurbolD
60 min) TurbolD; util en
TurbolD . . completo.
proteinas sensibles.
Extremadamente Uso poco extendido;
- L A ~ : :
BASU Ber. _de B. -28 kDa Muy rapl_da o ramda, alta sefial/ruidq validacioén limitada
subtilis (~1-5 min) en sistemas de ARN .
en mamiferos.
(RaPID).
Permite usar ~ i
i Tamafio grande;
Fusion de - appquerpos para depende de
ProtA- : Réapida ¢10- dirigir TurbolD a .
Protein Aa | ~55-60 kDa - — . . .| anticuerpos de alta
TurbolD 60 min) proteinas enddgenas; L
TurbolD - . calidad; riesgo de
uatil en células ; e
. . . inespecificidad.
primarias/tejidos.
. Byen desempen’o €N | Actividad moderada;
BirA células de mamiferos menos adontada
AirlD ancestral ~34 kDa Répida (<1 h) — plantas; menos 1aop y
: N caracterizada que
reconstruida biotinilacién
: e TurbolD.
inespecifica.
TurbolD Rapida tras Control temporal de la Requiere fuente de
LOV- acoplado a 45 kDa activacion o biotinilacién con luz | luz azul; riesgo de
Turbo dominio luminica ~10- azul; util para fototoxicidad,;
fotosensible 30 min) interacciones background si hay
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LOV dinamicas. exposicion luminica
no controlada.

Peroxidasas

Las peroxidasas son enzimas que han sido usadas como herramientas esenciales en las
metodologias de etiquetado por proximidad, debido a su capacidad para generar radicales
reactivos en presencia de perdxido de hidrogeno (H=0:). Estas enzimas catalizan la
oxidacion de sustratos, como fenol biotina (FB), generando radicales biotina fenoxilo de
corta duraciori*®, que reaccionan covalentemente, principalmente con residuos yge Tyr

Trp de proteinas cercan®82°% Este principio permite estudiar la composicion proteica

en compartimentos subcelulares con alta especificidad espacial y explorar PPIs
transitorias o dinamica82 Entre las peroxidasas mas utilizadas en este contexto estan la
peroxidasa de rabano picante (HRP, del inglés, horseradish peroxidase), la ascorbato
peroxidasa ingenierizada (APEX, del inglés, ascorbate peroxidase) y su version mejorada
APEX2. Aunque comparten el mismo fundamento catalitico, cada una presenta
caracteristicas, ventajas y limitaciones Unicas que las hacen adecuadas para diferentes

aplicaciones experimental&¥.
HRP

La HRP fue pionera en el etiquetado por proximidad, mostrando su capacidad para
transformar reactivos como aril azitlatina en radicales reactivos en presencia de H.02
253 Estos radicales reaccionan con aminoacidos ricos en electrones como Tyr, Kis, Trp

Cys, permitiendo la biotinilacién covalente de proteinas vecinas.

A pesar de su versatilidad, el uso de HRP presenta ciertas limitaciones. La enzima es
sensible a condiciones reductoras y puede desnaturalizarse en ambientes &cidos, lo que
restringe su utilidad en compartimentos intracelulares como el citosol, nucleo y
mitocondrias. Ademas, el etiquetado en células vivas puede ser menos eficiente debido a
estas restriccione¥>. No obstante, HRP sigue siendo una herramienta valiosa para
explorar la composicion proteica de entornos especificos, como las membranas celulares,

y para llevar a cabo andlisis en tejidos fijados, donde su estabilidad es menos problematica
254
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APEX'y APEX2

APEX es una ascorbato peroxidasa disefiada, derivadmidante, que fue presentada

por primera vez en 20%2%2% Tras laadicion de H-02, APEX cataliza la conversion de

FB en un radical biotinil-fenoxilo. Este radical, con una vida extremadamente corta de
menos de 1 ms, puede reaccionar con residuos de aminoacidos ricos en electrones, como

Tyr y Trp, en proteinas que se encuentran en las cercanias de la enzima (Ffgufa®28)

o
A) o
APEX B
W DT D
H;0; O
T
8 = biotin ¥ Ho
B) ® _ .
8- )—on &

84
0
Y H,0,
W N\

\_7 MPOI |—APEX
8

H;0,
Figura 28: Esquema de la estrategia APEX para identificar interacciones proteirsisgs )
El sustrato FBes oxidado por APEX en presencia de H.0:, generando radicales fenoxilo muy
reactivos que reaccionan covalentemente con residuos aromaticos cdsyahiofisionar la
proteina de interés con APEX, e incubar las células que la expreskB ¢di.O. se produce
una rapida marcacién del entorno protedmico de la proteina de interés. Las proteilasiasot
se aislan mediante estreptavidina y se identifican por nano LC-MS/MS. Tomada gedu
20172,
Una de las caracteristicas mas notables de APEX es su capacidad para completar el
etiquetado en tiempos tan breves como un minuto. Esta alta velocidad hace que sea
particularmente adecuada para analizar PPIs transitorias o0 eventos dinamicos
relacionados con procesos de sefializacion celular. Ademas, APEX se distingue de otras

peroxidasas como HRP porque no posee sitios de union al calcio ni enlaces disulfuro, lo
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que resulta en una proteina de menor masa molecular (28 kDa) y mayor actividad

enziméatica en su forma monomeérica.

El proceso de etiquetado por APEX implica la reaccion de los radicales biotinil-fenoxilo
con proteinas vecinas (mayoritariamente en residuos de Tyr), generando aductos
covalentes estables. Tras el etiquetado, las proteinas biotiniladas se enriquecen mediante
perlas magnéticas unidas a estreptavidina, lo que facilita su analisis métisarkste

método ha sido crucial para revelar composiciones proteicas especificas en diferentes
compartimentos celulares. Por ejemplo, se ha empleado con éxito para caracterizar la
matriz mitocondrial humana, el proteoma del espacio intermembrana y la topologia del
transportador de calcio mitocondrial. Estas aplicaciones destacan el potencial de APEX
para el mapeo proteico subcelular y la identificacion de interacciones moleculares en

sistemas bioldgicos complejéd:251:255

No obstante, APEX presenta ciertas limitaciones como que su dependencia de H>O: puede
provocar efectos adversos en vias sensibles al estado redox y causar estréS’celular
Para superar estas limitaciones, Lam y cols llevaron a cabo una evolucion dirigida de la
enzima y seleccionaron mutantes de APEX con mayor actividad catéfftiozon
Cepacidad para tolerar concentraciones mas altas de H.O. y con mayor estabilidad
térmica. Ademas, su actividad de biotinilacion fue efectiva incluso cuando se expresa en

niveles bajog>®.

Ademas deFB, APEX2 puede utilizar otros sustratos, como biotina-anilina, biotina-
naftilamina o alquin-fenol, lo que amplia su versatilidad experimental. Sin embargo,
aunque estos sustratos tienen propiedades diferentes que podrian ser ventajosas en ciertas

aplicaciones, su uso en condiciones subcelulares especificas aln requiere mas estudio
259,260

Comparada con APEX, APEX2 muestra mejoras significativas en su eficiencia

enzimatica y precision en el etiquetado, lo que explica su creciente aplicaélbivih
258,261

La siguiente tabla resume las principales peroxidasas y sus caracteristicas.
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Tabla 2 Peroxidasas

Enzima / Origen / Tamafio Cinética . I Limitaciones
. ) o . . - Ventajas principales N
Variante ingenieria aproximado | (tiempo tipico) principales
Inactiva/ineficiente en
medios reductores
- Alta actividad; (c!toplasma, _nUCIEC."
. Réapida : mitocondria); sensible a
HRP Enzima etiguetado muy P .
. (segundos . L pH éacido; requiere
(peroxidasa | vegetal ~44 kDa ) localizado; atil en
- 4 minutos) en - acceso extracelular del
de rdbano) | nativa ¥ membranas y tejidos S
superficie . sustrato; limitada
fijados. o
principalmente a
superficie 0 muestras
fijadas.
Funcmng en Requiere H20: (riesgo
Ascorbato compartimentos .
. . de estrés/artefactos
peroxidasa Muy rapida (~1 intracelulares redox); ventana temporg
APEX vegetal ~28 kDa uyrap (citoplasma/organelos); ’ pora
: o min) . debe controlarse
(ingenieriza alta resolucién temporal ) .
da) compatible con biologia estnc';a_\mente, menor
estabilidad que APEX2.
estructural y MS.
Mayqr.eStabllldad en Dependencia de H202;
condiciones reductoras . .
APEX . requiere quenching
. tolerancia a H20: .
optimizada Muy rapida (~1 | moderado; util incluso conitol estricto de
APEX2 por ~28 kDa uyrap S o tiempos; posible
. min) con baja expresion; oo P -
evolucion . biotinilacidn inespecificg
S admite sustratos .
dirigida si se prolonga la

alternativos (biotina-
anilina, alquin-fenol).

reaccion.
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4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

El estado actual del conocimiento indica que la division celular en los Mycobacteriales
es un proceso que presenta diferencias significativas respecto a los bacilos clasicos mas
estudiados, tanto en la composicion del divisoma como en la regulacion de la division
celular. En patrticular, muchas de las proteinas que cumplen funciones clave en el divi-
soma de E. coly B. subtilis no estdn presentes en los Mycobacteriales, donde ademas
existen evidencias solidas de la regulacion de este proceso esencial mediante la fosforila-

cion de proteinas.

Nuestra hipétesis de trabajo es que la exploracion del ambiente proted6mico en torno a la
proteina central del divisoma, FtsZ, en células vivas y con distintos estados de fosforila-
cion; nos permitira identificar nuevas proteinas implicadas en la division celular de los
Mycobacteriales, asi como una mejor caracterizacibnotiee la fosforilacion de pro-

teinas en el ensamblado del divisoma.

El objetivo general del trabajo es identificar nuevas proteinas del divisoma de los Myco-
bacteriales y caracterizar el efecto de la fosforilacion de proteinas sobre su incorporacion

a este complejo, utilizando estrategias de proteémica de proximidad en células vivas.
Para ello se plantearon los siguientes objetivos especificos:

1. Desarrolhry validar una estrategia de marcado por proximidad en las células vivas en
C. glutamicum.

2. ldentifica proteinas vecinas de FtsZ en C. glutamicum.
3. Validar la localizacion subcelular de las proteinas candidatas.

4. Explorar el rol de la fosforilacién sobre el proteoma de proximidad de FtsZ en C. glu-
tamicum.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Cepas bacterianas

Para la obtencion de la cepa C.glu_apex2_ftsZ, células electrocompetentes de C.
glutamicum ATCC 13032 se transformaron con el plasmido pTGR5 conteniendo la
region codificante del gen ftsZ de C. glutamicum (cgl2155). A esta secuencia se adicioné
en el extremo N terminal la secuencia de APEX se fusion6 a dos etiquetas: el
epitope FLAG (epitope de 8 aminoacidos DYKDDDDK) e Histag (6 residuos de
Histidina); lo cual permitid la posterior purificacion de la proteina FtsZ. La expresion de
esta construccion es regulada finamente por un promotor inducible de baja actividad
transcripcional Pgntk®?, reprimido por sacarosa e inducido por glucortatoComo

cepas controles se emplearon: C. glutamicum ATCC 13032 (denominada C.glu en este
trabajo) y C.glu_apex2. Esta ultima fue obtenida de forma similar a la descrita para la
cepa C.glu_apex2_ftsZ, utilizando el plasmido con la secuencia de APEX2 y las etiquetas
FLAG e Histag. Estas cepas se obtuvieron en colaboracion con la Unidad de

Microbiologia Estructural del Institut Pasteur de Paris, Francia.

Para la obtencién de las cepas que sobreexpresan cada uno de los 7 candidatos
seleccionados como interactores de FtsZ y su validacion, células electrocompetentes de
C. glutamicum ATCC 13032 se transformaron con el plasmido pTGR5 conteniendo la
region codificante de uno de los siguientes genes; cgl2198 (Q8NNKO0), cgl0298
(Q8NTK9), cgll1266 (Q8NRO01), cgl2374 (Q8NN39), cgl2839 (Q8NLU7), cgl2210
(Q8NNI9) y ¢gl2990 (Q8NLF2) de C. glutamicum. Estas secuencias se fusionaron a la
secuencia de la proteina verde fluorescente mNeon para evaluar su localizacion
subcelular por microscopia y a Histag. Estas cepas se denominan en el presente trabajo
como C.glu_mNeon_nombre del gen (cgl

Para obtener la cepa C.glu_apex2-ftsZ KO para pknA en C. gluanficwlu_
Apkna_apex2-ftsZ), células electrocompetentes de la cepa C. glutamicum KO para pknA
(C.glu_4pkna), cedida por el Dr. Bott (Forschungszentrum, Jiilich, Gernt&hye
transformaron con el mismo plasmido utilizado para transformar la cepa C.glu_apex2-
ftsZ.

53



5.1.1 Obtencion y clonado de las cepas bacterianas

5.1.1.1 Amplificacién de los genes de interés por PCR

Para la obtencion y el clonado de las cepas bacterianas utilizadas en este trabajo,
primeramente, se procedi6 a la amplificacion de los genes de interés mediant®una PC
(del inglés, polymerase chain reaction). Se utilizd la enzima Phusion® High-Fidelity
DNA Polymerase (M0530, New England Biolabs) siguiendo el protocolo y las
recomendaciones indicadas por el proveedor. El volumen final de reaccion fuglde 20

y la composicion de la mezcla se detalla en la Tabla 3.

Tabla 3: Componentes empleados en la PCR

Components 20 pl Reaction | Final Concentration
Nuclease-free water to 20 pul

5X Phusion HF 4 pl 1X

10 mM dNTPs 0.4 pl 200 puM

10 uM Forward Primer |1 pul 0.5 uM

10 uM Reverse Primer |1 pul 0.5 uM

Template DNA 1l <250 ng

DMSO 0.6 ul <3%

Phusion DNA Polymeras 0.2 pl 1.0 units/50 pl PCR

Los oligonucledtidos cebadores se disefiaron con el software Benchling (Benchling Inc.)
y se compraron en Eurofins liofilizados. Las secuencias, asi como los ADN moldes
empleados, se detallan en la Tabla 4. Los oligonucleétidos se resuspendieron en agua
libre de nucleasas (Invitrogen) para obtener un stock de concentracion final de 100 uM y
se mantuvieron con rotacion durante 1 hora para favorecer su completa disolucion.
Posteriormente, se diluyeron hasta una concentracion de trabajo de 10 uM, segun las

recomendaciones del fabricante.
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Tabla 4: Oligonucleotidos y moldes utilizados

Insert g:rritruct Plasmid Primer Sequence Template
Primer TGTACAAGGGATCTGGCTCAACTGA
mNeon- Forward TAACTCGCGAAATTCAAATCAGAAT
Cgl1266 Cal1266 pUMS_201 TTTG gDNA
9 Primer CGGTACCTTAAGCGGCCGCTCTACG
Reverse | CGATTGGGTTCACACCC
Primer TGTACAAGGGATCTGGCTCAGTGTG
mNeon- Forward | CACCCCTATTCCCGATTTG
Col2198 | ~gip198 | PUMS_192 mor o | CGGTACCTTAAGCGGCCGCTCTAGA | 9PNA
Reverse | CTTCAGCACCAATTTCAACGCG
Primer TGTACAAGGGATCTGGCTCAGTGAG
mNeon- Forward | CAACAAAGACGGCCTTTTTAC
Cglo298 Cgl0298 pUMS_208 Primer CGGTACCTTAAGCGGCCGCTTTAGT gONA
Reverse | GGTCGCCAGTGATGGC
Primer TGTACAAGGGATCTGGCTCAGCAG
mNeon_C Forward | ACGCGAAAAAGCAGGC
Cgl2210 gl2210 PUMS_268 Primer CGGTACCTTAAGCGGCCGCTTTAAG 9gONA
Reverse | CCTCGCCCTTGCGTT
Primer TGTACAAGGGATCTGGCTCAATGCC
mNeon_C Forward | TGCAAAGGAGGACAA
Cgl2990 gl2990 PUMS_285 Primer CGGTACCTTAAGCGGCCGCTTTAGT 9gONA
Reverse | GCCCCAAGATGGACA
Primer TGTACAAGGGATCTGGCTCAATGA
mNeon_C Forward | GCAAGCGTGAAGAATC
Col2374 | jip37a | PUMS_ 286 or o T CGGTACCTTAAGCGGCCGETTTAGE | 9PNA
Reverse | TGTGCTGCGTGGTAA
Primer TGTACAAGGGATCTGGCTCAATGGG
mNeon_C Forward | CGAACAATTTCCAGG
Col2839 | j1oggg ~ | PUMS 287 oi o | CGGTACCTTAAGCGGCCGETCTATT | 9PNA
Reverse | TGTTCTTCTTCCAGGGC
Primer
Vector E’Tﬁtiz Forward AGCGGCCGCTTAAGGTAC pUMS_ 8
m?\l eon Primer TGAGCCAGATCCCTTGTACAGTTCA 2
Reverse | TCCATGCCCATC

Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un termociclador (Matercycler

epgradient S, Eppendorf) bajo las siguientes condiciones:

Tabla 5: Condiciones del termociclador

Step Temperature Time

Hot Start Yes

Initial denaturatior] 95°C 2 min

Denaturation 95°C 15 seg

Annealing 60-65°C 20seg |Cycles|30X
Elongation 72°C 3 min

Final Elongation |72°C 3 min

Cool down 4°C min
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https://benchling.com/s/seq-UDmdPdZHeyrdtJp5QdpY?m=slm-AlItXcBdPO7yupCRTxYC
https://benchling.com/s/seq-GEJreETVl9KvVk7OIE70?m=slm-6idBshI3bVCWwWCTl1TA
https://benchling.com/s/seq-fT0uGbVbkp6ZWcHzq3tb?m=slm-04QVBs6T7zZVkfhYrsdB
https://benchling.com/s/seq-SmWA61RLgxXymV3kUBEp?m=slm-2FrRYmLPPdgzJUxKbMtC
https://benchling.com/s/seq-t91ANyzjLireOwktNDc2?m=slm-DyaLni2aPTWe2A329aRE

Los productos de PCR se purificaron directamente desde el tubo de reaccion utilizando

el kit QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen), siguiendo el protocolo del proveedor.
5.1.1.2 Visualizacion de los fragmentos amplificados por electroforesis

La visualizacion de los fragmentos amplificados y clonados se realiz6 mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1.5% (p/v) preparados en tampon TAE 1X (a partir
de solucion stock TAE 50X, Euromedex). De cada muestra, se cargatoneZclados

con 2ul de buffer de carga (Thermo Fisher Scientific) y el marcador de peso molecular
correspondiente (GeneRuler 1 kb DNA Ladder, Thermo Scientific, rango: 250-10000 pb).
Latincion se efectud con 10 SYBR Safe DNA Gel Stain (concentracion 1X, Invitogen).

La corrida se realiz6 a 8000 V hasta que el frente de migracion alcanzé
aproximadamente el 780% de la longitud del gel (aproximadamente3®dminutos a

100 V). La visualizacion y adquisicion de las imagenes se efectuaron se efectuaron con

el sistema ChemiDoc (modelo MP, BioRad).
5.1.1.3 Union de los fragmentos de ADN por la reaccion de Gibson

Los fragmentos amplificados y purificados se ensamblaron mediante Gibson Assembly
utilizando el kit comercial (New England Biolabs). Las mezclas de reaccion se incubaron
en termociclador a 50 °C durante 1 hora. Posteriormente, se adicionanohd@.3a
enzima Dpnl (New England Biolabs, 20000 units/ml) y se incubaron 30 minutos a 37 °C
para eliminar el ADN molde no digerido. Un volumen gd 8e la mezcla de ensamblaje

se utiliz6 para transformar células quimiocompetentes CopyCutter (Lucigen). La
transformacion se realizé incubando las células en hielo durante 30 minutos, seguido de
un choque térmico a 42 °C por 30 segundos y una nueva incubacién en hielo por 1 min
30 s. Luego se afadieron 90Dde medio LB y se incub6 a 37 °C con agitacion durante

1 hora. Las células se centrifugaron y el sobrenadante se eliming, dejando
aproximadamente 100l de medio para resuspender el pellet. Finalmente, se sembraron
en placas LB suplementadas con kanamicinq@®l) y se incubaron a 37 °C.

5.1.1.4 Evaluacion de la efectividad de las colonias crecidas por PCR de colonias y

electroforesis

A partir de las placas de transformacion, se seleccionaron colonias individuales utilizando

pipetas P2. Con la misma punta se realizé un pase sobre una placa LB para conservar el
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clon y, posteriormente, se inocul6 en un tubo de PCR. Se numeraron las colonias para su
identificacién posterior. Se analizaron entre 3 y 10 colonias por ensayo. Como controles
de PCR de colonias se emplearon el vector con inserto y el vector sin inserto. Se preparo
la mezcla de PCR y se distribuyeronullGen cada tubo. El programa de PCR se realiz6
bajo condiciones previamente optimizadas. Los productos se analizaron mediante geles

de agarosa como se describi6 en el acapite 5.1.1.2.
5.1.1.5 Purificacién y secuenciacion de colonias positivas

Las colonias positivas se cultivaron y el ADN plasmidico se purific6 mediante
minipreparaciones (QIAprep spin Miniprep Kit, Qiagen). Las muestras se secuenciaron

(Eurofins), empleando los cebadores apropiados para la verificacion de la insercion.
5.1.1.5 Obtencién de células electrocompetentes de Corynebacterium glutamicum

Para la obtencion de células competentes de Corynebacterium glutamicum, se selecciono
una Unica colonia y se cultivo toda la noche (ON, del inglés, Over Night) en 4 ml de
medio BHI suplementado con sorbitol (0.9%) y glucosa (1%) (BHI-SG) a 30 °C. A patrtir
de 1 ml de este precultivo, se inocularon 100 ml de BHI-SG suplementado con Tween-
80 al 0.1% vy glicina al 0.4%. Las células se incubaron a 30 °C hasta alcanzar una
Densidad Optica (DO) 600 nm de 1 (aproximadamenteade!f). Una vez alcanzada la

DO deseada, las células se enfriaron en hielo durante 20 min y se recolectaron por
centrifugaciéon a 2600 g y 4 °C durante 10 min. Posteriormente, el sedimento celular se
lavdé dos veces con un volumen total de 100 ml de glicerol al 10%, resuspendiendo
cuidadosamente el sedimento en cada paso. Para finazeg|ulas se resuspendieron

en 1 ml de glicerol al 10%, se prepararon alicuotas de $B¢udimacenaron a —80 °C

hasta su uso.
5.1.1.6 Transformacion en células competentes de Corynebacterium glutamicum

Se mezclé Ll de ADN con 5Qul de células competentes mantenidas en hielo. La mezcla

se homogenizo y se sometio a electroporacion con los siguientes parametros: 25 mF, 200
Qy 2.5 kV. Inmediatamente después, las células se resuspendieroontale Inedio

BHI-SG y se sometieron a un tratamiento térmico a 46 °C durante 6 minutos. La
recuperacién se realiz6 incubando a 30 °C con agitacion a 120 rpm durante 45 minutos.

Luego, se centrifugd il de cultivo a 23 °C y 5200 g durante 5 minutos, se descart6 el
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sobrenadante y el pellet se resuspendio en aproximadameni¢ d€lmedio residual.
Finalmente, se sembraron las células en placas de BHI-SG suplementado cqul 25 pg/
del antibiotico correspondiente, incubando a 30 °C durante 48 horas.

5.2 Cultivos celulares

Para los cultivos celulares, se prepararon placas en medio BHI-Agar (del inglés, Brain
Heart Infusion) y se complementaron con KanamicinagZnl cuando fue necesario. Se
utilizaron cepas mantenidas a -80°C y se incubaron a GCEn cada caso, se
selecciond una colonia individual de una placa BHI-Agar fresca para realizar un pre-
cultivo en 4 ml de medio BHI, suplementado con Kanamicina. Estos pre-cultivos se
incubaron a 30°C y 120 rpm ON.

Posteriormente, se realizé un segundo pre-cultivo para la adaptacion de los mismos en
Medio Minimo CGXIl (MM) 253 con sacarosa 4% (p/v) como fuente de carbono. Para
ello, se elimind el BHI de los pre-cultivos, centrifugando a 5200 g por 15 minutos a
temperatura ambiente (TA). Después se inocularon en 10 ml de MM y Kanamicina,

manteniendo las mismas condiciones de incubacion descritas antes.

Al dia siguiente, se inocularon 30 ml de MM complementado con sacarosa 4% vy el
inductor gluconato (concentracion segun experimento) a partir de los cultivos ON. Los
cultivos se ajustaron para tener una DO 600 nm inicial de 1, utilizando un
espectrofotometro/fluorometro (DeNovix DS-11FX +). Estos cultivos finales se
incubaron a 30°C y 120 rpm durante 6 horas hasta alcanzar una DO 600 nm de

aproximadamente 5.
5.3 Morfologia celular y nimero de septos por microscopia confocal

El largo celular y el numero de septos de la cepa control C.glu y la cepa C.glu_apex2_ftsZ
se evaluaron por microscopia confocal. Para ello se usaron distintas concentraciones del
inductor gluconato (0.05, 0.25 y 1% (méxima induccién)). Se hicieron 3 experimentos
independientes para cada condicion con el fin de evaluar las diferencias estadisticas. Se
tomaron 50Qul de los cultivos, incubados durante 6 horas y con una DO 600 nm final de
aproximadamente 5. Las muestras se centrifugaron a 3000 g por 5 minutos a 4°C y se
lavaron 2 veces con 7Q0dde PBS pH 7.5. Los sedimentos se resuspendieron drdg0

PBS.
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Las células se incubaron con la sonda fluorescente: Laurdan (0.05 mM) a 30°C con

agitacion por 45 minutos. La preparacion final de las muestras se realiz6 mediante el

método agar pads para la obtencion de imagenes de células vivas de bacterias. Las
imagenes (entre 10 y 15 campos para cada réplica) se adquirieron en el microscopio
confocal de barrido laser espectral Zeiss LSM 880, equipado con un objetivo de inmersion

en aceite plan-apocromético de 63x/1.4. La excitacion de Laurdan se realizd con un laser
de 405 nm y la emision se recopil6 en modo lambda en el rango de 418-718 nm.

Las imagenes se procesaron y analizaron utilizando el programa IfiadgeXkada una

de ellas se seleccionaron células aisladas para el andlisis (267 células para la cepa C.glu,
310 y 113 para la cepa C.glu_apex2_ftsZ con 0.05% y 0.25%, respectivamente). Se
realizd un conteo del nUmero de septos presentes en cada una (0/1, 2 y >2), ademas de
medir su largo. Posteriormente, para evaluar las diferencias estadisticas entre el numero
de septos, se calcul6 el porcentaje de células con 0/1, 2 y >2 septos para cada uno de los
3 experimentos y se determiné la media y la Desviaciébn Estandar (DE). Una vez
comprobada la normalidad de los datos (p>0.05) se evaluaron las diferencias estadistica
utilizando una prueba T de Student (T-Test) (bilateral para muestras independientes) y se

marcaron los niveles de significancia (* para p<0.05, ** para p<0.01 y *** para p<0.001).

Para el andlisis del largo celular también se determiné la media y la DE; pero esaeste ca

el analisis estadistico se realiz6 a través del test de Cohen’s d. Cohen's d nos permitio
describir el tamafio del efecto entre las diferentes cepas independientemente del nimero
de células analizadas. Los valores se interpretaron segun los intervalos de referencia
sugeridos por Cohefi®y ampliados por Sawilowskj® de la siguiente manera: pequefio

(ns), d < 0.50; mediano (*), 0.50 < d < 0.80; grande (**), 0.80 < d < 1.20; muy grande
(***), 1.20 <d < 2.0; enorme (****), d > 2.0.

5.4 Curvas de crecimiento

Para la construccion de las curvas de crecimiento, las Caglay C.glu_apex2_ftsZ se
cultivaron sin y con el inductor gluconato (0.05%) en MM y Kanamacinad2sl), por
triplicado. Se midi6é la DO 600 nm cada 3 horas durante un total de 18 horas, tiempo en
el cual se alcanz6 la fase estacionaria. Las mediciones se realizaron utilizando el
espectrofotometro (Spectrophotometer/Fluorometer, DeNovix DS-11FX +). Los datos de

la DO 600 nm se registraron y se graficaron (logaritmo (LOG) de la DO 600 nm) en

59



funcién del tiempo para generar las curvas de crecimiento. Para cada tiempo de medicion,
se promediaron los valores de DO 600 nm de los triplicados bioldgicos, y se calcularon
las DE para reflejar la variabilidad experimental.

5.5 Obtencién de extractos proteicos y cuantificacién de proteinas totales

Luego, las células se lisaron utilizando la sonicacion como método de ruptura. Para ello,
los sedimentos se resuspendieron en tampon de lisis (solucién salina tamponada con
fosfato (PBS, del inglés Phosphate-Buffered Saline) pH 7.5, Tritdn 0.1%, Lisozima 1
mg/ml, Coctel de Inhibidores de Proteasas 1X (cOmplete™ EDTA-free, Roche), DNAasa

0.005 mg/ml y RNAasa 0.01 mg/ml) y se incubaron durante 15 minutos en hielo. Pasado
este tiempo, las muestras se sonicaron (Branson Digital Sonifier) 3 minutos a 10% de
amplitud y 10 minutos a 15% de amplitud, con secuencias 1 min ON, 1 minuto OFF.
Después los extractos se centrifugaron a 16000 g por 45 minutos a 4°C y los

sobrenadantes se recuperaron y conservaron a -20°C hasta su uso.

La cuantificacién de proteinas totales de todos los extractos obtessickzdiz6 mediante
electroforesis unidimensional en geles de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio
(SDS-PAGE, del inglés, Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis)
al 12%. Usando un Patron de Peso Molecular (PPM) de amplio (Amga@sham™

ECL™ Rainbow™ Marker-Full range), de concentracion conocida, las muestras a
cuantificar, se incubaron a 100°C durante 5 minutos en un tampon de carga 1X
[(Tris/HCI) 2.5 mM pH 6.86, SDS 2%, glicerol 10%, azul de bromofenol 0.(1%,

mercaptoetanol 2.5%].

Las condiciones de corrida que se utilizaron fueron: 10 mA hasta que las proteinas
migraron completamente a través del gel concentrador y 20 mA durante la migracién a
través del gel separador. Luego los geles se fijaron en la solucion etanol:acido
acético:HO 4:1:5 durante 30 minutos y se tifieron con azul de Coomassie G-250 Coloidal
en etanol por 1 hora.

Tras la tincion, los geles se destifieron con abundante agua ultrapura ON y las imagenes
de los geles se adquirieron en un scanner UMAX Power-LOOK 2100XL. La
cuantificacion de los lisados se realizé por un andlisis densitométrico en el software Image

QuantTL V2005, calibrando los resultados con un marcador de bajo peso molecular (Low
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Molecular Weigth Calibration Kit for electrophoresis, Amersham), cuyas

concentraciones proteicas eran conocidas.
5.6 Western blot

Para los andlisis por western blot, se prepararon geles de poliacrilamida al 12%; en los
cuales se cargaron 2@ de las muestras previamente cuantifica8asutiliz6 unPPM
pretefiido de amplio rango (Thermo SCIENTIFIC PageRuler Prestained Protein)Ladder
Luego de finalizar la corrida electroforética, las proteinas se transfirieron a una membrana
de nitrocelulosa y la transferencia transcurrié con corriente constante a 400 mA por 1
hora y 20 minutos, utilizando una solucion de transferencia compuesta por tampon de

Tris-Glicina-SDS, etanol 2% y agua ultrapura.

Posteriormente, las membranas se bloquearon a 4°C con agitacion suave ON, utilizando
leche descremada 5% en solucién salina tamponada con Tris (TBS, del inglés, Tris-
Buffered Saline) (Tris 5 mM pH 8.0, NaCl 15 mM) y polioxietileno sorbitAn monolaurato

(Tween 20) 0.2%. Luego del bloqueo, las membranas se lavaron 3 veces durante 5

minutos con Tween 20 0.2% en TBS.

Para los experimentos dirigidos a corroborar la expresion de APEX2 y FtsZ, las
membranas se incubaron a 4°C con agitacion suave ON, en presencia de un anticuerpo
monoclonal (mAb, del inglés, monoclonal antibody) anti-FLAG M2 (SIGMA-
ALDRICH, F1804), diluido 1/5000 en albumina sérica bovina 2% (BSA, del inglés
Bovine Serum Albumin), Tween 20 0.005% Yy azida de sodio en TBS. Al dia siguiente,
las membranas se lavaron nuevamente y se incubaron a TA con agitacion suave por 1
hora, usando un anticuerpo anti-lgG de ratén conjugado con peroxidasa (SIGMA-
ALDRICH, A9044), diluido 1/20000 en el mismo tampédn.

En los experimentos destinados a verificar la actividad de APEX2, las membranas se
incubaron con estreptavidina conjugada con HRP (abcam, ab7403), diluido 1/20000 a TA
con agitacion suave durante 3 horas. Las membranas se lavaron y la deteccién se hizo
usando un sustrato quimioluminiscente (Kit Super signal West Pico Chemiluminiscent

Substrate, Thermo), revelado en el equipo automatico ImageQuant 800 (Amersham).
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5.7 Andlisis de los proteomas totales por MS

Para la determinacion de los proteomas totales, los extractos de proteinas se corrieron en
un gel de poliacrilamida al 12.5%, cargandop20de proteinas. La corrida se detuvo
cuando el frente migré aproximadamente 1 cm después del gel concentrador. El gel fue
fijado y tefiido. Cada carril (correspondiente a una muestra) se cortd en piezas pequefas,
que se introdujeron en tubos de microcentrifuga de 1.5 ml y se conservaron a 4°C hasta

Su uso.

Las piezas de gel de cada muestra se destifieron copL2bi@arbonato de amonio

(Ambic) 0.2 M/acetonitrilo (ACN) (1:1, v/v) e incubaron a 1000 rpm durante 30 minutos

a 30 °C (este paso se repitio hasta que las muestras resultaron completamente destefiidas).
Luego, se afadio ACN puro para deshidratar las bandas, se retir6 la solucion y se dejo
secar en la cAmara de flujo laminar. La reduccion y alquilacion de las Cys en el gel se
llevé a cabo incubando las piezas a 1000 rpm por 1 hora a 56°C con Ditiotreitol (DTT)

10 mMy luego con lodoacetamida (IAM) 55 mM, durante 45 minutos a TA. Las bandas

se deshidrataron nuevamente siguiendo el mismo procedimiento.

La digestion en gel se llevo a cabo utilizando tripsina (Sequencing Grade Modified
Trypsin, (Promega)) diluida en Ambic 50 mM, relacién proteasa: proteina 1:50 (m:m) y
se incub6 durante toda la noche a 37 °C. Los péptidos obtenidos se extrajeron 2 veces
consecutivas por 1 hora, utilizando una solucién 0.1% (v/v) de acido trifluoroacético
(TFA, del inglés, trifluoracetic at) en 60% de ACN y se secaron utilizando una
centrifuga de vacio (SpeedVac, Thermo) hasta evaporar completamente el ACN presente
en la muestra. Luego, los péptidos se resuspendieron en 0.1% &cido férmico (FA, del

inglés, formic acid) y se sonicaron en 3 ciclos de 5 minutos cada uno.
5.7.1 Nano-HPLC-MS/MS

Los péptidos tripticos se analizaron utilizando un nano-HPLC UltiMate 3000 (Thermo
Scientific) acoplado a un espectrometro de masa Q Exactive Plus con una fuente Easy-
Spray (Thermo Scientific). Las mezclas de péptidos se cargaron en una precolumna
(Acclaim PepMapTM 100, C18, 75 um X 2 cm, tamafio de particula de 3 pum, Thermo

Fisher Scientific, EE. UU.) y se separaron con una columna analitica Easy-Spray
(PepMapTM RSLC, C18, 75 um X 50 cm, tamafio de particula de 2 um (Thermo
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Scientific) a 40 °C usando un sistema de dos disolventes: (A) 0.1% de FA en agua y (B)
0.1% de FA en ACN (LiChrosolv®, Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) a un flujo de
200 nL/min. La temperatura del capilar fue establecida en 250°C y el voltaje de ionizacién
oscilo entre 1.7 y 2 kV. Los escaneos de MS se adquirieron en un rango de 200-2000 m/z
con una resolucion de 70 000 a 200 m/z, un valor objetivo de AGC (del inglés, automatic
gain control) de 1E6 y un tiempo maximo de inyeccion de iones de 100 ms. La
fragmentacion de los precursores ocurrié en una celda HCD (del inglés, higher-energy C-
trap dissociation) con una resolucion de 17 500 a 200 m/z, un valor objetivo de AGC de
1E4 y un tiempo maximo de inyeccion de iones de 50 ms. La energia de colision
normalizada se utilizé en pasos de 25, 30 y 35. El analisis en linea por MS seerealizd
modo dependiente de los datos (MS seguido de MS/MS de los 12 iones mas abundantes),
utilizando exclusion dinamica. El espectréometro de masa oper6 en modo positivo. Para el
analisis del proteoma total, la columna se equilibré a 4% de B durante 15 minutos, seguido
de una elucion en gradiente realizada de la siguiente manera: 4% a 35% de B durante 150
min, 35% a 99% de B durante 15 min. Para el andlisis de los péptidos purificados por la
estrategia APEX2, la columna se equilibré a 1% de B durante 15 minutos, seguido de una
elucién en gradiente realizada de la siguiente manera: 1% a 35% de B durante 90 min,

35% a 99% de B durante 2tin. En ambos casos, a un flujo constante de 200 nL/min.
5.7.2 Andlisis bioinformético de datos protedmicos

Para el andlisis de los datos obtenidos por MS se utilizé el software libre PatternLab for
Proteomics V%', Primero, se gener6 una base de datos y su reversa a partir del proteoma
de C. glutamicum ATCC 13032 (descargado de UniProt) (21/07/2020), agregando las
secuencias aminoacidicas de las construcciones sobreexpresadas cuando cogresponda
los contaminantes mas comunes en los experimentos de protedmica. Para la identificacion
de los péptidos, se defini6 como modificacién varialdegxidacion de Mety como
modificacion fija, la carbamidometilacion de cisteina. La tolerancia del precursor m/z se
fij6 inicialmente en 40 ppm y se permiti6 un maximo de 2 cortes salteados y 2
modificaciones variables por péptido. Los resultados de la busqueda fueron filtrados por
el algoritmo PatternLab Search Engine Processor (SEPro) con un valor maximo de FDR
< 1% a nivel de proteina y una tolerancia de 10 ppm para iones precursores. Los analisis
se realizaron por el método SC. Se utiliz6 el médulo estadistico diagrama de venn (VD,

del inglés, venn diagrams) para determinar las proteinas exclusivas en cada condicion
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bioldgica utilizando un valor de p menor a 0?65EI modulo T Fold permitio cuantificar

los péptidos y/o proteinas sobrerrepesentados en una u otra condicion. Este médulo utiliza
el estimador tedrico de Benjamini-Hochberg para manejar multiples pruebas de t y
maximiza el nimero de identificaciones que satisfacen un limite de tasa de cambio
variable de acuerdo con los valores p ajustado (QBH < 0.05). Para este andlisis, se usaron
los siguientes pardmetros: L-stringency: 0.4, valor p ajustado < 0.05 y el valor de F-
stringency determinado por el software.

Para la comparacion de los péptidos oxidados en la cepa C.glu_apex2-ftsZ (0.05% de
gluconato) cuando se afadié el quenching antes o después de la corta expos@ion a H

se utilizé el moédulo VD para identificar los péptidos exclusivos a cada una de las
condiciones evaluadas, asi como los péptidos presentes en ambas condiciones. A
continuacion, se llevo a cabo un andlisis cuantitativo de los péptidos oxidados (+15.9949
Da). Para ello, se promedi6é el nUmero de espectros de los péptidos oxidados para cada
réplica bioldégica en cada condicion, y se calculdé el porcentaje de espectros y las
respectivas DE. En este analisis especifico se realizé un analisis estadistico adicional

mediante Cohen’s d.
5.8 Marcaje con fenol biotina en las células vivas

Para el marcaje con FB, 30 ml de cultivos crecidos durante 6 horas hasta alcanzar una DO
600 nm aproximada de 5, se centrifugaron a 5000 rpm, 10 minutos, 4°C. Las células se
resuspendieron en 1 ml de MM fresco y se transfirieron a tubos de microcentrifuga. Las
suspensiones celulares se incubaron con FB 1 0 5 mM a 30°C (concentraciones probadas
para la optimizacion del método) y 500 rpm durante 1 hora. Para iniciar el marcado, las
suspensiones celulares se trataron ce@.H mM durante 1 minuto. La reaccién se
detuvo afladiendo 1 ml de solucion de quenching 2X que contiene ascorbato de sodio 20
mM, azida de sodio 20 mM y acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-acido
carboxilico (Trolox) 10 mM en PBS con Tween 80 al 0.05% (PBS-Tween 80).

Posteriormente, las células se lavaron mediante sucesivas centrifugaciones a 3000 g por
10 minutos a 4°C, en los siguientes pasos: 1 ml de solucién de quenching 1X, 2 ml de
PBS-Tween 80, 1 ml de solucion de quenching 1X por segunda vez, 1.5 ml de PBS-
Tween 80 y 1.5 ml de PBS (sin Tween 80). Luego, las células se lisaron utilizando la

sonicaciéon como método de ruptura. Para ello, los sedimentos se resuspendieron en
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tampodn de lisis, compuesto por: PBS, Triton 0.1%, Lisozima 1 mg/ml, Céctel de Inhibidor
de Proteasas 1X, DNAasa 0.005 mg/ml yRNAasa 0.01 mg/ml) y se incubaron durante 15

minutos en hielo.

Pasado este tiempo, las muestras se sonicaron (Branson Digital Sonifier) 3 minutos a 10%
de amplitud y 10 minutos a 15% de amplitud, con secuencias de 1 min ON y 1 minuto
OFF. Los extractos se centrifugaron a 16000 g por 45 minutos a 4°C y los sobrenadantes

se recuperaron y conservaron a -20 °C hasta su uso.
5.9 Digestién de proteinas y purificacién de péptidos biotinilados

Para obtener los péptidos biotinilados, se emple6 el sistema de preparacion de muestras
FASP (del inglés, Filter-Aided Sample Preparatf$f)Se utilizé una unidad de filtrado

por cada muestra a evaluar y se pasivaron en 500 ml de la solucién Tween 20 5% en agua
ultra pura a 25 °C, 120 rpm, durante 3 horas. Luego, las unidades de filtrado fueron

lavadas sucesivas veces con abundante agua ultrapura.

Previo al procesamiento de las muestras, se verificé cada unidad de filtrado, afiadiendo
200puL de tampon de desnaturalizacion (urea 8 M, Tris 100 mM, pH 7.5) y centrifugando

a 14 000 g durante 1 minuto a 25 °C, asegurando que el volumen no atravesara
completamente el filtro. Se afiadieron 2 mg de los extractos de proteinas en las unidades
de filtrado y se centrifugaron a 14000 g por 15 minutos a 25 °C hasta un volumen final
de 200uL (condiciones mantenidas durante todo el procedimiento). A cada filtro se

adicionaron 20Q.L de tampon de desnaturalizacion.

Para el proceso de reduccién, se afiadieron20de DTT 10 mM en tampon de
desnaturalizacién y se incub6 a 25 °C y 1000 rpm por 30 minutos. La alquilacion se llevé
a cabo con 20QL de IAM 55 mM en tampodn de desnaturalizacion (urea 8 M, Tris 100
mM, pH 7.5) e incubando a 25°C sin agitacion por 30 minutos en la oscuridad. Luego, se
realizaron 2 lavados con 2QQ de Ambic 50 mM en agua ultrapura.

Posteriormente, se cambiaron los tubos colectores y se afiadio tripsina (Sequencing Grade
Modified Trypsin, (Promega)) en Ambic 50 mM relacion 1/50 (m:m). La digestion

enzimatica se llevé a cabo en una camara humeda y oscura a 25 °C y 1000 rpm ON.
Posteriormente, al dia siguiente, se recuperaron los péptidos, adicionando dos veces 200

pL de Fase A (FA al 0.1% en agua ultrapura grado MS), y centrifugando bajo las mismas
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condiciones. Las muestras se secaron en una centrifuga de vacio, SpeedVac, en nuevos
tubos de 1.5 ml.

Los péptidos obtenidos se solubilizaron en g20@e PBS y se incubaron con 100 de

perlas de Streptactin Sepharosa (IBA), previamente lavadas, con agitacion suave durante
1 hora a TA. Las perlas se separaron durante todo el procedimiento por centrifugacién a
1000 g durante 5 minutos. Luego, se lavaron 3 veces conl 5@0PBS, ACN al 5% en

PBS 1X y agua ultrapura.

La elucién de los péptidos biotinilados se realiz6 afiadiendo 0.15 ml de TFA al 0.2%,
0.1% de FA y 80% de ACN en agua. Se realizaron 7 eluciones, y en el ultimo paso se
llevo la resina a 90 °C durante 5 minutos para maximizar la elucion de los péptidos de las
perlas, y luego se unieron todas las fracciones. Las muestras se llevaron a sequedad en el
SpeedVac, se resuspendieron emuR@e Fase A y se sonicaron 3 veces por 5 minutos.
Posteriormente, se desalaron en columnas de fase reversa C18 Zip Tip® (Merck,
Millipore), eluyendo los péptidos en Fase B (FA 0.1% en ACN). Los péptidos se secaron
nuevamente, resuspendiéndolos enl2@e Fase Ay repitiendo los 3 ciclos de sonicado.

Los péptidos tripticos se analizaron utilizando un nano-HPLC UltiMate 3000 (Thermo
Fisher Scientific) acoplado a un espectrémetro de masa Q Exactive Plus con una fuente
Easy-Spray (Thermo Fisher Scientific, EE. UU).

5.10 Andlisis bioinformatico de datos proted6micos obtenidos por la estrategia APEX

La validaciéon de los péptidos modificados con FB se llevo a cabo utilizando el médulo
APEX recientemente incorporado en PatternLatf®%/Para este andlisis, se realizd una
busqueda en bases de datos y se caidsaeno modificacion variable la adicion de FB

en residuos de Tyr (+361.1460 Da). Los resultados se filtraron aplicando un criterio de
FDR del 1%. Posteriormente, el médulo APEX permitioé seleccionar Unicamente aquellos
espectros MS/MS que presentaban al menos uno de los dos iones diagndsticos mas
intensos de esta modificacion: m/z 480.19 (FB-con pérdida de NHs) y m/z 497.22

(FB-Tyr intacto). Este paso aseguro la validacion de los péptidos y de las proteinas que
los contienen. A partir de este conjunto de datos filtrados, se procedioé a realizar los
analisis de SC mediante los médulos estadisticos VD y T-fold, tal como se indico

previamente, pero restringiendo el analisis exclusivamente a los péptidos modificados.
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5.11 Localizacion subcelular de las proteinas seleccionadas por microscopia confocal

La localizacion subcelular de las proteinas candidatas para validar como integrantes del
divisoma se evalué por microscopia confocal. Cada una de estas proteinas se
sopreexpresan en C. glutamicum fusionadas a la proteina verde fluorescente mNeon
(acépite 5.1). Se uso la concentracion maxima de induccion (1% de gluconato). La
obtencion de los cultivos celulares y preparacion final de las muestras se realiz6 como se
indica en el acépite 5.3, con la diferencia del fluoréforo usado. Se hicieron 3 experimentos
independientes y las células se incubaron con Rojo Nilo (del inglés, Nile Red), que es un
fluor6foro que se une a la membrana y es un control que nos permiti6 normalizar y
confirmar la localizacién celular de estas proteinas en el septo. Se utiliz6 una

concentracién de Rojo Nilo dey@/ml.

Las imégenes fueron adquiridas en el microscopio confocal de barrido laser espectral
Zeiss LSM 880, equipado con un objetivo de inmersion en aceite plan-apocromético de
63x/1.4. La excitacion para ambos fluoréforos, mNeon y Rdm $¢ hizo con un laser

de 488 y 561 nm, respectivamente, y la emision se registro en el rango de 502y540 nm

620-690, respectivamente.

Las imagenes se procesaron y analizaron en el programa Image J (4¢ad2anaa de

las células seleccionadas, se traz6 una linea de un polo al otro. El programa exporta la
intensidad de fluorescencia en cada punto para ambos fluoréforos, y tomamos el valor del
septo (es decir, maximo valor de intensidad) y los polos (el maximo valor de los 3
primeros y ultimos puntos). Posteriormente, obtuvimos el cociente de la intensidad de

fluorescencia del septo y la intensidad promedio de los polos para ambos fluoréforos.

El analisis estadistico para comparar este cociente entre ambos fluoréforos se realiz6 a
través del test de Cohen’s d. Los valores se interpretaron como se describié en el acapite
5.3.

5.12 Morfologia celular de la cep&.glu_Apkna_apex2-ftsZ por microscopia confocal

La morfologia celular de la cepaglu Apkna apex2-ftsZ se evalud por microscopia
confocal. Se uso6 la concentracion maxima de induccion (1% de gluconato). La obtencion
de los cultivos celulares y preparacién final de las muestras se realizé como se indica en

el acapite 5.3, con la diferencia del fluoréforo usado. Se utilizdé una concentracién de Rojo
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Nilo de 2ug/ml. Las imagenes fueron adquiridas en el microscopio confocal de barrido
laser espectral Zeiss LSM 880, equipado con un objetivo de inmersién en aceite plan-
apocromatico de 63x/1.4. La excitacion para el fluor6foro Rojo Nilo se hizo con un laser
de 561 nm para y la emision se obtuvo en el rango de 620-690 nm. Las imagenes se

procesaron y analizaron también en el programa Im&je J
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6. RESULTADOS

6.1 Desarrollo y validacion de una estrategia de marcado por proximidad en las

células vivas en C. glutamicum

Para identificar los vecinos de FtsZ en las células vivas, se desarrollo y optimizé una
estrategia de marcado por proximidad basada en APEX2, utiliza@dglutamicum

como representante de este grupo de bacterias.

En un primer paso se obtuvo una cepa de C. glutamicum que expresa FtsZ fusionada a
APEX2 y a dos etiquetas: Histag y FLAG. La misma se obtuvo con la colaboracion de
Mariano Martinez, quien ademas superviso el trabajo de biologia molecular durante mis
estadias en el Institut Pasteur de Paris. Con base en resultados previos que mostraron que
los fluoréforos fusionados al extremo N-terminal de FtsZ no perjudicaban su funcién
normal, se decidid introducir APEX2 en esta posié¢iénLa fusion de APEX2 y FtsZ se
expreso bajo el control del promotor inducible de baja actividad transcripcional PgntK

262 Esto permiti6 una regulacion fina de los niveles de expresion, lo que es de vital
importancia en el caso de proteinas involucradas en procesos esenciales como la division

celular.

Para llevar a cabo el marcado por proximidad esta cepa se incub6 con FB deguid

corta exposicion a #.. APEX2 en presencia de FB y®b genera un radical fenoxilo

de vida media muy corta capaz de modificar aminoacidos en las proteinas del entorno
cercano e introducir una molécula de biotina. Luego del quenching de la reaccién, las
bacterias se lisaron, las proteinas se digirieron con tripsina y los péptidos biotinilados se
purificaron por afinidad, se identificaron y cuantificaron utilizando un nano HPLC
acoplado a un espectrémetro de masa. Para obtener una lista confiable de vecinos de FtsZ,
la lista de péptidos identificados se compard con los obtenidos a partir de una cepa control

gue solamente expresa APEX2. En la Figura 29 se resume la estrategia experimental
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Expresion de APEX2-FtsZ v APEX2 Estrategia de marcado por proximidad
en C. glutamicum en la célula viva basado en APEX2

His-Tag [ FLAG | APEX? ]

Radicales Motina
tivamida

Proteémica cuantitativa para identificar vecinos de FisZ

Digestion E“rif‘l""‘;;iﬁ“ Protedmica >, Lista de proteinas
proteinas h:ﬂﬁiﬂ:ﬁ?}z c cuantitativa vecinas de FisZ

Figura 29: Esquema de la estrategia de marcado de proximidad basada en APEX2 para explorar
el entorno proteémico de FtsZ. La cepa C.glu_apex2-ftsZ de C. glutamicum expresa FtsZ
fusionada a APEX2, bajo el control de un promotor de baja actividad transcap@@gntK).

APEX2 en presencia de FB y un pulso corto é&H mM (1 minuto) genera radicales biotina-
fenoxilo altamente reactivos que modifican aminoacidos en proteinas cercanas, pramtgalm
residuos de Tyr. Como control, se utilizd una cepa que expresa Unicamente APEX2titlos pép
marcados se purificaron utilizando columnas de afinidad y se identificaron medianteGiano
MS/MS. Un analisis cuantitativo usando el software PatternLab V permitié obtetista
confiable de vecinos de FtsZ.

El desarrollo y optimizacion de la estrategia conllevo la realizacion de diversos y estrictos
controles para optimizar el marcado y garantizar la identificacion de vecinos

fisiolégicamente relevantes.
6.1.1 Caracterizacion de la cepa que sobreexpresa FtsZ

Como parte de la optimizacion de la estrategia APEX2 en C. glutamicum, se evaluaron
los cambios funcionales provocados por la sobreexpresion de APEX2-FtsZ. Para ello se

evaluo la morfologia celular y el crecimiento de la cepa en estudio.

6.1.1.1 La morfologia celular de la cepa C.glu_apex2-ftsZ depende de los niveles de

expresion de FtsZ

Inicialmente y con el objetivo de seleccionar la concentracion adecuada de gluconato para
inducir la sobreexpresion de FtsZ en la cepa C.glu_apex2-ftsZ sin provocar cambios
morfologicos significativos respecto a la cepa control C.glu, se evalué el largo celular y

el nimero de septos presentes en ambas cepas mediante microscopia confocal. Para ello,
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se utilizaron distintas concentraciones del inductor gluconato (0.05%, 0.25% y 1%
(maxima induccion)) y se usO la sonda fluorescente Laurdan, la cual se une

especificamente a las membranas y resulta muy Gtil para detectar la formacion de septos.

En la Figura 30A se muestran imagenes representativas (de entre 10 y 15 imagenes
adquiridas por condicion) de las diferentes condiciones ensayadas (C.glu_apex2-ftsZ con
0.05, 0.25 y 1% de gluconato y la cepa C.glu como control). Como se puede observar, el
incremento en los niveles de expresion de la proteina FtsZ afect6 la morfologia celular,
observandose un fenotipo de células mas alargadas y con aumento del nUmero de septos
(células multiseptadas) en comparacién con las de la cepa C.glu, en forma dependiente
de la concentracion del inductor. Este efecto de la sobreexpresion de FtsZ fue previamente
reportado por Letek y cols. 2087 Ademas, con la méxima induccion (1% de gluconato)

se observan células con una fuerte alteracion de la morfologia celular.

Las imagenes obtenidas se analizaron en el programa Image J para cuantificar tanto el
namero de septos como el largo celular. Se seleccionaron aquellas células que se
distinguian de forma clara e independiente: 267 células para la cepa C.glu, 310 células
para la cepa C.glu_apex2-ftsZ con 0.05% de gluconato y 115 células para la cepa
C.glu_apex2-ftsZ con 0.25%.

Las Figuras 3B y 30C corroboran las observaciones previas y muestran las diferencias
estadisticas entre las condiciones evaluadas. Para este analisis no se incluyd la cepa
C.glu_apex2-ftsZ con 1% de gluconato debido a que, como se menciond anteriormente,
la morfologia se alterd fuertemente, haciendo imposible realizar el conteo confiable de

células individuales.

En el grafico de barras de la Figura 30B, se representa el porcentaje de células con 0/1, 2
y >2 septos. Se observa que la mayoria de las células de la cepa WT presentan 0/1 septo
93%, mientras que la proporcion de células con 2 y >2 septos es mucho menor: 4.0% y
2.9%, respectivamente. A medida que aumenta la concentracion de gluconato, disminuyo
el porcentaje de células con 0/1 septo: 83.5% y 47.9% para C.glu_apex2-ftsZ con 0.05%
y 0.25% de gluconato, respectivamente. A su vez se incrementé el porcentaje de células
con 2 y >2 septos: 6.5% y 10%; y 15.2% y 39.9% para C.glu_apex2-ftsZ con 0.05% y
0.25% de gluconato, respectivamente. A partir de estos resultados, se seleccion6é una

concentracién de induccién de 0.05% de gluconato para los niveles de expresion de FtsZ,
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ya que en estas condiciones el numero de células con 0/1 septo presenta una disminucion
menor del 10% y por lo tanto permite realizar los experimentos en condiciones similares

a las fisiologicas.

En la Figura 30Ge muestran los graficos de cajas que ilustran el largo de las células. En
estos gréaficos se ve que las células se alargan de manera dependiente de la concentracion
de gluconato, pasando de 2.4 um a 2.8 um en promedio para la cepa C.glu_apex2-ftsZ
con 0.05% y a 3.3 um para C.glu_apex2-fts@ 0.25%.

Teniendo en cuenta estos resultados, se seleccion6 0.05% de gluconato para el posterior

desarrollo de la estrategia APEX2 en estas bacterias.
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Figura 30: Morfologia celular, nimero de septos y largo de las células de la cepa C.glu_apex2-
ftsZ utilizando diferentes concentraciones de gluconato (0.05%, 0.25% y 1%) gegel€.glu

como control. A) Imagenes representativas obtenidas utilizando Laurdan como sonda
fluorescente. Barras de escala de 3 BinGrafico de barras donde se muestra el nimero de
células con 0/1, 2 y >2 septos para cada condicion: C.glu 0/1 (93 £ 2.6), 2 (4.0 + 259, 22

1.5); C.glu_apex2-ftsZ con 0.05% de gluconato 0/1 (83.5 £ 2.4), 2 (6.5 £ 4.2), >2 (10.0/+ 2.4)
C.glu_apex2-ftsZ con 0.25% de gluconato 0/1 (47.9 = 7.0), 2 (15.2 £ 2.4), >2 (39.p EI7.3
andlisis para determinar las diferencias estadisticas se hizo mediante ufbitatesal para
muestras independientes) comparando la cepa C.glu-apex2-ftsZ con 0.05% y 0.25% de gluconato
con la cepa C.glC.glu_apex2-ftsZ con 0.05% de gluconato 0/1 (***, p=0.009), 2 (ns, p=0.43)

y >2 (*, p=0.01) y C.glu_apex2-ftsZ con 0.25% de gluconato 0/1 (*, p=0.0004), 2 (**, p=0.005)

y >2 (**, p=0.001).C) Graficos de cajas mostrando el largo celular de las cepas evaluadas: C.glu
(promedio 2.4 = 0.7 pm), C.glu_apex2-ftsZ con 0.05% de gluconato (promedio 2.8 + 0.8 um) y
C.glu_apex2-ftsZ con 0.25% de gluconato (promedio 3.3 £ 1 um). La significanciadendica
corresponde a los valores de Cohen’s d, donde se comparé la cepa C.glu_apex2-ftsZ a las 2
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concentraciones de gluconato evaluadas con la cepa C.glu: C.glu_apex2-ftsZ con 0.05% de
gluconato (**, d = 0.53) y C.glu_apex2-ftsZ con 0.25% de gluconato (***, d = 0.98). Para lo
andlisis estadisticos que se muestran en B y C se contaron: 267 células g@aaCaghi, 310

células para la cepa C.glu_apex2-ftsZ con 0.05% de gluconato y 115 células para la cepa
C.glu_apex2-ftsZ con 0.25%.

6.1.1.2 La sobreexpresion de FtsZ no afecto la curva de crecimiento

Con el fin de determinar si la sobreexpresion de FtsZ afecta el patron de crecimiento de
C.glu_apex2-ftsZ se cultivaron 3 réplicas bioldgicas de esta cepa y de la cepa control C-

glu en ausencia y presencia del inductor de la sobreexpresion de FtsZ (gluconato 0.05%).

Como se ve en la Figura 31, ambas cepas mostraron una curva tipica de crecimiento
microbiano en las 2 condiciones testeadas (sin y con el inductor gluconato). Inicialmente

hubo una corta fase de latencia (aproximadamente 3 horas) seguida por un crecimiento
exponencial rapido y una fase estacionaria. A las 15 horas se observo una disminucion en
la DO 600 nm en todas las condiciones, lo que refleja el comienzo de la fase de muerte

celular.

Ademas, las curvas de crecimiento obtenidas para todas las condiciones mostraron que el
comportamiento de la cepa C.glu_apex2-ftsZ es similar al de la cepa contrgl C.glu
indicando que la sobreexpresion de FtsZ (usando 0.05% del inductor gluconato) no afecté

el crecimiento en el tiempo.

Abs G0limm

— gl -
gl + 15
Cpin apex2sfind - G
Cpli_apexd-fisd + G

Tiempo (horas)

Figura 31: Curvas de crecimiento de las cepas C.glu_apex2-ftsZ y la cepa dOrgholen
ausencia y presencia del inductor gluconato (0.05%). Las células se culéwakdi CGXII
suplementado con sacarosa (4%) y gluconato (0.05%) segun correspondio, a 30°C con agitacion
a 120 rpm. La DO 600 nm se midi6 cada 3 horas durante 18 horas. Los val@ssntaprla
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media de tres réplicas biolégicas = DE (barras de error). Las curvas deienéciobtenidas para
todas las condiciones mostraron que el crecimiento de C.glu_apex2-ftsZ es sidelda abpa
control C.glu.

6.1.1.3 APEX2-FtsZ y APEX2 se expresan correctamente

Un control necesario para continuar con el desarrollo de la estrategia APEX2 es

comprobar la correcta expresion de la construccion. Para esto, se cultivd la cepa
C.glu_apex2-ftsZ con 0.05% de gluconato, la concentracion seleccionada anteriormente
para el desarrollo de la estrategia APEX2. Ademas, se cultivé una cepa de C. glutamicum
gue sobreexpresa solamente APEX2 bajo el control del mismo promotor (cepa control

C.glu_apex2) (Figura 32A).

En la Figura 32B, se muestra el analisis de western blot que se realiz6 para verificar la
correcta expresion de las proteinas APEX2-FtsZ y APEX2, utilizando un anticuerpo
monoclonal anti-FLAG (teniendo en cuenta que ambas proteinas contienen una etiqueta

FLAG) y un revelado quimioluminiscente.

Como se observa en la figura 32B, la cepa C.glu_apex2 cultivada con 0.05% de gluconato
mostré una banda principal a la altura de aproximadamente 80 kDa, que corresponde al
peso molecular esperado para la proteina de fusion (77 kDa). Por otro lado, la cepa
C.glu_apex2 cultivada también con 0.05% de gluconato, presentd una Unica banda
ligeramente por encima de 30 kDa, coherente con el peso molecular esperado para esta
construccion (masa molecular tedrica de la construccion: 30.2 kDa). No se detectaron
bandas adicionales de menor peso molecular que pudieran sugerir degradacion proteica

en ninguna de las cepas analizadas.

Estos resultados apuntan que las cepas expresan correctamente las proteinas de interés
APEX2-FtsZ y APEX2, permitiendo continuar con los experimentos posteriores para

desarrollar la estrategia de marcado usando la enzima APEX2.
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Figura 32: A) Esquema de las construcciones expresadas en las cepas C.glu_apgx2-ftsZ
C.glu_apex2B) Western blot de un extracto de proteinas de las cepas C.glu_apey2-ftsZ
C.glu_apex2 crecidas en presencia de 0.05% de gluconato. A la izquierda se osljmesob
moleculares del marcador utilizado (Thermo). Los extractos de proteinas de capassse
separaron en una electroforesis unidimensional en geles de poliacrilamida al 12%. 8maplica
20 ug de proteinas y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. Posterioanente, |
membrana se incubé con el mAb anti-FLAG diluido 1/5000, seguido de una incubacidm con
anticuerpo anti-lgG de ratén conjugado con peroxidasa diluido 1/10000. EIl revelado se hizo
usando el sustrato quimioluminiscente (Kit Super signal West Pico Chemiluening&abstrate,
Thermo) en el equipo automatico ImageQuant 800 (Amersham). Estos resultados muestran que
las cepas expresan correctamente las proteinas APEX2-FtsZ y APEX2.

6.1.1.4 La sobreexpresion de FtsZ no produce grandes cambios protedmicos

Como parte de la caracterizacion de la cepa, se evalu6 si la sobreexpresion de FtsZ
afectaba la expresién global de proteinas, lo que podria introducir un sesgo en la estrategia
de protedmica de proximidad, y en consecuencia, en la identificacion de interactores. Para
ello, se comparoé el proteoma de C.glu_apex2-ftsZ (0.05% gluconato) con la cepa control

C.glu, utilizando 3 réplicas biolbgicas y 2 réplicas técnicas de cada condicion.

Como se muestra en la FiguraA33eidentificaron 1100 y 1061 proteinas en las cepas
C.glu_apex2-ftsX C.glu, respectivamente. La mayoria de estas proteinas estan presentes
en ambas cepas Yy solo se detectan 66 proteinas unicamente en la cepa C.glu_apex2-ftsZ
y 27 proteinas en la cepa control C.glu. La mayoria de las proteinas exclusivas muestran
un namero total de espectros relativamente bajo (menos de 20 espectros entre las 3
réplicas), lo que sugiere que estas proteinas podrian no haberse detectado en la otra

condicion debido a los problemas de muestreo asociados a las estrategias shotgun. La
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Unica proteina detectada con un numero considerable de espectros es la Chaperonin
GroEL 1, presente Unicamente en la cepa C.glu_apex2-ftsZ (160 espectros totales entre

todas las réplicas) (Tabla Suplementaria 1).

Por otro lado, el analisis cuantitativo de las proteinas detectadas en ambas cepas mostro
que solo 19 proteinas presentaron diferencias estadisticamente significativas en los

niveles de expresion considerando una tasa de cambio > 2 (9 sobreexpresadas y 10
subexpresadas en C.glu_apex2:ftador p ajustado < 0.05) (Tabla Suplementaria 2). En

este andlisis cuantitativo se observdé que la proteina FtsZ estaba sobreexpresada
estadisticamente en la cepa C.glu_apex2-ftsZ con una tasa de cambio de 1.85 (valor p:
0.01406) (Figura 33B

Estos resultados en su conjunto, nos sugieren que hay un efecto muy modesto en el
proteoma total cuando la expresion de C.glu_apex2-ftsZ se induce con 0.05% de

gluconato.
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Figura 33: Analisis protedmico comparativo de la cepa C.glu-apex2-ftsz con 0.05% de gluconato

y la cepa control C.glu. Se analizaron 3 réplicas biolégicas y 2 inyeccionea$épar réplica
biolégica. EnA) se muestra el nimero de proteinas detectadas exclusivamente en la cepa
C.glu_apex2-ftsZ (66) y en la cepa C.glu (27) mediante el andlisis del mécaddstsd VD

(p<0.05). Se identificaron un total deGDlproteinas en la cepa C.glu_apex2-ftsZ y 1061 en la
cepa C.glu (Tabla Suplementaria 1). Bnse muestra un grafico de volcan con las proteinas
encontradas en ambas cepas Para el analisis del conteo de espectros se tomaron en cuenta la
proteinas presentes en al menos 4 de las 6 réplicas bioldgicas consideradase(festingy;
L-stringency: 0.6, valor p ajustado < 0.05). En el gréafico de volcan se represent ¢ldlog

p) en el eje Y y el Log2 (tasa de cambio) en el eje X. Los puntos azules corresppnotefnas

con niveles estadisticamente diferentes entre ambas condiciones (la informacicen uieacsel

muestra en la Tabla Suplementaria 2). Las lineas puntedas indican una tashidele 2. Los

puntos grises 0Oscuros representan proteinas que no presentan cambios estadisticamente
significativos.
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Ademas, a partir de los datos protedmicos pudimos corroborar la presencia de péptidos
correspondientes a la secuencia de la proteina de fusion APEX2-FtsZ, identificando 550
espectros en total, que se asignan a 44 péptidos, 134 de los cuales correspondieron a la
secuencia de APEX2 y 416 a la secuencia de FtsZ (Tabla 6 y Figura 34

Tabla 6: Cobertura de secuencia de APEX2-FtsZ

Secuencia de los péptidos # de espectros| Dominio
GSDHLRDVFGK 7 APEX
GFIAEKR 29 APEX
AMGLTDQDIVALSGGHTIGAAHK 4 APEX
YAADEDAFFADYAEAHQK 1 APEX
SYPTVSADYQDAVEK 17 APEX
GFIAEK 8 APEX
ALLSDPVFRPLVDKYAADEDAFFADYAEAHQK 5 APEX
AMGLTDQDIVALSGGHTIGAAHKER 3 APEX
LAFHSAGTFDKGTK 3 APEX
TGGPFGTIKHPAELAHSANNGLDIAVR 2 APEX
LAFHSAGTFDK 16 APEX
EGLLQLPSDK 7 APEX
TGGPFGTIK 3 APEX
CAPLMLR 17 APEX
LPDPTK 11 APEX
VPFHPGREDKPEPPPEGR 1 APEX
VTVIATGFDAAR 24 FtsZ
KMGALTIGVVTKPFEFEGR 5 FtsZ
GLGAGANPEVGR 38 FtsZ
ASAEDHKNEIEEIKGADMVFVTAGEGGGTGTGAAPVVAGIAK 4 FtsZ
SGGGLFTTGNDRDYR 29 FtsZ
MGALTIGVVTKPFEFEGR 9 FtsZ
TRQAEEGIAALKEVCDTLIVIPNDR 2 FtsZ
SVMSEAGSALMGVGSAR 30 FtsZ
EVCDTLIVIPNDR 5 Ftsz
EATRGLGAGANPEVGR 2 FtsZ
AADEVLHNGVQGITNLITIPGVINVDFADVR 23 FtsZ
ERSDEDVNLIFGTIIDDNLGDEVR 21 FtsZ
QAEEGIAALKEVCDTLIVIPNDR 26 FtsZ
IKVVGVGGGGVNAVNR 45 FtsZ
RDDRGDDLDVPSFLQ 16 FtsZ
LLELGDANLSIMEAFR 1 FtsZ
MIEEGLK 3 Ftsz
SGGGLFTTGNDRDYRR 8 FtsZ
ASAEDHKNEIEETIK 6 Ftsz
VVGVGGGGVNAVNR 22 FtsZ
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SGGGLFTTGNDR 6 Ftsz
HRIEETR 34 FtsZ
ESIFGGAREENDPYLSR 9 Ftsz
AGISAAPAAEPVQQQVPTTNATLPPEKESIFGGAREENDPYLSR| 20 FtsZz
DDRGDDLDVPSFLQ 7 FtsZ
QAEEGIAALK 2 FtsZz
SVMSEAGSALMGVGSARGDNR 1 FtsZ
EENDPYLSR 18 FtsZz
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Figura 34: Cobertura de secuencia obtenida a partir de la evaluacién del proteoma total de
C.glu_apex2-ftsZ. Se muestra la secuencia de la construccion y en azul los p&pidiaslols

que representan un 72% de toda la secuencia. Las secuencias correspondientes &lHASTag
APEX2 y FtsZ se marcan con recuadros a colores, amarillo, gris, naranja y, verde
respectivamente.

Todos los resultados anteriores apuntan a que la proteina de fusibn APEX2-FtsZ se
expresa correctamente y que los niveles de expresion utilizando gluconato al 0.05% no
alteran el crecimiento celular, producen cambios minimos en el proteoma y una leve
alteracion morfologica. Por ello, seleccionamos esta condicion para la identificacion de

vecinos fisioldgicos de FtsZ.
6.1.2 Caracterizacion del marcado de proteinas en las cepas que expresan APEX2

A continuacion, se procedio a evaluar el marcado de proteinas mediado por APEX2 en
las células vivas en las dos cepas en estudio. Las mismas se incubaron con FB, seguido
de una corta exposicion a®b. Luego de realizar el quenching, las bacterias se lisaron y

las proteinas biotiniladas se analizaron por western blot. Por otro lado, los péptidos
biotinilados obtenidos luego de una digestion con tripsina se purificaron por afinidad para

su identificacién y cuantificacion por MS en un nano LC-MS/MS.
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6.1.2.1 APEX2 es activa en el contexto bioquimico de C. glutamicum

En un primer experimento, se evaluaron las proteinas biotiniladas en las cepas C.glu
C.glu_apex2-ftsZ (inducciébn maxima) en presencia y/o en ausencia de los sustratos de
APEX2: FB y H0.. Como se observa en la Figura 35A, en ambas cepas y en ausencia de
FB y/o H0>, se detectaron pocas bandas, lo cual indica que la modificacion con biotina
esta acotada en estas bacterias. También, la cepa C.glu en presencia de ambos sustratos
no mostro un claro incremento en el nUmero de bandas biotiniladas, lo que sugiere que la
actividad de las peroxidasas enddégenas en esas condiciones no es muy importante en C.
glutamicum. Un aumento claro en las proteinas biotiniladas se observé Unicamente
cuando la cepa C.glu_apex2-ftsZ se incub6 con FBOg HEsto confirma la correcta
actividad de APEX2 en el contexto bioquimico de C. glutamicum y permite concluir que

es posible llevar a cabo el marcado in vivo por proximidad bajo nuestras condiciones

experimentales.

Para optimizar este proceso de marcado, se evaluo el efecto de la concentracion de FB en
la biotinilacion de proteinas. Para ellos se realizaron western blots y se comparé el
marcado utilizando 1mM de FB (Figura 35A) y 5mM FB (Figura 35B). Como se observa

en la figura 35B, una concentracion mayor de FB (5 mM) resulté en un aumento en el
namero de proteinas biotiniladas, reflejado en un mayor nimero de bandas de mayor

intensidad.

Finalmente, se evalu6é el marcado en la célula viva utilizando las concentraciones de
inductor seleccionadas previamente (0.05% gluconato) para la C.glu_apex2stésZ
compararon con el marcado obtenido para la cepa C.glu_apex2, usando distintos niveles
de inductor, con el fin de seleccionar la mejor condicion para filtrar el marcado

inespecifico en los andlisis posteriores por MS.

Como se puede ver en la Figura 35C, la actividad de APEX2 se corrobor6é en ambas cepas
C.glu_apex® C.glu_apex2-ftsZ. La cepa C.glu_apex2 con 0.05% y 0.025% de gluconato
mostré una mayor actividad de marcado que C.glu_apex2dtsn.05% de gluconato,

lo que fue evidenciado por la mayor intensidad de las bandas biotiniladas. La cepa
C.glu_apex2 con 0.01% de gluconato produjo un patron de biotinilacién similar al de
C.glu_apex2-ts£0.05% de gluconato).
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Figura 35: Evaluacion de la actividad de APEX2 mediante western blot. Los extractos de
proteinas de ambas cepas se separaron en una electroforesis unidimensional da geles
poliacrilamida al 12%. Se aplicaron 20 ug de proteinas previamente marcadasaetefiza
intacta en cada una de las condiciones mencionadas y se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa. Posteriormente, la membrana se incubé con un anticuerpo de estraptavidin
conjugado con peroxidasa diluido 1/10000. El revelado se hizo usando el sustrato
guimioluminiscente (Kit Super signal West Pico Chemiluminiscent Substrate, Thenmel)
equipo automéatico ImageQuant 800 (Amersham). Se muestran 3 membrafpseEvaluaron

3 réplicas de las cepas C.gIC.glu_apex2-ftsZ con gluconato 1%, en presencia 0 ausencia de
los sustratos de APEX2 y usando una concentracion de FB de 1mM gEB#/IFB/H.0.- y
FB+/H.O2-). EnB) se evaluaron 3 réplicas de C.gl€.glu_apex2-ftsZ con gluconato 1%, en
presencia de FB y 4., utilizando una concentracién de FB 5 mM. Ee evalu6 el marcado
usando FB 5mM para 2 réplicas de C.glu_apex2 con gluconato 0.05%, 0.025% y 0.01% y 2
réplicas de C.glu_apex2_ftsZ con gluconato 0.05%. A la izqudey®] y derechaC), se indican

los pesos moleculares del marcador utilizado (Thermo). Estos resultados cordircoaretta
actividad de APEX2 en el contexto bioquimico de C. glutamicum.

En linea con estos resultados, el analisis protebmico comparativo por LC-MS/MS muestra
que la induccién con gluconato 0.05% de la cepa C.glu_apexpHtsitice niveles

significativamente mas bajos de APEX2 que la cepa C.glu_apex2 en las mismas
condiciones de induccién (Tasa de cambio = 2.7; p=0.0003); pero comparables a los
niveles obtenidos cuando se usa gluconato 0.01% para inducir la expresiéon de APEX2 en

la cepaC.glu_apex2 (Tabla 7).

Tabla 7: Comparacion de los niveles de APEX2 en la cepa la cepa C.glu_apex2-ftsZ y la cepa
C.glu_apex2 con diferentes concentraciones de gluconato.

Condiciones Tasa de cambio Valor p

C.glu_apex2-ftsZ (0.05% gluconato)
C.glu_apex2 (0.05% gluconato)
C.glu_apex2-ftsZ (0.05% gluconato)
C.glu_apex2 (0.01% gluconato)
* La tasa de cambio corresponde al valor de (C.glu_apex2-ftsZ/Cpgl2)r La induccion con 0.05%
de gluconato genera casi 3 veces mas APEX2 en la cepa C.glu_apex2 queaIClgloe apex2-ftsZ.

2.73 3.86E04

1.33 6.01E02
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Por lo tanto, en funcion de la actividad de APEX2 y los niveles de expresion de proteinas,
se selecciond la cepa C.glu_apex2 con gluconato 0.01% como control para la sustraccion
del marcado inespecifico.

6.1.2.2 La biotinilacion por APEX2 ocurre en las células vivas

Como parte del desarrollo de esta estrategia de marcado por proximidad en las células
vivas, se evaluo la eficiencia del quenching de la reaccion de marcado. Para ello, se
compararon los patrones de biotinilacion de proteinas en la cepa C.glu_apex2+ithad

el quenching se realiza antes o después de la exposicid é&d decir, antes o después

del marcado). Ademas, se incluyd un control sgOHno se inicia el marcado).
Especificamente, se evaluaron 3 réplicas biolégicas de las 3 condiciones con gluconato
0.05% y FB 5 mM, concentraciones antes seleccionadas; y se realizdé un western blot
usando estreptavidina conjugado con peroxidasa.

En la Figura 36 se observa la ausencia de actividad de APEX2 en la cepa C.glu_apex2-
ftsZ, tanto en las muestras sig®4 como en aquellas en las que se afadio la solucién de
quenching antes de la exposicion alOX Solo se detectd un aumento de proteinas
biotiniladas en la cepa C.glu_apex2-fiddnde se realizé ejuenching después del
marcado. Este resultado confirma que la inhibicién de la reaccion funciona correctamente
y por lo tanto que los eventos de biotinilacion detectados ocurren en las células vivas y
no durante las etapas posteriores de procesamiento.
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Figura 36: Evaluacion de la eficiencia del quenching de la reaccion por westen blot. taascesxt
de proteinas de la cepa C.glu_apex2-ftsZ se separaron en una electrofal@aensimnal en
geles de poliacrilamida al 12%. Se aplicaron 20 ug de proteinas y se transdii@emembrana
de nitrocelulosa. Posteriormente, la membrana se incubdé con estreptavidina conjugado con
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peroxidasa diluido 1/10000. El revelado se hizo usando el sustrato quimioluminisceSteg@it
signal West Pico Chemiluminiscent Substrate, Thermo) en el equipo automatico ImageQuant 80
(Amersham). Se evaluaron 3 réplicas biologicas de la cepa C.glu_apex2-figzomomato 0.05%

y FB 5 mM. Se testearon 3 condiciones; cuando se realizé el quenching antes (quen€hjng- H

o después del marcado (exposicion @+ FB) (H:O.-quenching) y un control sin-B, (sin

(H207). En la membrana se muestran 3 réplicas bioldgicas de cada condicion. A lal&gaier
indican los pesos moleculares del marcador utilizado (Thermo). Este resuitdidma que el
marcado ocurre en las células vivas y no después de la lisis.

6.1.2.3 El pulso de EO2 no afecto la oxidacion de metioninas

Se evaluo si la corta exposicion add producia cambios en los niveles de péptidos
oxidados que pudiesen alterar la identificacion de vecinos a posteriori. Para ello, se
compararon los péptidos identificados en la cepa C.glu_apex2-ftsZ (0.05% de gluconato)
cuando se realiz6 el quenching antes o después de la exposici@n, &¥aluando 3
réplicas biolégicas de cada condicion. Los aminoacidos con grupos funcionales que
contienen azufre presentan mayor susceptibilidad a la oxiddéi®ado que, en nuestro

caso las Cys estan alquiladas con IAM, el analisis se centrd en los péptidos que contienen
Met, ya que son los mas sensibles a la exposicion@d ¢h estas condiciones. La Met
sulféxido es el principal producto de la oxidacion de Met, con un aumento de masa de
+15.9949 Da.

Por tanto, se evalu6 el porcentaje de espectros de los péptidos con Met oxidadas
(+15.9949 Da), respecto al total de espectros asigandos a los péptidos totales. El resultado
mostro que 1.76% = 0.58 y 1.87% + 0.17 de los espectros contenian Met oxidada, cuando
el quenching se realiza después o antes gep.HMediante el estadistico Cohen’s d se
comprobd que en nuestras condiciones experimentales la exposici®a rohbroduce

un incremento estadisticamente significativo en la oxidacion de Met (d=0.24) (Figura 37
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Figura 37: Efecto de la exposicion akB; en la oxidacion de Met. Se evaluaron dos condiciones:
cuando se realiz6 el quenching antes o después de la exposici@n. &&l promediaron los
espectros de los péptidos conteniendo Met oxidadas para las 3 réplicas biol6gioasasn
condiciones. El gréafico de barras muestra el porcentaje de espectros asigrguio®sa con Met
oxidadas respecto al total de espectros asignados a los péptidos totales paradozida + DE:
1.76% + 0.58 cuando se realiz6 el quenching después de la exposiciOs & H87% + 0.17
cuando se realiz6 el quenching antes d€kbHESstos resultados muestran que la corta exposicion
al HO2 no produce un incremento significativo en la oxidacion de Met.

6.1.2.4 Deteccion y confirmacién de péptidos biotinilados

Después de seleccionar las condiciones de marcado, se procedio a identificar proteinas y
péptidos modificados con FB por MS.

Para esto, 3 réplicas biolégicas de la cepa C.glu_apex2-ftsZ y de la cepa C.glu_apex2 se
sometieron al procedimiento de marcado. Luego de la digestion enzimatica, los péptidos
biotinilados se recuperaron mediante cromatografia de afinidad y se analizaron en un
sistema de nanbC-MS/MS. Esta estrategia, en comparacioén con la que se basa en la
purificacion de proteinas después del marcado, tiene la ventaja de maximizar la deteccion
de péptidos modificados con FB, lo que constituye una huella de que la proteina estuvo
en las proximidades de APEX2 y ademas proporciona informacion topologica acerca de

las regiones que interaccionZn

Se analiz6 el numero total de péptidos y espectros identificados luego de la purificacién,
y aquellos que estaban modificados con FB (detectados al permitir considerar la
modificacion +361.1460 Da en péptidos conteniendo Tyr o Trp en la busqueda en bases
de datos). Como se observa en la Figura 38 A y B, la mayoria de los péptidos y de los
espectros (promedio en las tres réplicas, 13669 + 1218 y 66115 + 5582, respectivamente)
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identificados a partir del enriquecimiento de péptidos biotinilados en la cepa
C.glu_apex2-ftsZ, no estan modificados con FB. Es decir, estamos obteniendo una gran
cantidad de péptidos que o bien estan enddgenamente biotinilados o se pegan
inespecificamente a la columna. Solo 600 + 144 péptidos y 3545 + 945 espectros
(promedio de las 3 réplicas evaluadas) se identificaron como modificados con FB cuando
se realizd la busqueda en bases de datos considerando que la modificacion puede

involucrar los residuos de Tyr o Trp.
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Figura 38: Identificacion de péptidos recuperados por cromatografia de afinidad luego del
marcado por APEX2 en la cepa C.glu_apex2-ftiss datos se procesaron en PatternLab for
Proteomics V. Se calcul6 el promedio de péptidos y espectros no modificados y moslifica

FB (detectados al permitir considerar la modificacion +361.1460 Da en péptidos conté@piendo

o Trp en la blusqueda en bases de datos) y su DE a partir de las 3 réplicas bmlagicass.

En A) Andlisis de los péptidos no modificados con FB y modificados con FB: 13669 + 1218
péptidos no modificados y 600 + 144 péptidos modificados con FBEB)EANAalisis de los
espectros: 66115 + 5582 no modificados y 3545 + 945 modificados con FB.

Para eliminar los péptidos no marcados presentes en las muestras y obtener asi resultados
confiables, se aplicé un primer filtro y se seleccionaron los péptidos que contenian
especificamente la modificacion con FB; de ahi la importancia de purificar péptidos y no
proteinas. El grafico de barras de la Figura 39 muestra el promedio del porcentaje de
péptidos y espectros modificados en ¥ {irp £ DE. En concordancia con lo previamente
reportado, la Tyr es el aminoacido modificado con mayor frecuéiicien promedio, el

98.9% * 0.7 de todos los espectros asignados a péptidos modificados con FB
correspondieron a modificaciones en Tyr (96.7% + 0.7 de péptidos modificados),
mientras que solo el 1.1% + 0.2 de los espectros estaban modificados en residuos de Trp
(3.3% % 0.2 de péptidos modificados).
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Figura 39: Andlisis de los péptidos modificados con FB. Se evaluaron 3 réplicas biologicas y 2
réplicas técnicas de la cepa C.glu_apex2-ftsZ; y las mismas se marcat@nda con FB y un

corto pulso de bD.. Los datos se procesaron en PatternLab for Proteomics V. A partir de los
péptidos y espectros modificados con FB, se calcul6 el porcentaje de los que smErondifi

Tyry en Trp. En Tyr, se modificaron con FB 96.7% + 0.7 péptidos que corresponden al 98.9% +
0.7 de los espectros. En Trp, se modificaron con FB 3.3% + 0.2 péptidos lo que represéita el 1.1
+ 0.2 del total de espectros modificados. Se muestra el promedio + DE.

Posteriormente, se analizaron los espectros de fragmentacién de los péptidos que
contenian Tyr modificada con FB. EI espectro MS/MS de estos péptidos mostrd
sistematicamente la presencia de dos iones diagndsticos intensos: m/z=480.19 (i6
imonio de FB-Tyr-NH3) y m/z=497.22 (ibn imonio de FB-Tyr) ademas del i6n
dehidrobiotina (m/z=227.08). Las estructuras quimicas de los iones diagné<tie®s

muestran en la Figura 40.
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Chemical Formula: CIDH1AN202S
Exact Mass {m/2)
227.08487

a0 = V-FI-NEE

4573 = Y- FI

Figura 40: A) Estructuras quimicas de los iones diagnéstieos/z=497.22 (ion imonio de FB-

Tyr) y de m/z=227.08 (ion dehidrobiotina). El ibn de m/z 480.19 corresponde al i6n ideonio
FB-Tyr-NH3. Adaptada de Udeshi y cols. 2047 B) Espectro de masa representativo de un
péptido presente en la proteina SepF, que contiene residuos de Tyr modificados con FB. Se
muestra la presencia de los 2 iones diagndsticos mas intensos.
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Para calcular la distribucion relativa de los tres iones diagndsticos en nuestro conjunto de
datos, se seleccionaron los péptidos y espectros detectados con la modificacion
+361.1460 Da y que contenian al menos uno de los iones diagndsticos, aceptando un error
de 20 ppm. Se calcul6 el porcentaje de espectros con los iones diagndésticos respecto al
total de modificados (+361.1460 Da) para cada réplica y luego se determiné el promedio.

El porcentaje de espectros modificados que presentaban los diferentes iones fue del 5.71%
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para m/z=227.08, 81.01% para m/z 497.22 y 87.01% para m/z 480.19 (Tabla 8). Por lo
tanto, para disminuir las identificaciones de falsos positivos y seleccionar las asignaciones
correctas, ademéas de identificar automéaticamente los escaneos asignados a la
modificacion de FB (+361.1460 Da), se seleccionaron los que contienen también
cualquiera de los dos iones diagndsticos mas intensos en los espectros MS/MS (m/z
480.19 0 m/z 497.22).

Tabla 8: Distribucidn relativa de los iones diagndsticos

lones diagndsticos % Espectros
480.19 Tyr-FB-NH3 87.01
497.22 Tyr-FB 81.01
227.08 Dehidrobiotina 5.71

La confirmacion de los péptidos y espectros etiguetados con FB que contienen iones
diagndsticos en su espectro de MS/MS, es una tarea laboriosa y requirié una validacion
manual, la cual puede dar lugar a errores y limitar la reproducibilidad. Teniendo en cuenta
esto, en colaboracion con el Dr Marlon dos Santos, desarrollamos un nuevo modulo en el
programa de analisis PatternLab V que permite automatizar la deteccidon de espectros
modificados que contienen los iones diagnostf¢dsEste nuevo médulo, denominado
APEX, mejora esta metodologia porque incorpora un sistema automatizado en la etapa
de validacién. Inicialmente se realiza la busqueda en bases de datos, donde se incluye la
modificacion variable de residuos de Tyr por FB (+361.1460 Da) y se filtran los
resultados con una estricta Tasa de Descubrimientos Falsos (FDR) del 1%.
Posteriormente, se usa el médulo APEX para filtrar los espectros que contienen los iones
diagnosticos, lo que permite validar la modificacion de los péptidos y de las proteinas que
los contienen. A partir de estos resultados, se realizan los analisis de SC y/o XIC a través
de los médulos estadisticos VD y T-fold como se describié anteriormente, pero
enfocandose ahora solamente en péptidos modificados. Esta herramienta bioinforméatica
no solo fue util en el marco de nuestro proyecto, sino que permitira mejorar los analisis
de grandes datos prote6micos en experimentos de marcado por proximidad, dando mayor

robustez a los resultados obtenidos a partir de esta metodologia. Por tanto, recientemente
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publicamos la descripcion de este nuevo médulo APEX, junto con un protocolo para su

uso?"°.

6.2 ldentificacion de proteinas vecinas de FtsZ en C. glutamicum

Una vez optimizada la metodologia de marcado por proximidad y la estrategia
bioinforméatica para el analisis de datos, se procedié a identificar proteinas ubicadas en
las cercanias de FtsZ en las células vivas. Para ello, se realizé el marcado en presencia
de FB y HO2en la cepa C.glu_apex2-ftsZ y la cepa control C.glu_apex2, utilizando 3
réplicas biologicas y 2 réplicas técnicas para cada condicion. El uso de la cepa que
solamente expresa la peroxidasa APEX2 es de vital importancia no sélo para resnover la
proteinas retenidas inespecificamente en la cromatografia de afinidad y aquellas
enddégenamente biotiniladas, sino también para sustraer proteinas que se marcan con FB
en forma inespecifica (proteinas ribosomales durante la sintesis de APEX, proteinas
citosdlicas abundantes, etc). Luego, se digirieron las proteinas obtenidas de cada cepay
los péptidos biotinilados se enriguecieron mediante cromatografia de afinidad y se

analizaron en un nandC-MS/MS.

El andlisis se realiz6 considerando la modificacion con FB (+361.1460 Da) en los
residuos de Tyr y utilizando el nuevo mddulo APEX del software Patternlab V para
realizar las comparaciones de péptidos y espectros modificados que presentaron al menos
uno de los 2 iones diagndsticos mas intensos de dicha modificacion en los espectros
MS/MS: m/z=480.19 y m/z=497.22. En la FigurasElmuestra la distribucion de los
péptidos modificados con FB, y cuantos de esos péptidos contienen al menos uno de los

2 iones diagnésticos, para cada una de las réplicas.
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Figura 41: Andlisis de los péptidos modificados con FB en las cepas C.glu-apex2dtghi-

apex2. El analisis se realizé con el médulo APEX del PatternLab for proteddg us6 como
tolerancia de error en la masa de los fragmentos: 20 ppm y un umbral para la intensidad de iones
diagnésticos del 5%. Las barras azules indican la cantidad de péptidos modificaB@seron

Tyr (+361.1460 Da) identificados por busqueda en base de datos. Se identificaron 1505167 y 17
péptidos modificados con FB en cada una de las réplicas de C.glu-apex2, y, 10248310 y
péptidos en las 3 réplicas de C.glu-apex2-ftsZ. Las barras verdes indicandadcdstiestos
péptidos modificados que fueron confirmados por la presencia de al menos uno de los 2 iones
diagndésticos mas intensos de esta modificacion: m/z=480.19, m/z=497.22. En las 3 réplicas de
C.glu-apex2 se confirmaron 108, 118 y 108 péptidos y 950, 633 y 612 en las 3 réplicas de C.glu-
apex2-ftsZ.

Posteriormente, para la identificacion de las proteinas vecinas de FtsZ, se realiz6 un
andlisis cuantitativo libre de marca basado en el conteo de espectros para comparar lo
péptidos y proteinas recuperadas a partir de las cepas C.glu_apexZ-itpd apex2.

Se utilizé el modulo VD para identificar los péptidos y proteinas que solo se detectan
marcados en la cepa C.glu_apex2-ftsZ. Como se ve en la Figura 42A, se identificaron un
total de 619 péptidos modificados con FB y confirmados con los iones diagnésticos.
Como es de esperar, la mayoria de estos péptidos sélo se detectan en la cepa C.glu_apex2-
ftsZ (472), mientras que los restantes 147 péptidos se detectaron en ambas cepas. No se
detectan péptidos modificados con FB exclusivos de la situacion control. Se consideraron
los péptidos detectados en 3 y 2 réplicas, y el nimero de espectros con el que se detecta
cada péptido oscilan entre 3 a 82 (Tabla Suplementaria 3).

Para el analisis comparativo de los niveles de estos 147 péptidos modificados comunes

en ambas cepas, se usoO el mdédulo T-fold. Como se ve en la Figura 42B y en la Tabla
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Suplementaria 4, se encontr0 que solo 46 de estos péptidos estan aumentados
significativamente en una de las dos condiciones, y 22 de ellos especificamente en la cepa
C.glu_apex2-ftsZ. Estos 22 péptidos tienen una tasa de cambio entre 1.3 y 13.
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Figura 42: Andlisis protedmico cuantitativo y comparativo de los péptidos identificados con la
modificacion de FB (+361.1460 Da) y confirmados con al menos uno de los iones diagnostico
(m/z=480.19 y m/z=497.22), en la cepa C.glu_apex2-ftsZ y la cepa control C.glu_apex2
utilizando nanoL.C-MS/MS. Se analizaron 3 réplicas biol6gicas y 2 inyecciones técnicas por
réplica bioldégica. EnA) se muestran los péptidos detectados exclusivamente en la cepa
C.glu_apex2-ftsZ (472) y en la cepa C.glu_apex2 (0) mediante el andlisis del méaltilstiest
VD (p<0.05). Se identificaron un total de 619 péptidos en la cepa C.glu_apey2ttgZen la
cepa C.glu_apex2 (Tabla Suplementaria 3)Bise representan los péptidos identificados en
ambas cepas (cada péptido se representa con un circulo), y en azul se marcangaguellos
muestran una diferencia estadistica en sus niveles, mediante el anaisisidiel T-Fold. Para
el analisis del conteo de espectros se tomaron en cuenta los péptidos presentes ertalanenos
las 6 réplicas biolégicas consideradas (F-stringency: 0.08; L-stringencyal@@p ajustado <
0.05). En el gréfico de volcan se representa el Log2 (valor p) en el ejeL¥gleftasa de cambio)
en el eje X. Se detectaron 46 péptidos con niveles estadisticamente diferdréeambas
condiciones (la informacion de cada una se muestra en la Tabla Suplementaria 4). Los puntos
grises representan péptidos que no presentan cambios estadisticamente significativos.

Para definir la lista final de vecinos de FtsZ, se infirieron las proteinas a partir de los
péptidos modificados. Se consideré una proteina como exclusiva de una condicion
cuando todos sus péptidos modificados fueron solamente detectados en esa condicién y
se cumplen los parametros estadisticos. Las proteinas sobrerrepresentadas seran aquellas
para las cuales se identificaron péptidos modificados en ambas condiciones, pero con
niveles estadisticamente diferentes entre condiciones. Como muestra la Figura 43Ay en
la Tabla Suplementaria 5, se identificaron un total de 292 proteinas en las cepas
C.glu_apex2-ftsZ C.glu_apex2. De ellas, 198 se detectaron exclusivamente en la cepa
C.glu_apex2-ftsZ, mientras que en la cepa C.glu_apex2 no se detecté ninguna proteina

exclusiva, y 94 restantes aparecen en ambas condiciones. La distribucion de los espectros
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por proteina fue variable, con algunas proteinas representadas por tan solo 3 espectros,
mientras que otras alcanzaron hasta 447 espectros. Estas diferencias pueden deberse a la

abundancia relativa de las proteinas, pero también a su cercania a la proteina FtsZ en la
célula.

El andlisis estadistico de las proteinas comunes a ambas cepas, usando el médulo T-fold,
mostro que, de las 94 proteinas, 28 de ellas estan enriquecidas, estadisticamente, en una
de las dos condiciones, y 13 de ellas especificamente en la cepa C.glu_apex2-ftsZ. De
estas 13 proteinas, 10 tienen una tasa de cambio mayor a 2 (Figura 43B y Tabla

Suplementaria 6) y por tanto se incluyen en la lista de vecinos de FtsZ.
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Figura 43: Analisis proteGmico cuantitativo y comparativo de las proteinas identificagast{r

del andlisis de péptidos) con la modificacién de FB (+361.1460 Da) y confirmados con uno de
los iones diagndsticos, en las cepas C.glu_apex3HB8hlu_apex2. Se analizaron 3 réplicas
biol6gicas y 2 inyecciones técnicas por réplica biolégica.AEree muestran las proteinas
detectadas exclusivamente en la cepa C.glu_apexZ4&Z) y en la cepa C.glu_apex2 (0)
mediante el andlisis del médulo estadistico VD (p<0.05). Se identificaron 292 woteina
modificadas en total (Tabla Suplementaria 3)BfEse representan las proteinas modificadas con

FB en ambas cepas. Para el analisis cuantitativo se realizo el conteo de espratide en

cuenta las proteinas presentes en al menos 4 de las 6 réplicas biologicas caasi{@erad
stringency: 0.01; L-stringency: 0.4, valor p ajustado < 0.05). En el grafico dewalcapresenta

el Log2 (valor p) en el eje Y y el Log2 (tasa de cambio) en el eje X. Losspaatdes
corresponden a las 28 proteinas con niveles estadisticamente diferentes entre ambas sondicione
(la informacién de cada una se muestra en la Tabla Suplementaria 4). Los puntos grises
representan proteinas que no presentan cambios estadisticamente significativos.

Teniendo en cuenta, tanto las proteinas presentes exclusivamente en C.glu_apex2-ftsZ
como las que estan aumentadas estadisticamente, se identificaron un total de 211
proteinas que representan posibles vecinos de FtsZ en células vivas. Como era de
esperarse, APEX2-FtsZ fue una de las proteinas mas marcadas en nuestro conjunto de

datos, con 161 espectros modificados asignados a su secuencia y una alta tasa de cambio.
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En la lista de proteinas obtenidas de forma exclusiva en la cepa C.glu_apex2-ftsZ, se
encontré que la proteina identificada con mayor nUmero de espectros, presente en las 3
réplicas biologicas evaluadas, es la proteina de membrana SepF (447 espectros). SepF es
una proteina conocida del divisoma y, hasta ahora, la Unica proteina de anclaje de FtsZ a
la membrana en C. glutamicum. También recuperamos a Wag31, la proteina de andamiaje
del elongasoma en Mycobacteriales y a la proteina recientemente reportada por nuestro
grupo como integrante del divisoma e interactor de FtsZ; Glp (Mo¥A1a presencia

de estas proteinas, que se sabe que forman parte del divisoma y se localizan en el septo,
en nuestra lista de vecinos de FtsZ, valida nuestra estrategia experimental y refuerza la

relevancia del resto de las proteinas identificadas.

Cabe destacar que la lista de vecinos de FtsZ contiene un nimero importante de proteinas
hipotéticas y/o no caracterizadas, muchas de ellas proteinas de membrana, las cuales
representan posibles nuevos miembros del divisoma de los Mycobacteriales. Una de las
principales lagunas en nuestro conocimiento actual es como el anillo Z de este grupo de
bacterias se ancla en la membrana ya que con la clara excepcion de SepF, las proteinas
gue son responsables de este anclaje en los bacilos modelo no estan codificadas en el
genoma de los Mycobacteria$-2 Por lo tanto, se seleccionaron las siete proteinas

de membrana hipotéticas en esta lista de vecinos de FtsZ para su posterior validacion

como componentes del divisoma (Tabja 9

Tabla 9: Proteinas de division celular y proteinas hipotéticas de membrana adelatsficomo
vecinos de FtsZ

Numero de | Namero de NGmero
S . Identificador | espectros péptidos
Descripcién de las proteinas | Gen ; i o de
uniprot modificados | modificados réplicas
con FB con FB P
Proteina de divisién celular Sej sepF Q8NNN6 447 17 3
Molybdopterin
molybdenumtransferase (Glp) Cgl0883| QBNSO3 26 3 3
Proteina de sintesis de la pare(
celular Wag31 Cgl2150| Q8NNN8 43 1 3
Proteina de membrana hipotéti| Cgl1266| Q8NR01 51 3 3
Proteina de membrana hipotétil Cgl0298| Q8NTK9 18 1 3
Proteina de membrana hipotétil Cgl2210| Q8NNI9 13 1 3
Proteina de membrana hipotéti| Cgl2198 | Q8NNKO 9 1 3
Proteina de membrana hipotéti| Cgl2839| Q8NLU7 7 1 3
Proteina de membrana hipotéti| Cgl2374| Q8NN39 6 1 2
Proteina de membrana hipotéti| Cgl2990| Q8NLF2 5 1 2
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De estas 7 proteinas, 6 estan conservadas en las Mycobacteriales, lo cual sugiere que
puedan estar desempefando el mismo rol en el proceso de divisién celular (Figura

Suplementaria 1, analisis realizado por Daniela Megrian).

En la Figura 45 se muestra la estructura y topologia predicha para cada una de las 7
proteinas, y se indican los residuos de Tyr modificados experimentalmente durante el
marcado por proximidad. Como se puede ver, todos estos residuos modificados se
encuentran efectivamente en los dominios citosdlicos de las proteinas, lo que refuerza la

posibilidad que la modificacién encontrada se deba a su cercania con FtsZ.
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Figura 45: Estructura y topologia de las 7 proteinas seleccionadas a validar como componentes
del divisoma. Las estructuras de las proteinas se obtuvieron mediante AlphaFold. Laaagologi
las mismas se predijo a través del algoritmo DeepTMHMM

(https://services.healthtech.dtu.dk/services/DeepTMHMM-1.08s residuos modificados
identificados experimentalmente se indican con una flecha.

6.3 Validacion de la localizacion subcelular de las proteinas candidatdgcalizacion

en el septo

Para evaluar si estas 7 proteinas hipotéticas de membrana podrian representar nuevos

componentes del divisoma, se estudié su localizacién subcelular.

Los 7 candidatos seleccionados se sobreexpresaron en C. glutamicum y se fugaionaron

la proteina verde fluorescente mNeon, con el objetivo de evaluar su localizacién
subcelular por microscopia confocal de fluorescencia. Estos experimentos y andlisis se
hicieron en colaboracion con la Dra Jessica 8lassEn la Figura 46A se muestra una
imagen representativa de cada cepa y como se puede ver, para todos los candidatos, la
intensidad del fluor6foro mNeon se acumula y localiza en el septo. Sin embargo, dado
gue estos candidatos son proteinas de membrana y en el septo se forma una doble
membrana, quisimos corroborar que ese aumento de la intensidad estéa relacionado con su

localizacion especifica en el septo y no a una distribucién a lo largo de toda la membrana.
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Con este objetivo, se uso también la tincion con Rojo Nilo, que se une a la membrana,

como control para normalizar y confirmar la localizacion (Figura 46B).

En la Figura 46C se muestra la superposicion de ambos fluoréforos.
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Figura 46: Imagenes representativas de microscopia de fluorescencia con mNeon y Rojo Nilo,
gue muestran que las 7 proteinas seleccionadas se localizan en el septo. Estas smagenes
obtuvieron por microscopia confocal. Barras de escalaude $e muestran las células con los

2 fluoréforos usados: mNeon, Rojo Nilo y la superposicion de ambos fluoréforos.
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Para confirmar de manera estadistica esta localizacién subcelular de las proteinas
candidatas, se obtuvo la intensidad de fluorescencia del septo y los polos en
aproximadamente 300 células con el programa Imaje J. Para este analisis, se comparo el
cociente de la intensidad de fluorescencia del septo y la intensidad promedio de los polos
del mNeon con la del Rojo Nilo. En la Figura 47A se muestra un ejemplo con una célula

de cOmo se realiz6 este andlisis.

En la Figura 47B se muestra el cociente de la intensidad de fluorescencia del septo y la
intensidad promedio de los polos del mNeon y del Rojo Nilo para todas las cepas a través
de graficos de cajas. El analisis estadistico se muestra con los valores de Cohen’s d. Como
se ve, la relacion de intensidad septo/polos es mayor y estadisticamente significativa para
el mNeon en las cepas que sobreexpresan las 7 proteinas candidatas. Este resultado
confirma la localizacién de estas proteinas en el septo, y junto con su identificacion
consistente como vecinos de FtsZ, nos permite postular que representan nuevos

integrantes del divisoma de los Mycobacteriales.
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Figura 47: A) Gréfico de intensidad de fluorescencia en funcién de la distancia (um) para una
célula representativa. El grafico muestra la sefial de mNeon (veRdg) Nilo (rojo); los puntos
destacados corresponden a la localizacion en los polos y en el septo de la céluta, icolica

en el esquema inferioB) Graficos de cajas mostrando el cociente de la intensidad de
fluorescencia del septo y los polos para las cepas expresando las 7 proteinas candidatas. El verde
corresponde al cociente de Intensidades de mNeon y el rojo de Rojo Nilo. Lacaimpéfi
indicada corresponde a los valores de Cohen’s d, donde se comparo6 la intensidad cenftisores

de ambos fluéroforos: Cgl1266 (***, d = 1.40), Cgl2198 (****, d = 2.17), Cgl029&i(*,0.53),
Cgl2374 (***, d = 1.46), Cgl2839 (**, d = 0.88), Cgl2990 (**, d = 0.99) y Cgl2210 (***, d =
1.56). Para estos analisis estadisticos se contaron: 315 células para la Cgl12él6)&8 para

la Cgl2198, 349 células para la Cgl0298, 301 células para la Cgl2374, 315 células para |
Cgl2839, 306 células para la Cgl2990 y 301 células para la Cgl2210.
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6.4 Exploracién del rol de la fosforilacion de proteinas en el ensamblaje del divisoma

de C. glutamicum

Diversas evidencias apuntan a que la fosforilacion de proteinas podria jugar un papel
importante en la division celular y el ensamblaje del divisoma, en este grupo de bacterias
De hecho, la proteina FtsZ esta fosforilada en los Mycobacteriales como lo muestran
varios estudios fosfoprotedmicés+1’® Ademas, estudios in vitro corroboran que FtsZ

es sustrato de varias Ser/Thr quinasas de proteinas, incluida PknA, que se ha postulado
como la principal quinasa responsable de la fosforilacion de FtsZ de acuerdo a evidencias
in vivo e in vitro 1% Con el objetivo de evaluar si la ausencia de PknA modifica la
composicion del divisoma, se transformo una cepa de C. glutardicupara PknA con

el plasmido correspondiente a la cepa C.glu_apex2-ftsZ. A esta cepa la denominamos

C.glu_4pkna_apex2-ftsZ.
6.4.1 APEX2_FtsZ se expresa correctamente en la cealu_Apkna_apex2-ftsZ

Para explorar el entorno proteémico de FtsZ en esta cepa deficiente de PknA,
primeramente, se hicieron varios controles, como ya se mostro para la cepa C.glu_apex2-
ftsZ. Uno de ellos, es evaluar la correcta expresion de esta construccion. Se cultivo la cepa
C.glu_dpkna_apex2-ftsZ con 0.05% de gluconato, concentracion seleccionada y usada
para el experimento en el cual se identificaron las proteinas vecinas de FtsZ en C.
glutamicum. Ademas, como controles de este experimento, se cultivd tambiéa la cep
control C.glu_apex2 con 0.01% y 0.05% de gluconato y la cepa C.glu_apex2-ftsZ con
0.05% de gluconato.

En la Figura 48 se muestehwestern blot para comprobar la expresion de las proteinas
APEX2-FtsZ y APEX2 en las cepas evaluadas. Tanto la cepa @pgha apex2-ftsZ

como la cepa control C.glu_apex2-ftsZ, tienen una Unica banda con un PM de
aproximadamente 77 kDa, y la otra cepa control C.glu_apex2 con 0.01% y 0.05% de
gluconato, también presentan una banda principal de aproximadamente 30 kDa, como es
de esperar en todos los casos. Ademas, se puede ver, que la banda correspondiente a la
cepa C.glu_apex2 con 0.05% de gluconato es mucho mas intensa, respecto a las otras
bandas, y este resultado refuerza la seleccion de la concentracion 0.01% de gluconato

para esta cepa control.
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Figura 48: Andlisis de la expresion de las proteinas APEX2-FtsZ y APEX2 por westeérn b
usando un mAb anti-FLAG. Los extractos de proteinas de todas las cepas se separaron en una
electroforesis unidimensional en geles de poliacrilamida al 12% y cargandpd20puoteinas

por carril. Posteriormente, se realizd la transferencia a una membrantodelulbsa. La
membrana fue incubada con el anticuerpo anti-FLAG a una dilucién de 1/5000, seguida de una
incubacién con un anticuerpo secundario anti-lgG de ratén conjugado con peroxidasa, diluido
1/10000. El revelado se hizo usando el sustrato quimioluminiscente (Kit Supmr\Wigst Pico
Chemiluminiscent Substrate, Thermo) y la imagen fue capturada utilizando ¢lo equi
automatizado ImageQuant 800 (Amersham). A la izquierda se indican los pesos moleculares del
marcador utilizado (Thermo). Los resultados indican que las cepas expresan de maneara efect
las proteinas APEX2_FtsZ y APEX2

6.4.2 APEX2 es activa en la cep@glu_Apkna_apex2-ftsZ

Por otro lado, se evalu6 si APEX2 es activa en la cepa Quftna_apex2-ftsZ. En este

caso, se procedio directamente a detectar su actividad a través de la deteccion de proteinas
biotiniladas por western blot utilizando estreptavidina conjugada con peroxidasa,
posterior a la incubacién con FB y-.®b. Se utiliz6 el mismo procedimiento ya
estandarizado en los acépites anteriores y la misma concentracién seleccionada para la

cepaC.glu_apex2-fts£0.05% de gluconato).

En la Figura 49, se muestra el resultado que corrobora la actividad de APEX2 en esta

cepa.
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Figura 49: Evaluacion de la actividad de APEX2 en la cepa C ghkna_apex2-ftsZ por western

blot. La actividad de APEX2 en la cepa C.ghipkna_apex2-ftsZ se evalud utilizando extractos

de proteinas de dos réplicas, las cuales fueron separadas mediante electrofordsis aan g
poliacrilamida al 12%. Se aplicaron 20 pg de proteinas en cada carril y se procausfeaitias

a una membrana de nitrocelulosa. Posteriormente, la membrana se incubé con upaulgcuer
estreptavidina conjugado con peroxidasa, diluido 1/10000. La deteccién se llevd a cabo usand
el sustrato quimioluminiscente SuperSignal West Pico (Thermo), y las imagesres f
capturadas con el sistema automatizado ImageQuant 800 (Amersham). A la izquierda se indican
los pesos moleculares del marcador utilizado (Thermo). Este resultado conficmaeleta
actividad de APEX2 en la cepa C.ghtpkna_apex2-ftsZ.

6.4.3 Morfologia celular de la cepaC.glu_Apkna_apex2-ftsZ por microscopia

confocal

La morfologia celular de la cepa C.gipkna_apex2-ftsZ, utilizando 0.05% de
gluconato, se evalu6é por microscopia confocal y se us6 Rojo Nilo como sonda

fluorescente que se une a la membrana.

Como se puede ver en la Figura 50, las células son alargadas y presentan multiples septos,
a diferencia de lo que observamos con la cepa C.glu_apex2-ftsZ, que, con la misma
concentracion de gluconato, presenta una morfologia de células mas cortas y
mayoritariamente monoseptadas (Figura 30 del acapite 6.1.1). Este resultado apunta a que
en ausencia de PknA las bacterias son menos tolerantes a niveles aumentados de FtsZ. Es
posible postular que estas células multiseptadas y largas presentan un defecto en las etapas
finales de la division y/o generan septos disfuncionales, y esto se podria ver reflejado en

una composicién alterada del divisoma.
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Figura 50: Imagen representativa obtenida por microscopia confocal de fluorescencia de la cepa
C.glu_dpkna_apex2-ftsZ, utilizando 0.05% de gluconato y el fluoréforo Rojo NilaaBade
escalade 3y 5 um.

6.4.4 Analisis protedmico comparativo de los niveles de FtsZ en las cepas C.glu_

Apkna_apex2-fisZ y C.glu_apex2-ftsZ

Reportes previos, asi como resultados obtenidos en esta tesis, mostraron que niveles
aumentados de FtsZ generan alteraciones morfoldgicas similares a las observadas en la
cepa C.gludpkna_apex2-ftsZ, de manera dependiente de los niveles de expresion. Sin
embargo, usando la cepa que expresa PknA y la misma concentracion de gluconato no se
observé el mismo fenotipo. Para descartar que el morfotipo multiseptado observado en la
cepa C.gludpkna_apex2-ftsZ se deba a que los niveles de FtsZ no son comparables con
la cepa C.glu_apex2-ftsZ se realiz6 un andlisis protedmico por LC-MS/MS, comparando

3 réplicas bioldgicas de las cepas C.ghkna_apex2-ftsZ C.glu_apex2-ftsZ con los
mismos niveles de induccion (gluconato 0.05%). Como se observa en la Tabla 10, no se
detectaron diferencias estadisticamente significativas en los niveles de FtsZ en ambas
cepas. Este resultado sugiere que el fenotipo de células multiseptadas observado para
C.glu_4pkna_apex2-ftsZ por microscopia confocal no se debe a diferencias en los niveles
de sobreexpresion de FtsZ; lo que nos permite postular que estas diferencias estan

asociadas a diferencias en la fosforilacién de proteinas.

Tabla 10: Niveles de FtsZ en las cep@glu_Apkna_apex2-ftsZy C.glu_apex2-ftsZ

Condiciones Tasa de cambio Valor p
C.glu_apex2-ftsZ (0.05% gluconato) y 1.16 0.29316
C.glu_dpkna_apex2-fts£0.05% gluconato)

* L a tasa de cambio corresponde al valor de (C.glu_apexZftgid/ Apkna_apex2-ftsZ). No hay cambios
estadisticamente significativos en los niveles de FtsZ entre ambas cepas.
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6.4.5 Evaluacion del entorno protedmico de FtsZ en la cepa C.glu deficiente en PknA

Para evaluar como podria estar afectada la composicion del divisoma en ausencia de
PknA, se realiz6 el marcado por proximidad en la cepa Cigkma_apex2-ftsZy la cepa
C.glu_apex2-ftsZ (como control) usando 0.05% de gluconato como inductor. Se usaron 5
réplicas bioldgicas de cada condicion. El analisis de los péptidos modificados con FB se
realizo utilizando el médulo APEX del Patternlab V, considerando la modificacion con

FB en residuos de Tyr y que presentasen al menos uno de los dos iones diagndsticos mas
intensos. La distribucion de los péptidos modificados con FB y con los iones diagndsticos

para todas las réplicas ensayadas se muestra en la Figura 51.
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Figura 51: Identificacién de péptidos modificados con FB e iones diagndsticos en 5géjdica

las cepas C.gluipkna_apex2-ftsZ C.glu_apex2-ftsZ. El andlisis fue realizado con el médulo
APEX de PatternLab for Proteomics, utilizando una tolerancia al error de fragde80 ppm

y un umbral de intensidad de los iones del 5%. Las barras azules indican la cantiddel total
péptidos modificados con FB, identificados por busqueda en bases de datos, considerando un
incremento de masa de 361.1460 Da. Por su parte, las barras verdes representan el subgrupo de
estos péptidos identificados que presentan uno de los dos iones diagndésticos @s ynten
especificos para esta modificacion: m/z = 480.19 y m/z 2293 su espectro de fragmentacion.

Se modificaron 799, 1128, 588, 575 y 571 péptidos en C.glu_apex2-ftsZ, de los cuales se
confirmaron 783, 1109, 575, 559 y 561. En C.glpkna_apex2-ftsZ se modificaron 315, 441,

590, 425y 442, y fueron confirmados 307, 428, 580, 413 y 430.

100



Luego, se procedio, a realizar el analisis protedbmico cuantitativo de los péptidos y
proteinas correspondientes, usando SC y comparando las cepas/gkrgu apex2-ftsZ

y C.glu_apex2-ftsZ. En la Figura 52A se muestra el andlisis utilizando el modulo VD, que
permitié identificar cuales péptidos modificados con FB y confirmados con los iones
diagndsticos fueron detectados exclusivamente en cada una de las cepas. Después de
aplicar un filtro de probabilidad < 0.05, se detectaron 219 péptidos exclusivos en la cepa
C.glu_apex2-ftsZy 16 en la ce@alu_dpkna_apex2-ftsZ, mientras 709 son comunes en
ambas. En la Tabla Suplementaria 7 se muestran estos resultados y vemos que los
péptidos exclusivos detectados para C.glu_apex2-ftsZ se identificaron con un niamero de
espectros entre 2 y 33, presentes en 2, 3, 4 y 5 réplicas. La sobrerrepresentacion de los
709 péptidos comunes en ambas cepas se analizé por el médulo T-fold. En la Bgura 52

y la Tabla Suplementaria 8, se ve que solo 87 de estos péptidos estan aumentados en una
de las dos cepas, y especificamente sélo 23 de ellos en la cepa C.glu_apex2-ftsZ, con una

tasa de cambio entre 1.6 y 4.5.
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Figura 52: Andlisis cuantitativo comparativo de los péptidos identificados con la maiiffica

de FB (+361.1460 Da) y confirmados con al menos uno de los iones diagnésticos (m/z=480.19
(i6n imonio de la TyFB-NH3) y m/z=497.22 (i6bn imonio de Tyr-FB)), en las cepas
C.glu_dpkna_apex2-ftsZ y la cepa C.glu_apex2-ftsZ, utilizando h&MS/MS. Se analizaron

5 réplicas bioldgicas. La validacion de los péptidos marcados se llevé a cabo con e ARl

de PatternLab for Proteomics. Bj se muestra el nUmero de péptidos exclusivos para cada cepa
utilizando el andlisis estadistico del modulo VD (p < 0.05). Se identificaron 928 pégidis

cepa C.glu_apex2-ftsZy 725 en la cepa C gihkna_apex2-ftsZ (Tabla Suplementaria 7) Bgn

se presentan los péptidos comunes a ambas cepas. El andlisis por conteo de edpesires se

los péptidos presentes en al menos 4 réplicas biolégicas, con los siguitaries:d--stringency

= 0.11; L-stringency = 0.4, y un valor p ajustado < 0.05. En el grafico de volcéje ¥l
representa el Log2 (valor p) y el eje X el Log2 (tasa de cambio). Los puntos azwlaes iosli87
péptidos con diferencias estadisticamente significativas entre las condiciones, cayacidfor
detallada se muestra en la Tabla Suplementaria 8. Los puntos grises corresponden a péptidos si
cambios estadisticamente significativos en sus niveles entre ambas condiciones.
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También se realizé un analisis similar con las proteinas inferidas a partir de los péptidos
modificados. Como se observa en la Figura 53A y en la Tabla Suplementaria 9, 47
proteinas modificadas con FB que se detectaron exclusivamente enCagtepapex2-

ftsZ, mientras que en la cepa C.glpkna_apex2-ftsZ solo se detectaron 3 proteinas
exclusivas, y 347 proteinas fueron comunes a ambas condiciones. Las 47 proteinas
exclusivamente detectadas en C.glu_apex2-ftsZ se identificaron con un total de 232
espectros, con una distribucion variable: algunas proteinas estuvieron representadas por
s6lo 2 espectros, mientras que otras alcanzaron 14 espectros. Algunas de estas proteinas
exclusivas se detectaron sélo en 2 de las 5 réplicas, mientras que otras se detectaron en
todas las réplicas. El andlisis estadistico de las proteinas comunes en ambas cepas,
realizado con el moédulo T-fold, revel6 que, de las 347 proteinas, 37 estan
significativamente enriquecidas en una de las dos condiciones, siendo 25 de ellas
especificas de la cepa C.glu_apex2-ftsZ. De estas 25 proteinas, 10 presentaron una tasa

de cambio superior a 2 (Figura 53B y Tabla Suplementaria 10).

A B
ol apex d-fiag Cgln dpkrao_apex2sfivd 1
11+ "
aa—— i
. 1] " i
R :l-'l -l #
= i
s P L
g 2 T
-|= 4 ; i
7 E L .g.'u;.Jp.ﬂ:rw_
g Sl it aprw -find
Tnal: 397 pirodeines £ N - d T " T ;
.l e 2afinds 394 praleinas 7 il i
Cply_ gty apendyftnis 35 proieinas bug? [ Tasa de cnmbia)

Figura 53: Andlisis cuantitativo comparativo de las proteinas identificadas (a paréinéidis

de péptidos) con la modificacién de FB (+361.1460 Da) y confirmados con uno de los iones
diagndsticos en las cepas C.glpkna_apex2-ftsZ y la cepa C.glu_apex2-ftsZ. Se analizaron 5
réplicas biolégicas EA) Diagramas de Venn mostrando que hay 47 proteinas exclusivamente
detectada®n la cepa C.glu_apex2-ftsZ y éh la cepa C.gludpkna_apex2-ftsZ (p<0.05). Se
identificaron 394 proteinas marcadas en la cepa C.glu_apex2-ftsZ y 350 en la cepa
C.glu_dpkna_apex2-ftsZ (Tabla Suplementaria 9).HJrserepresentan las proteinas marcadas
comunes a ambas cepas. El andlisis de conteo de espectros se basoé en los péptidos presentes en al
menos 4 réplicas bioldgicas, con los siguientes criterios: F-stringenéy A 6stringency = 0.4,

y un valor p ajustado < 0.05. En el grafico de volcan, el eje Y represemg2e{\alor p) y el eje

X el Log2 (tasa de cambio). Los puntos azules indican las 37 proteinas con diferencias
estadisticamente significativas entre las condiciones, cuya informacion detellfadastra en la
Tabla Suplementaria 10. Los puntos grises corresponden a proteinas sin cambiosasieutisti
relevantes.
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Con este analisis, se identificaron un total de 72 proteinas detectadas como vecinas de
FtsZ en la cepa C.glu_apex2-ftsZ, que no se detectan o estan subrrepresentadas cuando
analiza la cepa deficiente en PknA. Este resultado apunta a un rol importante de la
fosforilacion por PknA en el reclutamiento de proteinas de division celular a las cercanias
de FtsZ. Esta lista incluye dos de las proteinas hipotéticas de membrana identificadas
previamente como vecinas de FtsZ y caracterizadas en este trabajo: Cgl2210 y Cgl2839
(Tabla 1). Este resultado sugiere que la fosforilacion por PknA es necesaria para que
estas proteinas sean reclutadas al septo. Nuestros datos confirman que la fosforilacion por
PknA tiene un impacto en la composicion del divisoma, y aporta informacién preliminar

a nivel molecular de cudles serian los cambios que estarian ocurriendo en las condiciones
analizadas.

Tabla 11: Proteinas hipotéticas de membrana identificadas como vecinas de FtsZ soélo en
presencia de PknA

Descripcién de las Numero de | NiUmero de | NUmero de
proteinas Identificador 1 | Identificador 2 | espectros | péptidos réplicas
Proteina de membrana

hipotética Cgl2210 Q8NNI9 13 1 4
Proteina de membrana

hipotética Cgl2839 Q8NLU7 7 3 3
Proteina de membrana

hipotética Cgl2883 Q8NLQ6 6 1 2
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7. DISCUSION Y CONCLUSIONES

FtsZ es la proteina central del divisoma bacteriano, y la responsable de la formacion del
anillo Z y el reclutamiento de las proteinas que conforman el divisoma y constituyen la
maquinaria funcional de la division celular. Muchos componentes del divisoma han sido
caracterizados en los bacilos modelo E. gdd. subtilis. Sin embargo, el orden de los
Mycobacteriales, carece de homdlogos para muchas de estas proteinas, y aun se
desconocen cuales son los integrantes del divisoma que cumplen las funciones de estos
componentes faltantes. En este trabajo nos propusimos contribuir a la identificacion de
nuevos integrantes del divisoma de los Mycobacteriales. Para ello, se desarroll6 una
estrategia protedmica basada en la biotinilacién por proximidad en células vivas usando
la enzima APEX2 y utilizando a C. glutamicum como organismo modelo para este orden

de bacterias.

La eleccién de esta metodologia se basé en que las estrategias clasicas, basadas en
purificacion por afinidad acoplada a MS, tienen algunas limitaciones importantes que no
las hacen aplicables al problema en estudio. Por un lado, la estrategia clasica no permite
identificar interacciones labiles o transitorias, las cuales se pierden al diluir y lisar las
bacterias. Ademas, muchas veces llevan a la identificacion de falsos positivos ya que la
lisis celular promueve la interaccion entre proteinas que no estaban en contacto dentro de
la célula. También, estas estrategias utilizan condiciones durante la lisis y purificacion
que permiten conservar las interacciones, lo que frecuentemente resulta en una baja
recuperacion de proteinas de membrFahaA nivel del andlisis, dada la alta sensibilidad

de la técnica, las estrategias basadas erMB&Pidentifican numerosas proteinas
inespecificamente unidas a la columna, y estas proteinas que no son de interés tienden a
dominar muchos de los interactomas publicaéld€’¢ Por tanto, para abordar la
identificacién de integrantes del divisoma, y en particular de las proteinas que anclan el
anillo a la membrana, es necesario recurrir a aproximaciones que permitan marcar
proteinas vecinas en la célula viva, lo que nos permite sobreponernos a estas limitaciones

y a su vez identificar interactores fisiologicamente relevantes.

El desarrollo y optimizaciéon de la estrategia de marcado por proximidad en C.
glutamicum para la identificacion de vecinos de FtsZ fue una parte central de este trabajo,

asi como la inclusion de numerosos controles que nos permitieran afirmar la relevancia
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fisiologica de los vecinos de FtsZ identificados. Ademas, el método desarrollado, incluyo
caracteristicas distintivas que no suelen encontrarse en muchos de los estudios reportados
en la bibliografia. En primer lugar, nuestro método se basé en la purificacién de péptidos
biotinilados en lugar de proteinas biotiniladas. En la mayoria de los estudios publicados
luego del marcado, se purifican las proteinas biotiniladas, las cuales luego se digieren y
se identifican, mayoritariamente a partir de sus péptidos nativos. En nuestra estrategia,
luego del marcado, se digieren las proteinas y se purifican los péptidos biotinilados, o
gue permite diferenciar entre proteinas endégenamente biotiniladas de las marcadas con
FB, y confirmar que efectivamente el péptido esta modificado y no resulta del pegado
inespecifico a la matriz de afinidad. Ademés, ofrece una ventaja adicional, aporta
informacion topologica, dado que la localizacién del sitio biotinilado revela qué regién

de la proteina estuvo realmente en proximidad al cebo. Existen métodos reportados que
se basan en el analisis de péptidos, como BioSITe y DIDBIT, que han demostrado estas
ventajas frente a la purificacion clasica a nivel de proteififS? Nuestro trabajo
constituye una validacion independiente en un sistema bacteriano con caracteristicas
particulares, y aporta evidencia adicional de que la purificacién de péptidos es capaz de
recuperar interactores que de otro modo se pierden. En efecto, durante las primeras etapas
de este trabajo se realiz6 también una purificacién de proteinas biotiniladas y se obtuvo
una lista de interactores que se solapa parcialmente con la derivada de péptidos
(resultados no mostrados). Sin embargo, observamos que en la lista de proteinas se
pierden interactores reales, en especial, asociados a membranas. Esta observacion es
consistente con lo reportado en el estado del arte, ya que demuestra con datos
experimentales propios, que la purificacion de péptidos no solo incrementa la
especificidad y la resolucion espacial, sino que constituye una estrategia mas robusta,

sensible y confiable para la identificacién de interactores en contextos biologicos.

Un segundo aspecto a destacar fue la aplicacion de un filtro de confianza adicional basado
en la deteccion de iones diagnosticos, caracteristicos de péptidos modificados con FB.
Aunque la literatura ha descrito la presencia de estos iones diagnoésticos especificos de
esta modificaciort’?27> los protocolos de referencia de las estrategias de marcado por

proximidad (APEX2) no los incluyen como un paso estrictamente necesario, por lo que

su aplicacion no es todavia sistematica en los estudios de marcado por proximidad
publicados. También, los articulos que lo han aplicado sefialan que aun es necesario

avanzar en el desarrollo de herramientas computacionales que integren estas firmas de
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iones, con el objetivo de facilitar una deteccion automatizada y precisa de péptidos
marcados con biotinZ>. Es de destacar, que, precisamente, en el marco de esta tesis se
generd una herramienta informatica para automatizar la detecciéon de dichos iones. El
analisis manual para verificar los péptidos biotinilados no es un proceso sencillo, es
proclive a errores y limita la reproducibilidad, sin mencionar que, muchas veces es incluso
inviable debido a la cantidad de datos que deben ser analizados. Durante las etapas de
optimizacién realizamos una validacibn manual de los espectros asignados a péptidos
modificados con FB condtndo que, si bien la mayoria incluia los iones diagnosticos,
otros no lo hacian, lo que llevd al desarrollo de una herramienta que permitiera
automatizar el proceso y excluir falsos positivos. El nuevo médulo APEXcorporado

en el software PatternLab V, ofrece una solucién que agiliza considerablemente este
analisis, que no solo facilita su implementacion en futuros estudios interactomicos en esta
linea de investigacion, sino que amplia su aplicabilidad a otros sistemas bioldgicos y

usuarios de la estrategia de marcado por proximidad, ya que es de libre disponibilidad.

También, se realiz6 un ajuste fino de los niveles de expresion de APEX en las cepas en
estudio, algo que no se incluye usualmente en los estudios de marcado por proximidad,
pero que resultd importante en nuestro sistema. Un control/blanco bien disefiado no solo
permite sustraer péptidos que se unen inespecificamente a la matriz o que se biotinilan de
forma endogena, sino que también debe permitir sustraer péptidos modificados con FB
en la célula pero que no estan relacionados al proceso que estamos estudiando. Este
marcado inespecifico puede ocurrir durante procesos celulares comunes a todas las
proteinas, como su sintesis, plegarten degradacion. Por ejemplo, es esperable que
proteinas ribosomales o asociadas a sistemas de degradacion aparezcan biotiniladas en
todos los proteomas de proximidad. Si bien, existen algunos estudios como el de Jiang y
col. 2025?7¢, en el que se igualan los niveles de expresion de TurbolD entre controles y
cebos, este control es poco utilizado y validado en los protocolos estandar. En nuestro
caso, el uso de niveles mas bajos de inductor para generar niveles equivalentes de
actividad APEX (corroborados por andlisis de su capacidad de biotinilar proteinas y los
niveles de proteinas tanto por ensayos proteémicos como de western blots) fue

extremadamente Gtil para no perder interactores relevantes.
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Otro control importante y poco frecuente es la validacion experimental de que no se
produce marcado de proteinas después de la lisis celular, lo cual es importante para

asegurar que los resultados representan la protedmica espacial in vivo.

En conjunto, la estrategia que desarrollamos representa un avance metodoldgico
significativo para el estudio de complejos multiproteicos en bacterias del orden
Mycobacteriales. El uso combinado de la purificacion de péptidos biotinilados, la
identificacion de los iones diagndsticos como criterio de validacion adicional, el ajuste
riguroso de los controles de expresion y la confirmacion de la ausencia de marcado post-
lisis, confiere a nuestro método, un nivel de robustez y precisién superior al utilizado
frecuentemente en estas metodologias. Esta aproximacién no solo incrementa la
especificidad en la deteccion de interactores, particularmente aquellos asociados a
membranas o con interacciones transitorias, sino que también aporta informacion
topolégica relevante acerca de las superficies expuestas a APEX en las proteinas
interactoras. Esta informacion es util para comenzar a comprender la organizacion
estructural del divisoma. De este modo, nuestro método se consolida como una
herramienta sensible, confiable y versatil, capaz de superar las limitaciones de la
interactdmica convencional y de ampliar las posibilidades de exploracién de redes
proteicas en sistemas bioldgicos.

Un control que si se usa frecuentemente en los ensayos de marcado por proximidad, y
gue en nuestro caso no pudimos completar, es la corroboracion de la correcta localizacién
subcelular de la construccion que incluye a APEX2. Una estrategia posible seria emplear
la técnica basada en la actividad de APEX2 con diaminobencidina (BABh la cual

las células fijadas se incuban con DAB 3Oz generando un precipitado insoluble que

se deposita en el sitio de la proteina fusionada a APEX2. Este precipitado, tras su
tratamiento con tetréxido de osmio, se vuelve electrodenso y puede observarse con alta
resolucién en cortes ultrafinos por microscopia electronica de transmision, revelando la
localizacion de la proteina de interés en estructuras como el septo o los polos celulares
254 Sj bien nos planteamos realizar esta aproximacion, no fue tan facil la implementacion
0 el acceso a la instrumentacion necesaria. Como alternativa, generamos una cepa que
expresa FtsZ fusionada a mNeon para evaluar bajo las mismas condiciones, su
localizacion en el septo por microscopia confocal, lo cual seria otra aproximacién para

demostrar su localizacion. Aun cuando no se ha completado este analisis, la lista de
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interactores con conocida ubicacion septal, las validaciones subsiguientes y la
confirmacién de que las proteinas hipotéticas de membrana seleccionadas efectivamente,
localizan en el septo, permiten concluir con confianza que la construccion se acumula en

el septo, aun sin contar todavia con la prueba subcelular definitiva.

La optimizacion de la estrategia APEX con controles exhaustivos permitié, en una
segunda etapa, identificar un conjunto confiable de proteinas candidatas a interactuar con
FtsZ en la célula viva. En esta lista emergen varias proteinas con funciones ya
caracterizadas, lo cual constituye una validacion sélida a nuestro enfoque. Es relevante,
que la proteina SepF se ubique entre los principales candidatos. En C. glutamicum, esta
proteina se ha descrito como esencial para la division celular, ya que junto con FtsZ son
responsables de la formacion de un anillo Z funcional anclado en la membrana. Estudios
estructurales identificaron un bolsillo de unién a FtsZ que define al homodimero de SepF
como unidad activa. La interaccion con filamentos de FtsZ y con membranas lipidicas
regula de manera opuesta la polimerizacion de SepF, confiriéndole un papel dindmico en
el agrupamiento de filamentos, el anclaje del anillo a la membrana y la remodelacion de
la bicapa durante la formacién del septd En conjunto, estos hallazgos sustentan un
modelo en el que SepF coordina la organizacién y activaciéon del anillo Z, funcionando

como punto de control en las etapas iniciales de la constriccién celular.

En nuestra lista también se identificaron Glp y Wag31, dos proteinas centrales en la
coordinacién entre divisoma y elongasoma en Mycobacteriales. Nuestro grupo de trabajo
identifico recientemente a Glp como un nuevo integrante del divisoma y confirmé su
interaccion directa con FtsZ in vitro. Por tanto, su identificacion en nuestra lista de
vecinos de FtsZ resulta un control positivo que refuerza la lista de interactores. Mientras
gue Glp interacciona con FtsZ, su receptor de membrana GIpR interacciona con Wag31.
La interaccion entre Glp y GIpR entonces funciona como un puente entre las proteinas
centrales de division y elongacién celular a nivel del septo. Este sistema controlaria la
acumulacion de Wag31 en el septo para evitar la formacion prematura de polos y asegurar
su liberacion una vez completada la citociné¥isLa presencia de estas proteinas en
nuestros resultados no solo valida experimentalmente la estrategia APEX, sino que
ademas aporta evidencia de la capacidad del método para detectar componentes claves y

dindmicamente regulados de la maquinaria de division celular.
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Un aspecto particularmente importante de nuestros resultados es la aparicion de varias
proteinas hipotéticas de membrana entre los candidatos identificados y los cuales
seleccionamos para validar. La importancia de estas proteinas radica en que, a diferencia
de factores bien caracterizados como SepF, Glp o Wag31, sobre ellas no existe
practicamente informacion funcional, lo que abre la posibilidad de descubrir
componentes hasta ahora desconocidos de la maquinaria de division o elongacion en C.
glutamicum. Ademéas, como mencionamos anteriormente, las proteinas que anclan el
anillo Z a la membrana en las bacterias modelo, con la clara excepcion de SepF, no estan
presentes en los Mycobacteriales. Por lo tanto, nuestra hipétesis es que alguna de estos
vecinos de FtsZ podria representar un nuevo componente del divisoma con un rol

importante es su estabilizacion e interaccion con la membrana.

Teniendo en cuenta lo antes mencionado, se seleccionaron las 7 proteinas hipotéticas de
membrana presentes en la lista de posibles interactores de FtsZ para su validacién. Cabe
destacar que 6 de ellas estan conservadas en Mycobacteriales, a excepcion de la proteina
Cgl2990, lo que es interesante ya que podrian representar integrantes de una maquinaria
de division celular central y conservada en estas bacterias. Las proteinas Cgl2198,
Cgl2210 y Cgl2374 tienen una distribucion muy similar a Glp y GIpR; mientras que las
proteinas Cgl0298, Cgl1266 y Cgl2839 parecen tener varios paralogos en los genomas de
Actinobacterias, es decir, copias de un mismo gen originadas por duplicacién. Esta
paralogia, si bien pudiera aportar una complejidad para definir la funcion especifica de
cada una, también ofrece la oportunidad de explorar posibles procesos de diversificacién

funcional.

Por otro lado, el hecho de que los residuos de Tyr modificados se localicen en los
dominios citosolicos de las proteinas concuerda con la hipoétesis de que interactian
directamente con FtsZ u otros componentes citoplasmaticos del divisoma, ya que los
bucles extracelulares no serian accesibles a este tipo de interacciones. La prediccion
estructural mediante AlphaFold, complementada con la topologia generada por
DeepTMHMM, muestra que todas ellas poseen segmentos transmembrana que las anclan
a la bicapa lipidica, dejando expuestas regiones citosodlicas donde se ubican los sitios
modificados. Este patrén, junto con su conservacion en Mycobacteriales, refuerza la

posibilidad de que estas proteinas funcionen como nuevos factores de anclaje o regulaciéon
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del divisoma, actuando desde la membrana como plataformas de interaccion para FtsZ y

otras proteinas de la maquinaria de division.

Los analisis de imagenes por microscopia confocal validaron estas proteinas como
proteinas que se localizan en el septo y con esto su posible participacién en la maquinaria

de division celular.

En trabajos futuros, nos proponemos realizar experimentos adicionales para
complementar estos resultados y validar la interaccion de estas proteinas con FtsZ. Una
estrategia posible es la co-inmunoprecipitacion a partir de las cepas que expresan las
proteinas candidatas fusionadas a mNeon, utilizando anticuerpos anti-mNeon. Los
complejos recuperados se analizaran por Western blot con anticuerpos anti-mNeon, anti-
FtsZ y otros especificos y poC-MS/MS. Como controles se incluirdn las cepas que
expresan mNeon-Glp como control positivo (su interaccion directa con FtsZ fue reportada
por nuestro grupd®) y la que expresa mNeon como control negativo. Este enfoque
permitiria confirmar la interaccion directa o indirecta entre FtsZ y las proteinas candidatas

en las células.

Otra estrategia complementaria que consideramos es la aplicacion de XL in vitro, también
para corroborar las interacciones entre las proteinas candidatas y FtsZ, pero en este caso
interacciones directas. Para ello, usaremos las proteinas candidatas purificadas a partir de
sus etiquetas en las cepas que las sobreexpresan y FtsZ purificada de la cepa C.glu_apex2-
ftsZ y las incubaremos in vitro en presencia de agentes entrecruzantes. El posterior
analisis por MS permitira identificar la interaccion directa y los sitios de interaccion a
través de la asignacion de las secuencias entrecruzadas. Para aquellos candidatos
validados en los pasogepios seria importante caracterizar su interaccion con FtsZ
mediante ensayos biofisicos y estructurales como realizamos anteriormente para Glp y
GIpR %8 En particular, se podria confirmar la interaccién y evaluar su afinidad mediante
interferometria de bicapa usando proteinas recombinantes, y analizar la estructura de los

complejos mediante cristalografia de rayos X.

Los resultados obtenidos en esta tesis sugieren que las proteinas de membrana estudiadas
son muy probablemente nuevos integrantes del divisoma de C. glutamicum y se
necesitaran trabajos futuros para poder establecer su posible rol funcional. Inicialmente

especulamos que su sobreexpresion en C. glutamicum pudiese resultar en algan cambio
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fenotipico que estuviese asociado a la division celular. Sin embargo, no encontramos
grandes cambios en la morfologia de las cepas que sobreexpresaban cada uno de estos
candidatos. De todas formas, si estas proteinas cumpliesen un rol fundamental en el
anclaje del anillo como hipotetizamos seria esperable encontrar cambios importantes
cuando se depletan y no cuando se sobreexpresan las mismas. En este sentido, tenemos
en curso la generacion de cepas KO para algunas de estas proteinas de membrana, lo que
pensamos que podria aportar informacion relevante sobre su rol funcional. En estas cepas
evaluaremos el crecimiento y la division celular, la correcta formacion del anillo y la
composicidon protedmica del vecindario de FtsZ como formas de aproximarnos a su rol

funcional.

Uno de los aspectos distintivos de la division celular en los Mycobacteriales es la
participacion de las quinasas de proteinas en Ser y Thr en su regulacion. Si bien existen
multiples evidencias que demuestran que la fosforilacion de proteinas mediada por estas
quinasas, cumple un rol importante en este proceso, el mecanismo molecular involucrado
es aun poco comprendid®. Se ha demostrado que niveles alterados de dos quinasas
conservadas, PknA y PknB, generan un fenotipo compatible con defectos en la sintesis
de pared y division celular tanto en micobacterias como corinebadtéfids Ademas,
muchas de las proteinas claves de la division celular se han identificado como fosforiladas
in vivo. En particular la proteina central del divisoma, FtsZ puede ser fosforilada in vitro
por las quinasas PknA, PknB y Pkhf% Se identificaron cuatro fosforesiduos que se
ubican en regiones claves de la proteina. Uno de ellos se ubica en la regién @ unién
hidrélisis de GTP en el dominio GTPasa (Thr108), mientras que otro de los residuos
fosforilados se ubica en la interfase de oligomerizacion (Thr63). Finalmente, dos sitios
de fosforilacion se ubican en la region C-terminal de la proteina que cumple un rol
fundamental en el reclutamiento de integrantes del divisdfhéSe ha demostrado
ademas que PknA es la principal quinasa que fosforila FtsZ in'¥Mwp que esta
fosforilacion tiene consecuencias funcionales, ya que modifica tanto la actividad GTPasa

como la capacidad de polimerizar de F&Z

En este contexto, nos planteamos investigar el efecto de PknA sobre la composicion del
divisoma. Para ello, realizamos los experimentos de marcado por proximidad en una cepa
deficiente en PknA. Nuestros resultados indican que la ausencia de PknA afecta el entorno

protedmico de FtsZ con una lista de vecinos detectados en la cepa nativa que no pudieron
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detectarse proximos a FtsZ en la cepa KO para pknA En particular, la fosforilacion
mediada por PknA constituiria un requisito clave para el reclutamiento al septo de varias
de las proteinas de membrana previamente identificadas y validadas como vecinas de
FtsZ en la cepa nativa, lo que resalta el papel central de esta PTM en la regldhcion
ensamblaje del divisoma en C. glutamicum. Una limitacion de esta aproximacion es que
estas enzimas suelen ser muy promiscuas y presentan una especificidad de sustratos
solapada, lo que puede atenuar el fenotipo observado. Sin embargo, el hecho de que aun
en esas condiciones se observen diferencias a nivel de los vecinos de FtsZ, refuerza la
importancia de la fosforilacion de proteinas mediadas por PknA para el correcto
ensamblaje de la maquinaria de division celular. Nos resta aun identificar los cambios en
fosfoproteinas en ambas condiciones para poder profundizar en los mecanismos que
subyacen a los cambios observados. Estos estudios fosfoproteémicos conllevan ciertas

dificultades analiticas que necesitaran ser optimizadas.

En conjunto, esta tesis aporta una herramienta metodoldgica robusta y versétil para el
estudio del divisoma en C. glutamicum, capaz de superar las limitaciones de la
interactdmica convencional y extender su aplicabilidad a bacterias del orden
Mycobacteriales. La estrategia implementada permitié generar una lista confiable de
posibles nuevos integrantes del divisoma, incluyendo varias proteinas hipotéticas de
membrana con localizacidén septal. Asimismo, se aporta evidencia molecular que vincula
la fosforilacién de proteinas con la dinamica de ensamblaje del divisoma, subrayando la
importancia de este tipo de modificaciones en la coordinacién de la division celular. De
este modo, el trabajo no s6lo contribuye al conocimiento sobre la biologia fundamental
de Mycobacteriales, sino que también sienta las bases para futuras investigaciones

orientadas a dilucidar la arquitectura molecular de la maquinaria de division celular.

Si bien el articulo con los resultados principales de esta tesis se encuentra en preparacion,
durante su desarrollo he colaborado en las siguientes publicaciones, relacionadas con el

tema central de la tesis y/o enmarcadas dentro de la misma linea general de investigacion:

1.D. M. Santos, M., C. Camillo-Andrade, Rpdriguez, A. & Duran, R. A Module for
Analyzing Interactomes via APEX-MS Integrated into PatternLab for Proteom#as. J.
Soc. Mass Spectrom35, 10551058 (2024).
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2. Martinez, M., Julienne Petit, Alejandro Leyva, Adria Sogues, Daniela Megzatia
Rodriguez, Quentin Gaday, Mathildeb Ben Assaya, Maria Magdalena Portela, Ahmed
Haouz, Adrien Ducret, Christophe Grangeasse, Pedro M. Alzari, Rosario Durdn & Anne
Marie Wehenkel. Eukaryotic-like gephyrin and cognate membrane receptor coordinate
corynebacterial cell division and polar elongatidfature Microbiol. 8, 18961910
(2023).

3. Rossello, J., Bernardina Rivera, Maximiliano Anzibar Fialho, Ingrid Augusto,
Magdalena Gil, Marina Andrea Forrellad, Fabiana Bi#yzalia Rodriguez Tafiq
Estefania Urdaniz, Mariana Piuri, Kildare Miranda, Anne Marie Wehenkel, Pedro M.
Alzari, Leonel Malacrida, Rosario Duran. FhaA plays a key role in mycobacterial polar
elongation and asymmetric growthBio 16, e0252624 (2025).
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9. ANEXOS

Tabla Suplementaria 1A Proteinas detectadas exclusivamente en la cepa C.glu_apex2-ftsZ

NGmero | Namero NUmero NUmero Numero
ID Uniprot | de total de de de de Descripcién
réplicas | espectros espectros | espectros | espectros
R1 R2 R3
Q8NSSO 3 160 53 54 53 Chaperonin GroEL 1 GN=groEL1
Q8NSE1 3 18 7 8 3 DNA helicase GN=Cgl0735
Q8NSK2 3 17 6 5 6 ABC-type transporter, periplasmic component GN=Cgl0669
Q8NPJ9 3 16 5 6 5 Lipoprotein GN=Cgl1813
Q8NQ48 3 14 4 6 4 tRNA and rRNA cytosingz5-methylases GN=Cgl1599
Q8NMF1 3 13 6 3 4 Trehalose 6-phosphate phosphatase GN=Cgl2626
Q8NTWS8 3 12 2 5 5 Glutamine 2-oxoglutarate aminotransferase large subunit GN=Cgl0184
Q8NPY9 3 12 7 3 2 Predicted iron-dependent peroxidase GN=Cgl1672
Q8NSM2 3 12 4 5 3 GANBz% 3{824?34- siderophores transport systems, periplasmic components
Q8NPK6 3 12 4 4 4 DUF2188 domain-containing protein GN=Cgl1806
Q8NPK7 3 11 4 3 4 Phage protein GN=Cgl1805
Q8NS28 2 11 7 4 ATP-dependent DNA helicase GN=Cgl0854
Q8NSY3 3 10 3 4 ABC-type transporter, duplicated ATPase component GN=Cgl0532
Q8NNY5 3 10 4 4 > t[))igsu;rl]fr?:gg ;Jat:;fl;\g gnli):/ggelszgllvzolved in molybdopterin and thiamine
Q8NQY4 3 10 6 2 2 GP,\:Sél;ig;égnal transduction protein containing cCAMP-binding and CBS der
Q59200 3 10 3 4 3 Aspartate ammonia-lyase GN=aspA
Q8NL80 3 10 3 3 4 site-specific DNA-methyltransferase (adenine-specific) GN=Cgl3069
Q8NQD1 3 9 2 3 4 Methionine synthase GN=Cgl1507
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Q8NQO8 2 9 4 5 Glycerol-3-phosphate dehydrogenase GN=Cgl1646
Q8NRG4 3 8 3 3 2 Excinuclease ATPase subunit GN=Cgl1085
Q8NSU4 3 8 3 3 2 Cyclopropane fatty acid synthase and related methyltransferases GN=Cgl05
Q8NTV2 3 8 2 3 3 ABC-type transporter, ATPase component GN=Cgl0200
Q8NSK6 3 8 3 3 2 Siderophore-interacting protein GN=Cgl0665
ABC-t Fe3+-siderophores transport system riplasmi mponent
Q8NTH1 3 7 3 > > GN:Cngfgg%eS siderophores transport systems, periplasmic components
Q8NQ58 3 7 2 2 3 Probable cell division protein WhiA GN=whiA
Q8NND1 3 7 3 3 1 Deoxyguanosinetriphosphate triphosphohydrolase-like protein GN=dgt
085175 3 7 2 2 3 Arginine repressor GN=argR
Q8NL64 2 7 3 4 tRNA nucleotidyltransferase/poly(A) polymerase GN=Cgl3085
Q8NLR7 2 7 5 2 Polyketide synthase modules and related proteins GN=Cgl2871
Q8NQG3 3 6 2 2 2 DNA alkylation repair protein GN=Cgl1472
Q8NMW4 | 3 6 2 2 2 DUF222 domain-containing protein GN=Cgl2450
Q8NTVO 3 6 3 1 2 Selenocysteine lyase GN=Cgl0202
Q8NNP5 3 6 2 2 2 L-asparaginase/archaeal Glu-tRNAGIn amidotransferase subunit D GN=Cgl
Q8NL65 3 6 2 2 2 UPFO0301 protein Cgl3084/cg3414 GN=Cgl3084
Q8NQLO 3 6 2 2 2 Sulfurtransferase GN=Cgl1424
Q8NR37 2 6 3 3 ABC-type transporter, ATPase component GN=Cgl1227
Q8NPF5 2 6 3 3 Uncharacterized protein GN=Cgl1858
Q8NSD5 2 6 4 2 Predicted glycosyltransferases GN=Cgl0741
Q8NQBO > 6 > 4 GPI\Ie:rg;irgzlcéprote|n kinase ArgK and related GTPases of G3E family
Q8NQM2 2 6 4 2 Predicted rRNA methylases GN=Cgl1412
Q8NNX7 2 6 4 2 tRNA (guanine-N(1)-)-methyltransferase GN=trmD
Q8NUC9 2 6 2 4 Transcriptional regulator GN=Cgl0010
Q8NR41 2 6 2 4 ABC-type transporter, periplasmic component GN=Cgl1223
Q8NN20 2 6 3 3 Predicted hydrolases or acyltransferases (Alpha/beta hydrolase superfamily
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GN=Cgl2393
Q8NN59 3 5 1 2 2 Phosphoglycerate mutase/fructose-2,6-bisphosphatase GN=Cgl2350
Q8NMK6 3 5 5 5 1 Gphzi((j;;:ggg;thml disulfide isomerase involved in polyketide biosynthesis
Q8NTG2 3 5 2 1 2 Protein-tyrosine-phosphatase GN=Cgl0345
Q8NPB3 2 5 2 3 Ribonuclease D GN=Cgl1901
Q8NLW7 2 5 2 3 Uncharacterized BCR GN=Cgl2819
Q8NU69 2 5 3 2 Phosphoglycerate dehydrogenase and related dehydrogenases GN=Cgl007
P40111 2 5 3 Flavin-dependent thymidylate synthase GN=thyX
Q8NSVO0 2 5 2 3 tRNA pseudouridine synthase A GN=truA
Q8NM15 2 5 2 3 Septum site-determining protein MinC GN=Cgl2767
Q8NLP5 2 4 2 2 Transcriptional regulators GN=Cgl2894
Q8NLL5 2 4 2 2 Peptide methionine sulfoxide reductase MsrA GN=msrA
Q8NTYS8 2 4 2 2 AP_endonuc_2 domain-containing protein GN=Cgl0163
Q8NTY7 2 4 2 2 Inositol 2-dehydrogenase GN=iolG
Q8NP91 2 4 3 1 Transcriptional regulator GN=Cgl1925
H7C7J9 2 4 1 3 Predicted ornithine cyclodeaminase, mu-crystallin homolog GN=Cgl1582
Q8NRP4 2 4 2 2 5-oxoprolinase subunit A GN=pxpA
Q8NLD5 2 4 2 2 Malic enzyme GN=Cgl3007
QSNNR5 5 4 5 5 Coenzyme F420—depende_nt N5,N10-methylene tetrahydromethanopterin
reductase and related flavin-dependent oxidoreductases GN=Cgl2122
Q8NNN1 2 3 2 1 UDP-N-acetylmuramoyl-tripeptideD-alanyl-D-alanine ligase GN=murF
Q8NN23 2 3 2 1 Acyl-CoA:acetate CoA transferase alpha subunit GN=Cgl2390
Q8NRJ2 2 3 2 1 VWFA domain-containing protein GN=Cgl1056
Q8NL73 > 2 1 1 GNNA:%F;IEg;Jgnone reductase and related Zn-dependent oxidoreductases
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Tabla Suplementaria 1B:Proteinas detectadas exclusivamente en la cepa C.glu

Namero | Namero NUmero Ndmero Ndmero
ID Uniprot | de total de de de de Descripcién
réplicas | espectros espectros | espectros | espectros
R1 R2 R3
Q8NRR2 3 10 3 4 3 Hypothetical membrane protein GN=Cgl0983
Q8NT32 3 9 3 4 2 Cation transport ATPases GN=Cgl0482
Q8NMS4 3 7 2 3 2 Holo-[acyl-carrier-protein] synthase GN=acpS
Q8NRS4 3 7 2 3 2 Secreted protein GN=Cgl0971
Q8NMQ1 | 2 7 4 3 ATP-dependent Clp protease adapter protein ClpS GN=clpS
Q8NRC6 3 6 2 2 2 Hypothetical membrane protein GN=Cgl1126
Q8NT63 2 6 2 4 Hypothetical membrane protein GN=Cgl0447
Q8NMS8 2 6 4 2 Amidases related to nicotinamidase GN=Cgl2487
Q8NTW1 2 6 3 3 RelB antitoxin GN=Cgl0191
Q8NLQS8 2 5 2 3 Membrane-associated phospholipid phosphatase GN=Cgl2881
Q8NT57 2 5 2 3 Probable 5-dehydro-4-deoxyglucarate dehydratase GN=Cgl0453
Q8NT46 2 5 3 2 Putative pterin-4-alpha-carbinolamine dehydratase GN=Cgl0465
Q8NSKY7 2 5 3 2 Hypothetical membrane protein GN=Cgl0663
Q8NP53 2 5 3 2 DNA translocase FtsK GN=ftsk
Q8NMQO 3 4 1 1 2 SCP domain-containing protein GN=Cgl2516
Q8NNR3 2 4 2 2 Secreted protein GN=Cgl2124
Q8NLC7 2 4 2 2 Hypothetical membrane protein GN=Cgl3015
Q8NMDO 2 4 2 2 Putative N-acetylmannosamine-6-phosphate 2-epimerase GN=nanE
Q8NNG4 2 4 2 2 Protein-tyrosine-phosphatase GN=Cgl2240
Q8NMXO0 2 4 2 2 Uncharacterized membrane-associated protein GN=Cgl2443
Q8NQ94 2 4 2 2 UPF0237 protein Cgl1544/cgl1742 GN=Cgl1544
Q8NPJO 2 4 2 2 Uncharacterized protein Cgl1822/cg2042 GN=cg2042
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Q8NLU7 2 4 2 2 Hypothetical membrane protein GN=Cgl2839

Q8NU30 2 4 2 2 Predicted hydrolases of the HAD superfamily GN=Cgl0119
Q8NS61 2 3 Cytochrome P450 GN=Cgl0818

Q8NQ16 2 3 2 Predicted membrane protein GN=Cgl1638

Q3B8NQRO 2 3 2 Ribokinase GN=rbsK

Tabla Suplementaria 2A:Proteinas sobreexpresadas en C.glu_apex2-ftsZ

ID Uniprot Tasa de ambio | Valor p Descripcién
Q8NQA9 3.15 2.95E04 Methylmalonyl-CoA mutase, N-terminal domain/subunit GN=Cgl1529
Q8NQK6 2.96 2.83E02 GTPase Der GN=der
nzyme F420- ndent N5,N10-methylen rahydromethan rinr lavin-
censs | 2es 0T | o eehormans Oy o e romethanopir reducixda
Q8NNV6 2.46 1.28E03 Ribonuclease 3 GN=rnc
Q8NMK3 2.43 1.49E04 tRNA-dihydrouridine synthase GN=Cgl2570
Q8NRX9 2.29 1.43E04 ABC-type transporter, duplicated ATPase component GN=Cgl0912
Q8NM58 2.15 2.03E02 DUF87 domain-containing protein GN=Cgl2722
Q8NQ52 2.03 5.36E03 Riboflavin biosynthesis protein RibBA GN=ribBA
Q8NR57 2.00 1.12E02 Peptide chain release factor 1 GN=prfA

Tabla Suplementaria 2B:Proteinas sobreexpresadas en C.glu

ID Uniprot Tasa de ambio | Valor p Descripcion
Q8NNK9 -2.05 2.40E03 Glucokinase GN=Cgl2185
Q8NQ93 -2.10 1.31E02 UPF0210 protein Cgl1545/cg1743 GN=Cgl1545
Q8NNG7 -2.13 2.08E02 Zn-ribbon protein, possibly nucleic acid-binding GN=Cgl2237
QB8NLN6 -2.22 1.61E02 Uncharacterized ACR, homolog of gamma-carboxymuconolactone decarboxjasi &N=Cgl2904
Q8NP73 -2.29 1.02E03 Diaminopimelate epimerase GN=dapF
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Q8NNH4 -2.30 5.16E03 Glutamine synthetase GN=Cgl2229

Q8NU64 -2.33 2.56E02 Cytosine deaminase and related metal-dependent hydrolases GN=Cgl0076

Q8NPA9 -2.91 1.83E02 Deoxyuridine 5'-triphosphate nucleotidohydrolase GN=dut

Q8NU29 -3.22 5.98E03 Carbonic anhydrases/acetyltransferases, isoleucine patch superfamily GNCgl012
Q8NLD1 -6.57 1.69E02 Dihydrolipoamide dehydrogenase/glutathione oxidoreductase and related e@yr@gl3011

Tabla Suplementaria 3:Péptidos marcados con FB detectados exclusivamente en la cepa C.glu_apex2-ftsZ

, , NUmero NUmero NUmero
Namero | Nimero de de de
Péptidos de total de ID Uniprot Descripcién
réplicas | espectros espectros | espectros | espectros
R1 R2 R3
ggf’fé'l%o]GYAPEAPAPVAP 3 82 32 27 23 Q8NNN6 | Cell division protein SepF
2-keto-4-pentenoate hydratase/2-oxohepta
Y[361.1460]IGDGETVK 3 74 30 22 22 Q8NLCO ene-1,7-dioic acid hydratase (Catechol
pathway)
SY[361.1460]QSTIVPVELHSFE L .
DAQVIGGAFR 3 65 24 21 20 Q8NNNG6 | Cell division protein SepF
ALTTVTTHDLPPTAGY[361.14
60]LEGEHIALR 3 62 35 19 8 Q8NNA7 4-alpha-glucanotransferase
IC‘;?(FVEELGSDSFLY[%LMGO] 3 61 21 20 20 Q8NMV1 | Trehalose import ATP-binding protein Sug
VLVY[361.1460]GNR 3 61 27 22 12 Q8NTC5 Formyltetrahydrofolate deformylase
AAVVEAGY[361.1460]K 3 57 23 23 11 Q8NL68 HMA domain-containing protein
NDY[361.1460]ATEHVK 3 55 28 12 15 Q8NLB9 Gentisate 1,2-dioxygenase
AFYDNLY[361.1460]PSR 3 55 22 20 13 Q8NTE7? UDP-glucose 6-dehydrogenase
APEX
Y[361.1460]AADEDAFFADYAE 3 53 21 20 12 Construcci
AHQK on
TAALPNGEGFNAATLEY[361.1 | 4 53 20 19 14 Q8NSSO | Chaperonin GroEL 1

460]GNLINDGVIDPVK
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SNAFEY[361.1460]LR 53 21 16 16 Q8NRD3 | Methyltransferase
YEGTAAY[361.1460]APEYR 52 19 19 14 Q8NNNG6 | Cell division protein SepF
LSELGFADALEGSGQGPGSGQ Construcc
GSGMTSPNNY[361.1460]LAK 3 49 19 15 15 ion
2-keto-4-pentenoate hydratase/2-oxohepta
LIEYITHIY[361.1460]PLDAGD e )
VIVTGTPGGVGHAR 3 48 22 11 15 Q8NLCO ene-1,7-dioic acid hydratase (Catechol
pathway)
VQLY[361.1460]DDEDIDR 3 45 19 17 9 Q8NR14 ATP-dependent 6-phosphofructokinase
E()QSDTY[%LMGO]YVLGDFAD 3 45 17 15 13 Q8NQW4 | Alpha-1,4 glucan phosphorylase
TAVY[361.1460]LHQR 3 44 19 13 12 Q8NPO02 Elongation factor Ts
YQLY[361.1460]FDDR 3 44 16 17 11 Q79VE6 Uncharacterized ACR
Y[361.1460]PSVTVK 3 44 20 15 9 QsNLJg | Universal stress protein UspA and related
nucleotide-binding proteins
.'?‘:(ETGY[%LMGO]LEDLWNAP 3 43 16 12 15 085176 Argininosuccinate synthase
HDVTAGDY[361.1460]R 3 42 25 15 2 Q8NU40 Lactoylglutathione lyase and related lyaseg
(\)/]\(Z;GTGIVHQVNIEY[%LMG 3 41 21 14 6 Q8NQ98 Aconitate hydratase A
STLAY[361.1460]TLGGHPR 3 41 18 12 11 Q8NQ77 ABC-type transporter, ATPase component
(Is\(/)l]_l_Alz SGGLDTTVAIPY[361.14 3 40 15 8 17 085176 Argininosuccinate synthase
VY[361.1460]TVGEALLSEPTT 3 40 18 16 6 Q8NL53 Ribosomal RNA small subunit
L methyltransferase G
ERDYGY[361.1460]APEAPAPV . .
APSPA PR 3 40 18 13 9 Q8NNNG6 | Cell division protein SepF
SEY[361.1460]ASK 3 39 14 11 14 Q8NNN8 | Cell wall synthesis protein Wag31
YGM[15.9949]ADSYDEQGNY|
361.1460 3 39 3 2 34 Q8NQR5 | Small ribosomal subunit protein bS1
JIFPEGFDAETNEWLEGFDEQR
ALLANLAEDLY[361.1460]DEE 3 38 17 9 12 P12880 Phosphoenolpyruvate carboxylase

LR
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VSEAPGY[361.1460]GQTVIEY

ATPases involved in chromosome

DPGSR 3 37 16 1 10 QB8NL54 partitioning
I(_BRGPGY[BGLMGO]TFADEFHPE 3 37 17 13 7 Q8NUAS5 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
SYADY[361.1460]VAEDIK 3 36 16 10 10 Q8NTO1 Small ribosomal subunit protein uS3
gA'ANY[SGL1460]TSSYSAEAS 3 35 13 8 14 Q79VG7 | ATP synthase subunit alpha
EY[361.1460]SSSIALGR 3 35 15 10 10 Q8NMA4 | diacetyl reductase [(S)-acetoin forming]
Y[361.1460]EGTAAYAPEYR 3 35 16 10 9 Q8NNNG6 | Cell division protein SepF
KY[361.1460]PDAK 3 35 o4 7 4 Q8NSG4 N5-carboxyaminoimidazole ribonucleotide
synthase
APEX
YAADEDAFFADY[361.1460]AE 3 34 14 10 10 Construcci
AHQK on
SY[361.1460]ADDK 3 34 18 9 7 Q8NQW4 | Alpha-1,4 glucan phosphorylase
APEX
EY[361.1460]PTVSADYQDAVE 3 33 18 9 6 Construcci
on
SSY[361.1460]SAEASR 3 33 17 11 5 Q79VG7 ATP synthase subunit alpha
EFIAGGAEVY[361.1460]R 3 33 18 11 4 Q8NQW?7 | Phosphomethylpyrimidine synthase
LGSVY[361.1460]DR 3 33 13 11 9 Q8NRO1 Hypothetical membrane protein
GY[361.1460]EQEYEETLVNPY | 3 33 17 10 6 Q8NSG8 Detergent sensitivity rescuer dtsR2
ANY[361.1460]TAADVK 3 32 15 8 Q8NP02 Elongation factor Ts
SLIHGY[361.1460]GK 3 32 17 8 Q8NQW4 | Alpha-1,4 glucan phosphorylase
AY[361.1460]SVQYHPEAAAGP .
NDASPLFDOFVELMDADAQK 3 31 8 8 15 P58893 Carbamoyl phosphate synthase small chai
LHCLPAY[361.1460]R 3 31 15 12 4 Q59283 Ornithine carbamoyltransferase
TSSY[361.1460]SAEASR 3 31 16 11 4 Q79vG7 ATP synthase subunit alpha
EIVAY[361.1460]LF 3 31 18 4 Q8NSV1 Large ribosomal subunit protein bL17
YEGTAAYAPEY[361.1460]R 3 31 15 8 Q8NNNG6 | Cell division protein SepF
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Construcc

TTGNDRDY[361.1460]R 3 30 21 8 1 i6n P94337
’F\JEE'AY[361'1460]GSTLNPDAL 3 30 13 10 7 Q8NLC1 | Uncharacterized protein
SFY[361.1460]PGAK 3 30 11 9 10 QSNMWO Energy-dependent translational throttle
protein EttA
APEX
SGFEGPWTSNPLIFDNSY[361.] .
460]FTELLSGEK 3 29 7 5 17 gr?nstrucm
TLAETTGLHPSYLEQLY[361.1 .
460]TFGK 3 29 11 10 8 Q8NRH9 | ADP-ribose pyrophosphatase
AFY[361.1460]DNLYPSR 3 29 14 7 Q8NTE7 UDP-glucose 6-dehydrogenase
GNVHGVY[361.1460]KPGNVK | 3 28 16 3 P19537 Fructose-bisphosphate aldolase
GTY[361.1460]ADCEDAAMVYV
ICAGAAQKPGETR 3 28 14 9 5 Q8NLNO L-lactate dehydrogenase
Y[361.1460]LMASFDNK 28 9 9 10 osNLJ3 | Phage shock protein A (IM30), suppresses
sigmab4-dependent transcription
DGY[361.1460]LQQVGAPR 28 13 8 7 Q8NMV1 | Trehalose import ATP-binding protein Sug
SD;(SI;(FES61.1460]APEAPAPVAP 3 28 14 7 7 Q8NNNG6 | Cell division protein SepF
¢|\_/[:SIELI<EHFGASADY[361'1460]Q 3 28 13 8 7 Q8NQ65 Transketolase
GDQGY[361.1460]GSTGK 3 27 14 7 6 Q8NpAg | Deoxyuridine 5-triphosphate
nucleotidohydrolase
LFGAPPGY[361.1460]VGYEEG ATPases with chaperone activity, ATP-
GOLTEK 3 27 12 9 6 QBNMAO | inding subunit
LLEEYY[361.1460]AR 3 26 13 6 Q8NMK4 | Acetyl-CoA hydrolase
DWITVY[361.1460]PF 3 26 9 8 Q8NPB5 | Coproheme decarboxylase
AIPGLSVLRPADANETAQAWA
AALEY[361.1460]K 3 26 9 7 10 Q8NQ65 Transketolase
hglfgi'MGO]AEADPTADVEG 3 25 12 8 5 P08499 Homoserine dehydrogenase
YSPCDIATY[361.1460]GMGLA 3 o5 12 8 5 Q8NNO1 ATP-dependent Clp protease proteolytic

ASMGQF

subunit 2
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GEHAY[361.1460]GAPQLNVDI

R 3 25 12 6 7 Q9KJU4 Histidinol-phosphate aminotransferase
DLPEDY[361.1460]KER 3 25 14 6 5 Q8NMY8 | Uncharacterized protein
EAGTHVEY[361.1460]VVEQTR| 3 24 11 7 6 P19583 Triosephosphate isomerase
ILTAEEALEYGIVDQVFDY[361 ATP-dependent Clp protease proteolytic
.1460]R 3 24 9 6 9 QBNNO2 subunit 1
IlRY LGTLGY[361.1460]VQPAAV 3 24 9 9 6 Q8NQO8 Glycerol-3-phosphate dehydrogenase
FY[361.1460]VPSEGR 3 23 12 9 2 Q8NS15 Large ribosomal subunit protein bL28
DGIMVY[361.1460]R 3 23 13 6 4 Q8NLG6 Thioredoxin
IPL\'(A‘ DSY[361.1460]FDDLPVEQR 3 23 12 9 2 Q8NS46 3-oxoacyl-(Acyl-carrier-protein) synthase
LSHY[361.1460]SK 2 23 15 8 Q8NNC6 | Glycine-tRNA ligase
GIY[361.1460]PAVNPL 3 22 10 6 6 P42464 ATP synthase subunit beta
LVGAPPGYVGY[361.1460]DQ .
GGOLTEAVR 3 22 9 9 4 P53532 Chaperone protein ClpB
GY[361.1460]GLGHNFEGR 3 22 10 6 6 Q8NNF6 Pyruvate dehydrogenase E1 component
LAAQY[361.1460]PQHTIF 3 22 10 8 4 Q8NRIO Quinolinate synthase
ATFQPSVDEFISTLEEFATGSY] : .
361.1460]LK 3 22 9 5 8 Q8NQC5 | Uncharacterized protein
VNY[361.1460]VDR 3 22 11 7 4 Q8NRCO | Shikimate 5-dehydrogenase
TTLNIGLILPDVLGTY[361.1460 Lipid 1l isoglutaminyl synthase (glutamine-
]JGDDGNALVLR 3 22 10 6 6 QBNTQ7 hydrolyzing) subunit GatD
EY[361.1460]JHNESDELVAAK 3 21 10 6 5 P19583 Triosephosphate isomerase
;{([361.1460]DNSNADQWGFET 3 21 8 4 9 Q79Vi4 O-acetyl-L-homoserine sulfhydrylase
Thiamine biosynthesis multifunctional
SY[361.1460]MAGK 3 21 12 5 4 Q8NQH1 protein ThiED
;GADFY[%LM(SO]FTVGTIED 3 21 11 7 3 Q8NT19 Elongation factor G
SYDTPPPELADDAEY[361.1460 3 21 10 6 5 QSNTAS5 2,3-bisphosphoglycerate-dependent

]SQANDPR

phosphoglycerate mutase

136




HIVEWLY[361.1460]NR 3 21 9 8 4 Q8NMF7 | Predicted hydrolases of the HAD superfam
Two-component system, response regulatg
GEGLDSPVLY[361.1460]LTAK | 3 21 8 7 6 Q8NMGS8 | consisting of a CheY-like receiver domain
and a HTH DNA-binding domain
PLLEEYY[361.1460]AR 3 21 13 4 4 Q8NMK4 | Acetyl-CoA hydrolase
ADMPY([361.1460]FR 3 21 7 8 6 OSNMX8 garbo_xymuco_nqlactone Qecarboxylase—l|ke
omain-containing protein
QAIY[361.1460]IDAHEYDLK 3 21 8 5 8 Q8NN95 cysteine-S-conjugate beta-lyase
DGHVINIGSIAGENPY[361.146 Short-chain dehydrogenases of various
0]IGGAGYNAAK 3 21 10 4 ! QBNNJS substrate specificities
VHY[361.1460]SEIQGSGFR 2 21 13 8 Q8NTX7 Probable cold shock protein A
AVDGVY[361.1460]SDDPR 3 20 10 7 3 P59004 Uridylate kinase
LY[361.1460]EHPQEK 3 20 11 5 4 Q8NNC6 | Glycine-tRNA ligase
RPVVQDPVY[361.1460]K 3 20 12 5 3 Q8NT20 Small ribosomal subunit protein uS7
XﬂbégY[%l.MGO]AGHADVVQ 3 20 10 7 3 Q8NNG64 Ankyrin repeat proteins
TKEFFGLAPYEAEHEDAYY[36 L .
1.1460]ADEPR 3 20 7 6 7 Q8NNNG6 | Cell division protein SepF
LVY[361.1460]GNR 3 20 10 6 4 Q8NTC5 Formyltetrahydrofolate deformylase
DDPEY[361.1460]APAR 3 20 11 5 4 Q8NTI4 Nucleoside-diphosphate-sugar epimerases
YVLPSFIEQSAY[361.1460]GTK| 3 19 9 9 1 Q8NNO02 g&gifge”de”t Clp protease proteolytic
QDPYY[SGLMGO]FLPTVGEMD 3 19 10 2 7 Q8NR40 1,4-alpha-glucan branching enzyme GIgB
FAGQGY[361.1460]DWLK 3 19 7 7 5 Q8NMSO0 | 3-oxoacyl-(Acyl-carrier-protein) synthase
EFFGLAPY[361.1460]EAEHED A .
AVYADEPR 3 19 7 5 7 Q8NNNG6 | Cell division protein SepF
EANSY[361.1460]GNDPHPPKG| 3 19 10 4 5 Q8NPK6 DUF2188 domain-containing protein
ILDAMDSTGADY[361.1460]AD .
SLAEATR 3 18 6 7 5 P08499 Homoserine dehydrogenase
VTSGLENILEELSPIQDY[361.1 | 3 18 10 4 4 Q8NT26 DNA-directed RNA polymerase subunit bef
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460]SGNMSLSLSEPR

VSPNILSALSPNADENHDFFSG

Ribonucleoside-diphosphate reductase

SGSSY[361.1460]VIGK 3 18 8 4 6 Q79VDE | o\ bunit beta
Q8NM9Y/
GY[361.1460]AEGK 3 18 7 8 3 Q8NP31
;AI‘E'AF‘QY[BGLMGO]AGHADVVQAL 3 18 9 4 5 Q8NNG64 Ankyrin repeat proteins
SAEPY[361.1460]GR 18 10 7 Q8NQ65 | Transketolase
FDY[361.1460]LDVAIPF 18 9 Q8NS46 3-oxoacyl-(Acyl-carrier-protein) synthase
LSELGFADALEGSGQGPGSGQ Construce
GSGM[15.9949]TSPNNY[361.14 3 17 9 2 6 i6n
60]LAK
ALEDLGPVY[361.1460]SR 3 17 4 7 6 Q79VvI4 O-acetyl-L-homoserine sulfhydrylase
IYNPHGQNY[361.1460]VPVDH 3 17 5 4 8 Q8NNF6 Pyruvate dehydrogenase E1 component
DLMLSYR
AASILEADY[361.1460]GVR 3 17 7 6 4 Q8NNF6 Pyruvate dehydrogenase E1 component
TY[361.1460]QTALGTVR 3 17 7 6 4 Q8NR40 1,4-alpha-glucan branching enzyme GlgB
GYLSPY[361.1460]FINDNDTQ .
QAVLDNPAVL 3 17 8 5 4 Q8NSSO Chaperonin GroEL 1
Y[361.1460]ADALGAQELTONT Phage shock protein A (IM30), suppresses
VSDR 3 7 8 4 5 Q8NLJ3 sigmab4-dependent transcription
Two-component system, response regulatg
::HGLTIGADDY[%LMBO]VTKP 3 17 10 5 2 Q8NMGS8 | consisting of a CheY-like receiver domain
and a HTH DNA-binding domain
DY[361.1460]TPQIGDIAPPK 3 17 9 6 2 Q8NMP2 | Ferritin
TTVTTHDLPPTAGY[361.1460]
LEGEHIALR 3 17 11 4 2 Q8NNA7 4-alpha-glucanotransferase
GDDAPTWVMAPMVATAY[36 Phosphoenolpyruvate-protein
1.1460]EAK 3 7 5 4 8 Q8NP83 phosphotransferase
Q’SZETTIVAYDPY[%LMGO]A 3 17 6 7 4 Q8NQY7 | D-3-phosphoglycerate dehydrogenase
GLY[361.1460]TSASFHSPGAIT 3 17 7 4 6 Q8NTK9 Hypothetical membrane protein

GDH
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VHY[361.1460]SEIEGNGFR 2 17 12 5 Q8NTJ9 Probable cold shock protein A
YM[15.9949]LGELY[361.1460]E )
VAPSSVHAY 3 16 8 6 2 Q8NLNO L-lactate dehydrogenase
FSY[361.1460]IGVGPGR 3 16 6 8 2 Q8NM16 | Adenylosuccinate synthetase
QDPY[%LMGO]YFLPTVGEMD 3 16 7 8 1 Q8NR40 1,4-alpha-glucan branching enzyme GlgB
KFY[361.1460]VPSEGR 3 16 4 6 6 Q8NS15 Large ribosomal subunit protein bL28
ALISVY[361.1460]DK 3 16 6 6 4 Q8NS21 Eglrjgctlonal purine biosynthesis protein
SY[361.1460]GLMEQNVYT 3 16 8 4 4 Q8NTO06 Large ribosomal subunit protein uL23
KLLPGY[361.1460]VLVR 3 16 6 5 5 H7C6D0 Transcription termination/antitermination
protein NusG
ILSALSPNADENHDFFSGSGSS Ribonucleoside-diphosphate reductase
Y[361.1460]VIGK 3 16 8 3 5 Q79VDE | ¢ hunit beta
GHTEVY[361.1460]R 3 16 7 4 5 Q79VF2 Nitrogen regulatory protein R-
TKEFFGLAPYEAEHEDAY[361. A .
1460]YADEPR 3 16 6 4 6 Q8NNNG6 | Cell division protein SepF
QADEDY[361.1460]TEEFDPSK | 3 16 7 4 5 Q8NQRS5 | Small ribosomal subunit protein bS1
LIHGY[361.1460]GK 3 16 8 4 4 Q8NQW4 | Alpha-1,4 glucan phosphorylase
DGIPATQFY[361.1460]VDDVQ .
EEYDSLKDK 3 16 6 6 4 Q8NU40 Lactoylglutathione lyase and related lyaseg
ALHEQFQLGGEDEAVVY[361. .
1460]AGTGR 3 15 9 4 2 P26512 Aspartokinase
SAIANY[361.1460]TSSY 3 15 9 4 2 Q79VG7 | ATP synthase subunit alpha
VPLDELQGY[361.1460]LAQR 3 15 7 3 5 Q8NNC6 | Glycine-tRNA ligase
IEY[361.1460]LAR 3 15 7 4 4 Q8NQ98 | Aconitate hydratase A
IEAGQGSDELY[361.1460]NDF Alpha-1,4-glucan:maltose-1-phosphate
EHGAQLFER 3 15 5 5 5 QB8NR39 maltosyltransferase
E;/SISATY[%LM(SO]QVPVDV 3 15 6 4 5 Q8NT20 Small ribosomal subunit protein uS7
}/56\8]6\1,_6\§VLDATGAVTGY[361. 3 15 8 4 3 Q8NT25 DNA-directed RNA polymerase subunit bet
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KPETINY[361.1460]R 3 15 8 3 4 Q8NT25 DNA-directed RNA polymerase subunit bef
E)/ft/l'gAGPAG'YBGl'l%O]AS 3 15 5 5 5 Q8NLWS | ferredoxin-NADP(+) reductase
VILNGEHPGY[361.1460] 3 15 5 6 4 Q8NMJO E‘;:gho”bosy'formy'g'yc'”am'd'”e cyclo-
t;AE,AéY[361.1460]AGHADVVQA 3 15 7 5 3 Q8NNG64 Ankyrin repeat proteins
Y[361.1460]FQSDVK 3 15 7 4 4 Q8NSR5 Inosine5-monophosphate dehydrogenase
EKIEEALTY[361.1460]GVIK 3 14 8 4 2 P19537 Fructose-bisphosphate aldolase
RIPVQY[361.1460]AK 3 14 7 4 3 P38376 Protein translocase subunit SecY
HCLPAY[361.1460]R 3 14 8 5 1 Q59283 Ornithine carbamoyltransferase
QNY[361.1460]JEDPNR 3 14 6 4 4 Q8NQE4 ?Ztc'&lndependent protein translocase prote
ELNIAAEGIEIGPSPQETEY[361 DNA-directed RNA polymerase subunit
.1460]IAAY 3 14 5 5 4 QBNSV2 alpha
Q{EGVHY[%L1460]LM[15'994 3 14 4 6 4 Q8NTEL1 Dihydrolipoyl dehydrogenase
TY[361.1460]HAAHK 3 14 5 3 Q8NMDS8 | rRNA methylases
AELTNLWDY[361.1460]TNTK 3 14 3 4 Q8NPA5 Inositol-1-monophosphatase
ITDALY[361.1460]DRDDALED 3 14 10 5 5 Q8NQ62 Uncharacterized BCR_, _snmulates glucose-
R P dehydrogenase activity
STSSDY[361.1460]SHALIR 3 14 6 6 2 Q8NT79 Delta-aminolevulinic acid dehydratase
2-keto-4-pentenoate hydratase/2-oxohepta
FQY[361.1460]AAPAK 2 14 2 12 Q8NLCO ene-1,7-dioic acid hydratase (Catechol
pathway)
HTPFFDNYRPQFY[361.1460] 3 13 7 3 3 P42439 Elongation factor Tu
EFQAPY[361.1460]DLVR 3 13 8 3 2 P82134 ﬁgﬁg’x""' 5*-phosphate synthase subunit
Y[361.1460]SPCDIATY 3 13 7 4 2 Q8NNO1 ?J&gifge”dem Clp protease proteolytic
ANPAMFNGVMAE Y[361.1460] 3 13 2 5 6 Q8NPO03 Ribosome-recycling factor

YGVPTPITQMSGITVPEPR
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STY[361.1460]HPK 13 8 2 Q8NST6 Large ribosomal subunit protein uL13
VKVY[361.1460]EAIVK 13 Q8NT26 DNA-directed RNA polymerase subunit bef
E APGKNDY[361.1460]ATEHV 3 13 6 3 4 Q8NLB9 Gentisate 1,2-dioxygenase
LAPLVEKY[361.1460]PSVTVK | 3 13 4 5 4 0sNLJg | Universal stress protein UspA and related
nucleotide-binding proteins
VAPGVPVY[361.1460]EIITGNG . .
EGQTPIAK 3 13 4 5 4 Q8NNI9 Hypothetical membrane protein
EFFGLAPYEAEHEDAY[361.14 A .
60]YADEPR 3 13 7 4 2 Q8NNN6 | Cell division protein SepF
AAALEY[361.1460]K 3 13 5 4 4 Q8NQ65 | Transketolase
Universal stress protein UspA and related
TSDAY[361.1460]QR 13 6 4 3 QBNQM7 nucleotide-binding proteins
kﬁéiERTTIVAY[%l'l%O]DPY 3 13 6 6 1 Q8NQY7 | D-3-phosphoglycerate dehydrogenase
GSVY[361.1460]DR 3 13 5 4 4 Q8NRO1 Hypothetical membrane protein
VLFQY[361.1460]SA 3 13 3 6 4 Q8NRZ7 | Glycosidases
VLVY[361.1460]PR 3 13 6 5 2 Q8NSO03 Molybdopterin molybdenumtransferase
PLLVSY[361.1460]LEHYSSEQ 3 13 4 4 5 QSNTFS Sugar transfera_ses mvolved in
AR lipopolysaccharide synthesis
LAELGISLPSVAAPVAAY[361. L
1460]VPAIQTGNQVW 3 13 8 1 4 Q8NTM4 | Translation initiation inhibitor
1-(5-phosphoribosyl)-5¢5-
SY[361.1460]GTPLESALK 3 12 4 2 6 068602 phosphoribosylamino)methylideneamino]
imidazole-4-carboxamide isomerase
Q\T/EGNVHGVY[B’M'MGO]KPG 3 12 5 4 3 P19537 Fructose-bisphosphate aldolase
LFY[361.1460]EGR 3 12 5 4 3 P42463 Acetolactate synthase large subunit
FTGLPGSY[361.1460]VPLTDT .
VDAFER 3 12 3 4 5 P42464 ATP synthase subunit beta
GIY[361.1460]PAVNPLTST 3 12 4 4 4 P42464 ATP synthase subunit beta
GVISY[361.1460]SAR 3 12 8 1 3 Q46078 Pyruvate kinase
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GTM[15.9949]Y[361.1460]DPSS

VE 3 12 4 4 4 Q6M6E7 Fructose-1,6-bisphosphatase class 2
LOQEYSVVDY[361.1460]TTAT 3 12 4 4 4 Q6M6E7 Fructose-1,6-bisphosphatase class 2
GTMY[361.1460]DPSSVFY 3 12 4 4 4 Q6M6E7 Fructose-1,6-bisphosphatase class 2
NLPIY[361.1460]QSTAF 3 12 4 4 4 Q79VI4 O-acetyl-L-homoserine sulfhydrylase
Uncharacterized membrane protein
AGSSHTIEPEIY[361.1460]R 3 12 6 5 1 Q8NP09 Cgl2017/cg2211
LIGY[361.1460]EIK 3 12 5 3 4 Q8NQ19 | Aspartate-tRNA(Asp/Asn) ligase
LVGSY[361.1460]IDGR 3 12 4 4 4 Q8NQ22 | Alanine-tRNA ligase
CAALLIDGTPVGY[361.1460]A . . .
GELHPOQILEK 3 12 4 4 4 Q8NQN6 | PhenylalaninetRNA ligase beta subunit
Y[361.1460]LWSETNFVR 3 12 4 4 4 Q8NR39 | Alpha-l.4-glucan:maltose-1-phosphate
maltosyltransferase
AKQDY[361.1460]LDK 3 12 4 5 3 Q8NRC3 2-oxoglutarate dehydrogenase E1/E2
component
WY[361.1460]VIDATDVVLGR 3 12 6 1 5 Q8NST6 Large ribosomal subunit protein uL13
GVGGEVLAY[361.1460]VW 3 12 3 5 4 Q8NSX8 | Small ribosomal subunit protein uS8
1Y[361.1460]TVIR 3 12 4 4 4 Q8NSZ9 Large ribosomal subunit protein uL29
Y[361.1460]JAPQAASEPVAK 3 12 4 4 4 Q8NTO02 Large ribosomal subunit protein uL22
YFNDTY[361.1460]EGLPTDGY
AAWLEK 3 12 4 5 3 Q8NLQ1 UDP-galactopyranose mutase
Y[361.1460]YSPDEAR 3 12 5 4 3 Q8NLQ1 UDP-galactopyranose mutase
AFAGQGY[361.1460]DWLK 3 12 4 4 4 Q8NMSO0 | 3-oxoacyl-(Acyl-carrier-protein) synthase
Y[361.1460]JAGHADVVQALIER | 3 12 8 2 2 Q8NN64 Ankyrin repeat proteins
ASDVEEY[361.1460]MR 3 12 6 3 3 Q8NQ80 Aromatic ring hydroxylating enzyme
IGSSTHTIDPSASFYPY[361.146 3 12 6 5 1 08NQ95 Prt_adlcted nucleoside-diphosphate-sugar
0JAESK epimerases
SY[361.1460]JADDKSVLEELR 3 12 3 5 4 Q8NQW4 | Alpha-1,4 glucan phosphorylase
IRPQMAVQY[361.1460]LAIDP 3 12 5 4 3 Q8NTZ7 Predicted metalloendopeptidase

HSPAEFR
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DVTAGDY[361.1460]R 3 12 2 4 6 Q8NU40 Lactoylglutathione lyase and related lyaseg
(L;éQKEVEY[%l'MGO]DDDSITV 2 12 6 6 Q01651 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogena
gG?ﬁXgO?SQYJPHTEFEGSVY[ 3 11 5 3 3 P42439 Elongation factor Tu
]ﬁ\\;gé[ggféggNAY[%l'Meo 3 11 6 2 3 P58998 Uracil phosphoribosyltransferase

E‘PISII [361.1460]DNSNADQWGF 3 11 3 4 4 Q79Vi4 O-acetyl-L-homoserine sulfhydrylase
YFVTPDAAY[361.1460]JHGLK 3 11 4 2 5 Q79Vi4 O-acetyl-L-homoserine sulfhydrylase
VESALDY[361.1460]K 3 11 8 2 1 Q8NM16 | Adenylosuccinate synthetase
Y[361.1460]GLADIAR 3 11 6 3 2 Q8NNV6 | Ribonuclease 3
\EEELFPPYTDEVY[%L1460]SA 3 11 3 3 5 Q8NP50 Polyribonucleotide nucleotidyltransferase
EWY[%LMGO]VIDATDVVLG 3 11 4 3 4 Q8NST6 Large ribosomal subunit protein uL13
LTYIY[361.1460]GIGPAR 3 11 4 2 5 Q8NSV6 Small ribosomal subunit protein uS13
GFLAGY[361.1460]PLVNVK 3 11 6 4 1 Q8NT19 Elongation factor G
ESGD'?ZEFHDESGY[361'146O]AG 3 11 5 3 3 Q79VE3 Glutamine synthetase
ANY[361.1460]TVPGINENDAK | 3 11 7 1 3 Q8NLE3 Starvation-inducible DNA-binding protein
LVDPDY[361.1460]YI 3 11 2 4 5 Q8NMLO Serine acetyltransferase
IEl:)AI\QHAEY[361.1460]LTSLGASDI 3 11 4 3 4 Q8NMN4 gﬁpl))ezgé?‘ltj|Qgigirr:gE§?§:Sand related Zn
DY[361.1460]QEQR 3 11 5 4 2 Q8NMWS6 | Hemoglobin-like proteins
QY[361'1460]AGHADVVQALIE 3 11 4 4 3 Q8NNG64 Ankyrin repeat proteins
WFY[361.1460]DLATGK 3 11 3 4 4 Q8NNH1 | SPOR domain-containing protein
ALFSEAY[361.1460]EDPVSGIF| 3 11 4 4 3 QBNNQY mgteh;‘;:g‘;nff’mhase Il (Cobalamin-
NACDLFTGIFESSNGY[361.146 3 11 3 4 4 Q8NQ64 Transaldolase

0]DGR
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TLSGVY[361.1460]KDEVGK 3 11 4 4 3 Q8NQA9 | methylmalonyl-CoA mutase

BQSDTYY[SGLMGO]VLGDFAD 3 11 8 2 1 Q8NQW4 | Alpha-1,4 glucan phosphorylase

NDVLAANY[361.1460]PFATIE . -

PNVGLVELPDAR 3 11 4 3 4 Q8NRL6 Ribosome-binding ATPase YchF

ANTEHNY[361.1460]DASSITIL .

EGLEAVR 3 11 3 4 4 Q8NUD3 DNA gyrase subunit B

1Y[361.1460]DLQNPTAK 2 11 8 3 Q8NSJ4 Tryptophan-tRNA ligase

SGSGSSY[361.1460]VIGK > 11 7 4 Q79VD6 Rlbonl_JcIe05|de—d|phosphate reductase
subunit beta

g LPYVGTLEPHVY[361.1460]S 2 11 9 2 Q8NM82 Hypoxanthine phosphoribosyltransferase

YVSTVLY[361.1460]EDIRD 2 11 9 2 Q8NML1 | Cysteine synthase

SGGGLFTTGNDRDY|[361.1460] Construcc

R 3 10 4 ! ° i6n P94337

NWINY([361.1460]| 3 10 4 5 4 069043 Imlda;ole_glycerol phosphate synthase
subunit HisH

APGESTY[361.1460]ANLPIADF .

GETTTR 3 10 5 3 2 P08499 Homoserine dehydrogenase

SIFEIDELDY[%LMGO]GEDQEA 3 10 3 3 4 POC1E6 GTPase Ohg

AY[361.1460]LNFPNK 3 10 5 4 1 Q8NLT9 dCTP deaminase, dUMP-forming

Y[361.1460]AQAIEAEGIK 3 10 4 4 2 Q8NMZ9 | Trigger factor

FIEQSAY[361.1460]GTK 3 10 4 3 3 Q8NNO2 g&gifge”de”t Clp protease proteolytic

:\QH:AI:(RPY[%LM%]EMSSMQV 3 10 4 2 4 Q8NPO3 Ribosome-recycling factor

GIVPGLATVLVGDDPASHSY|3 . . .

61.1460]VK 3 10 4 2 4 Q8NSMO | Bifunctional protein FolD

EVIEPLEPGFGY[361.1460]TLG 3 10 4 1 5 Q8NSV2 gllr\)lﬁf;dwected RNA polymerase subunit

VWLSEDY[361.1460]VR 10 Q79VES branched-chain-amino-acid transaminase

GSY[361.1460]GFVPDLPAAAG 10 7 1 Q8NL73 enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase
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TEAVGIVDALGEGVEGLQVG
QR

Q8NLWS/
Y[361.1460]GVAPDHPR 3 10 4 4 2 QBNM28
SAQVAEY[361.1460]LEQR 3 10 5 2 3 Q8NM69 Rhodanese-related sulfurtransferases
M[15.9949]IGLAHPDYRPLLEE
YY[361.1460]AR 3 10 4 4 2 Q8NMK4 | Acetyl-CoA hydrolase
ATEY[361.1460]ENAAEAFAAQ Phage shock protein A (IM30), suppresses
LVTAEQSVEDTK 3 10 3 4 3 Q8NP60 sigmab4-dependent transcription
Y[361.1460]JANALGQAELASNS Phage shock protein A (IM30), suppresses
VEGR 3 10 6 1 3 Q8NP60 sigmab4-dependent transcription
Membrane protease subunits,
ENPY[361.1460]GN 3 10 4 4 2 QBNQAS stomatin/prohibitin homologs
GFNLY[361.1460]FHTLGR 3 10 5 4 1 Q8NQB5 | Phospholipid-binding protein
TLAETTGLHPSY[361.1460]LE .
OLYTFGK 3 10 3 3 4 Q8NRH9 | ADP-ribose pyrophosphatase
SGYQY[361.1460]JATEHAR 3 10 4 3 3 Q8NT47 1,4-dihydroxy-2-naphthoyl-CoA synthase
VDVPAIDFY[361.1460]GR 3 10 3 3 4 Q8NTI8 ﬁln'depe”de”t alcohol dehydrogenases, cla
LSENIAEKY[361.1460] 3 10 4 4 5 Q8NU08 Acetyltraqsferases (The isoleucine patch
superfamily)
él}\(/l[15.9949]Y[361.1460]AVGG 2 10 6 4 Q8NM64 | Chaperonin GroEL 2
GDY[361.1460]ITRPIK 2 10 8 2 Q8NT25 DNA-directed RNA polymerase subunit bet
VLYPNDTTY[361.1460]EGK 2 10 6 4 Q8NQW4 | Alpha-1,4 glucan phosphorylase
QSDTY[361'146O]YVLGDFADY 2 10 1 9 Q8NQW4 | Alpha-1,4 glucan phosphorylase
IPVQY[361.1460]AK 3 9 3 4 2 P38376 Protein translocase subunit SecY
QLTIPPEAAY[361.1460]GPEGS . .
GHPLSGR 3 9 4 3 2 P42458 Probable FK506-binding protein
SLEELNADIVFGIPGGAVLPVY .
DPLY[361.1460]SSTK 3 9 4 1 4 P42463 Acetolactate synthase large subunit
KEY[361.1460]GGVR 3 9 5 > > Q46072 PTS system mannose-specific EIIBCA

component

145



IYNPHGQNYVPVDHDLMLSY[

361.1460]R 3 9 4 4 1 Q8NNF6 Pyruvate dehydrogenase E1 component
EGSY[361.1460]AVLR 3 9 4 4 1 Q8NTO05 Large ribosomal subunit protein uL2
EKY[361.1460]GDDQFMEWR | 3 2 Q8NTA5 | 2:3-Disphosphoglycerate-dependent
phosphoglycerate mutase
IIQCYSGY[361.1460]ENK 3 9 1 2 6 H7C6D0 Transcription termination/antitermination
protein NusG
DLGY[361.1460]EVEER 3 9 6 2 1 Q79VES branched-chain-amino-acid transaminase
TSY[361.1460]SPIGR 3 9 6 2 1 Q8NLB9 Gentisate 1,2-dioxygenase
TMPQFLY[361.1460]AEGMVPP 3 9 4 1 4 Q8NLJ9 Universal stress protein UspA and related
QELFDDLQAEALEK nucleotide-binding proteins
FERY[361.1460]GK 3 9 4 3 2 Q8NM73 DUF4178 domain-containing protein
TIQNELFDVGADLATPIEENPK .
Y[361.1460]PPLR 3 9 6 2 1 Q8NML4 | Corrinoid adenosyltransferase
AAQGDY[361.1460]DAIIAAAD Fructose-1-phosphate kinase and related
VLVNR 3 9 ! 4 4 Q8NP81 fructose-6-phosphate kinase (PfkB)
g(VPQEIIDAYKEY[361'146O]C 3 9 2 4 3 Q8NPR5 Lsr2 family protein
PY[361.1460]GEMEGQWR 3 9 4 1 4 Q8NRP7 Sortase and related acyltransferases
EAGADVY[361.1460]R 3 9 4 3 2 Q8NSO03 Molybdopterin molybdenumtransferase
AVTGPY[361.1460]SK 3 9 3 2 4 osNs37 | 3(2).5-bisphosphonucleoside 3(2)-
phosphohydrolase
Dehydrogenases with different specificities
FNQQY[361.1460]TSAIEGALN .
TIQEALPGFEEVGSGR 3 9 3 3 3 Q8NSF7 (Related to short-chain alcohol
dehydrogenases)
SGY[361.1460]QYATEHAR 3 9 4 3 2 Q8NT47 1,4-dihydroxy-2-naphthoyl-CoA synthase
NHPY[361.1460]IICVATK 3 9 4 3 5 QSNTE4 Slycosylt_ransferases involved in cell wall
iogenesis
GYLSPY[361.1460]FINDNDTQ .
QAVLDNPAVLLVR 2 9 2 7 Q8NSSO0 Chaperonin GroEL 1
fXF[e?’Gl‘l%O]YGGCEQVD”ED 2 9 5 4 Q93PM7 Serine hydroxymethyltransferase
EFFGLAPYEAEHEDAYY[361.1| 2 9 6 3 Q8NNNG6 | Cell division protein SepF
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460]ADEPR

TKVEY[361.1460]SEIAHSFLGE

TE 2 9 4 5 Q8NRH9 | ADP-ribose pyrophosphatase
LAELGISLPSVAAPVAAY[361.
1460]VPAIQTGNQVWTSGQLP | 2 9 3 6 Q8NTM4 | Translation initiation inhibitor
FVDGQLPATGK
AETEDISEWVDY[361.1460]LK | 3 8 4 2 2 P42463 Acetolactate synthase large subunit
LVQLLIQSENAPQAVEY[361.1 .
460]QIISLW 3 8 3 2 3 Q79vG7 ATP synthase subunit alpha
Y[361.1460]QVEAK 3 8 5 2 1 Q8NLG1 Large ribosomal subunit protein bL9
KADYY[361.1460]IDVR 3 8 4 3 1 Q8NM11 | Orotate phosphoribosyltransferase
SESSQTLDPSYBGLMGO]GEP 3 8 4 3 1 Q8NQN6 | PhenylalaninetRNA ligase beta subunit
QHALY[361.1460]GK 3 8 4 3 1 Q8NSZz7 Small ribosomal subunit protein uS17
]%AIEIDDY[361'1460]M[15'9949 3 8 4 3 1 Q8NTEL1 Dihydrolipoyl dehydrogenase
Y[361.1460]QPLNELDPEVAAA .
IAGELAR 3 8 2 4 2 Q93PM7 Serine hydroxymethyltransferase
AADSDLSVHDAY[361.1460]LK | 3 8 6 1 1 Q7ovpe | Ribonucleoside-diphosphate reductase
subunit beta
Two-component system, response regulatg
SHLVHIY[361.1460]DK 3 8 4 3 1 Q8NLK7 consisting of a CheY-like receiver domain
and a HTH DNA-binding domain
IHTYDAFGY[361.1460]R 3 8 4 2 2 Q8NLZ3 Predicted amidohydrolase
Sgg(;GQSLAPTDTY[SGLMGO] 3 8 3 4 1 Q8NNKO Hypothetical membrane protein
EVFEHTGNYSTY[361.1460]R 3 8 4 2 2 Q8NNR1 | Malto-oligosyltrehalose trehalohydrolase
IYQDNQY[361.1460]K 3 8 2 3 3 Q8NPI9 Periplasmic serine proteases (ClpP class)
ILNY[361.1460]VKPDFIHVF 3 8 4 2 2 Q8NQ77 ABC-type transporter, ATPase component
FY[361.1460]GAQPPAGHAPHR| 3 8 3 1 4 Q8NQB5 | Phospholipid-binding protein
IHGY[361.1460]GK 3 8 5 2 1 Q8NQW4 | Alpha-1,4 glucan phosphorylase
EEASPY[361.1460]VADAAK 3 8 4 2 2 Q8NS51 phosphoserine transaminase
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GAPY[361.1460]SAGQVLENYP

FIR 3 8 4 2 2 Q8NSC5 DUF4259 domain-containing protein
DNLY[361.1460]PSR 3 8 4 3 1 Q8NTE7 UDP-glucose 6-dehydrogenase
Y[361.1460]GPYIER 3 8 4 2 2 Q8NTJ8 DNA topoisomerase 1
Y[361.1460]GPYLK 3 8 4 2 2 Q8NTJ8 DNA topoisomerase 1
YSLAPVAEALSDELGQY[361.1 .

460]VAL 2 8 6 2 Q01655 Phosphoglycerate kinase

: MLGELY[361.1460]EVAPSSV 2 8 6 2 Q8NLNO L-lactate dehydrogenase
AHDGENY[361.1460]LSFESR 2 8 6 2 Q8NMJI4 Ferric nitrobindin-like protein

\I;VAT'T\? Y[361.1460]PLYEGLED 2 8 6 2 Q93PM7 Serine hydroxymethyltransferase
ISI\IIEFGPIIQGENFKEY[361'1460]SS 2 8 6 2 Q8NMA4 | diacetyl reductase [(S)-acetoin forming]
LFVY[361.1460]KPPVLAK 2 8 4 4 Q8NNG9 | Exoribonucleases
LVNSGNDAY[361.1460]R 2 8 4 4 Q8NNV4 | Cell division initiation protein
Y[361.1460]NNLVR 2 8 4 4 Q8NR58 Transcription termination factor Rho
DIYELGLETGHATY[361.1460]

ETSGPTWDQFSQSK 2 8 3 5 Q8NRP7 | Sortase and related acyltransferases
GASGAVGFIY[361.1460]R 2 8 4 4 Q8NSG8 | Detergent sensitivity rescuer dtsR2
IVDGY[361.1460]GGHGIGR 2 8 6 2 Q8NSV9 Methionine aminopeptidase
FFDNYRPQFY[361.1460]FR 3 7 4 2 1 P42439 Elongation factor Tu
GGVAY[361.1460]IMK 3 7 4 2 1 P42455 2-isopropylmalate synthase
VVIFGAGMGMPY[361.1460]FS . .

TDTTAAQR 3 7 4 1 2 P59004 Uridylate kinase

LVY[361.1460]AFSER 3 7 4 1 2 Q8NR40 1,4-alpha-glucan branching enzyme GlgB
LTM[15.9949]DDY[361.1460]Q 2-oxoglutarate dehydrogenase E1/E2
GVTVSLTNPGGIGTR 3 ! 4 2 1 Q8NRC3 component

ALY[361.1460]GALSDR 3 7 4 1 2 Q8NTO8 Large ribosomal subunit protein uL4
LPGY[361.1460]VLVR 3 7 3 1 3 H7C6D0 Transcription termination/antitermination

protein NusG
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Phage shock protein A (IM30), suppresses

Y[361.1460]LM[15.9949]ASFDN
K 3 ! ! 3 3 QBNLJ3 sigmab4-dependent transcription
Xl[fgig%o]EGTAAY[%LMGO] 3 7 3 2 2 Q8NNNG6 | Cell division protein SepF
VY[361.1460]PVLK 3 7 4 5 1 Q8NNS1 DNA pol)llm'erase [l epsilon subunit and
related 3'-5' exonucleases
EL“('/%EEAKDWITVY[%LMGO] 3 7 1 2 4 Q8NPB5 Coproheme decarboxylase
GAVSY[361.1460]ETDR 3 7 4 2 1 Q8NQF8 RNA polymerase-binding protein RbpA
NAFEY[361.1460]LR 3 7 3 1 3 Q8NRD3 | Methyltransferase
SZR/?_XQEIVNGY[SGLMGO]DP 3 7 2 4 1 Q8NTC5 Formyltetrahydrofolate deformylase
SDSSPY[361.1460]TGTEFLPAQ . N .
SADRPLVQGVPOSQVDANR 3 7 3 1 3 Q8NU92 FHA domain-containing protein
g/IIQ_EKDPHYADY[361.1460]GLI 2 7 4 3 P31026 NADP-specific glutamate dehydrogenase
SETY[361.1460]VSEK 2 7 4 3 Q04513 L-threonine dehydratase biosynthetic IIVA
TY[361.1460]AHSNF 2 7 6 1 Q59283 Ornithine carbamoyltransferase
QKVESALDY[361.1460]K 2 7 4 3 Q8NM16 | Adenylosuccinate synthetase
EGAAPAGDADPY[361.1460]K 2 7 4 3 Q8NP41 Ribosome-binding factor A
RVQLY[361.1460]DDEDIDR 2 7 4 3 Q8NR14 ATP-dependent 6-phosphofructokinase
Y[361.1460]VVDTLAEK > 7 5 5 Q8NRM2 4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl diphosphate
reductase
Y[361.1460]LMASF > 7 4 3 Q8NLJ3 P_hage shock protein A (IM3_0)3 suppresses|
sigmab4-dependent transcription
_I'I_'CPEBCE;F;DAPY[361.1460]SDGW 2 7 5 2 Q8NLR8 Acetyl-CoA carboxylase beta subunit
DLNHDVY[361.1460]TAK 2 7 6 1 Q8NNG7 ﬁlr;] é'izzon protein, possibly nucleic acid-
YGM[15.9949]ADSY[361.1460]
DEQGNYIFPEGFDAETNEWLE | 2 7 2 5 Q8NQRS5 | Small ribosomal subunit protein bS1
GFDEQR
SYEPY[361.1460]ELYETVPGL | 2 7 2 5 Q8NQW4 | Alpha-1,4 glucan phosphorylase
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K

Y[361.1460]AKPESSEEGPEKP1

EDS 2 7 4 3 Q8NT64 Secreted protein
DYPLIPVGY[361.1460]F 2 7 4 3 Q8NTQ1 | Catalase
PTNY[361.1460]AR 2 7 5 2 Q8NTV8 Uncharacterized protein
DSPWY[361.1460]ATK 3 6 4 1 1 Q79Vvi4 O-acetyl-L-homoserine sulfhydrylase
VSQLPQGEGLNAANGEY[361.
1460]VDLM[15.9949]AAGINDP | 3 6 3 2 1 Q8NM64 | Chaperonin GroEL 2
VK
LDDSY[361.1460]K 3 6 4 1 1 Q8NNPO | Isoleucine-tRNA ligase
Y[361.1460]QTIEA 3 6 2 1 3 Q8NRV2 Large ribosomal subunit protein bL25
gAALAALGQFY[%LMGO]AEG 3 6 3 2 1 Q8NLU7 Hypothetical membrane protein
VDAPY[361.1460]QQPLK 3 6 3 1 2 Q8NM58 Uncharacterized protein
Two-component system, response regulatg
I':ZCEETE'&ﬁgDY[%l‘1460]VTKP 3 6 1 2 3 Q8NMGS8 | consisting of a CheY-like receiver domain
and a HTH DNA-binding domain

QQAEEAAAEAPAGNY[361.146
O]STDSAEDAPAAEAVEESAGS| 3 6 2 1 3 Q8NQR5 | Small ribosomal subunit protein bS1
LASDEQLAALR

APEX
IFDNSY[361.1460]FTELLSGEK | 2 6 4 2 Construcci

on

Construcc
ENDPY[361.1460]LSR 2 6 4 2 i6n P94337
ESIFGGAREENDPY[361.1460]U 5 6 5 4 Construcc
SR i6n P94337
EYAHVDAPGHADY[%LMGO“ 2 6 4 2 P42439 Elongation factor Tu
STPFFDNYRPQFY[%LMGO]F 2 6 3 3 P42439 Elongation factor Tu
VLADTY[361.1460]PELNEAF 2 6 5 P42439 Elongation factor Tu
DY[361.1460]EAVIR 2 6 5 P42455 2-isopropylmalate synthase
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NQGEY[361.1460]MPDFVTLSE

GLGCVAIR 2 6 2 P42463 Acetolactate synthase large subunit
GYDPAY[361.1460]GAR 2 6 4 P53532 Chaperone protein ClpB
STLETWPQVIINTY[361.1460]G - .
TPPVELVSGK 2 6 4 Q59282 Acetylornithine aminotransferase
LQEY[361.1460]SVVDYTTAT 2 6 3 Q6M6E7 Fructose-1,6-bisphosphatase class 2
AGGAEVY[361.1460]R 2 6 3 Q8NQW?7 | Phosphomethylpyrimidine synthase
MY[361.1460]ELITGR 5 6 4 QSNRC3 2-oxoglutarate dehydrogenase E1/E2

component
VAY[361.1460]TQLVDEISTEPD . .
YDAALAALN 2 6 3 Q8NRG3 | Thiol peroxidase
GVHVVTVNDY[361.1460]LAK 2 6 5 Q8NSB6 Protein translocase subunit SecA 1
3\\(([361'1460]GLM[15'9949]EQN 2 6 4 Q8NTO06 Large ribosomal subunit protein uL23
Y[361.1460]FGGEELSIAEIK 2 6 5 Q8NT19 Elongation factor G
VY[361.1460]EAIVK 2 6 4 Q8NT26 DNA-directed RNA polymerase subunit bef
EASY[361.1460]TLGTR 2 6 4 Q8NL57 N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase
GIMVY[361.1460]R 2 6 Q8NLG6 Thioredoxin

Coenzyme F420-dependent N5,N10-
LY[361.1460JHPGTPLPIFPHDP > 6 3 Q8NMO1 methylene tetrahydromethanopterin
DLR reductase and related flavin-dependent

oxidoreductases
IELAAIQDAEKDY[SGI.146O]DS 2 6 2 Q8NMP2 Ferritin
EESIEY[361.1460]GPLGK 2 6 4 Q8NN39 Hypothetical membrane protein
g/llizzgﬁl.MGO]DTEEEAHHAI 2 6 4 Q8NNH1 | SPOR domain-containing protein
Ife%iréAAY[%l'1460]APEY[361' 2 6 5 Q8NNNG6 | Cell division protein SepF
VSDLVISAGY[361.1460JAILGR | 2 6 3 Q8NR37 ABC-type transporter, ATPase component
EQSLNALAQDLSFY[361.1460] 2 6 4 Q8NSN8 Deoxyribodipyrimidine photolyase

GVPLLR
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AVNEYLDSSFY[361.1460]EAG | 2 6 4 Q8NT97 Helix-turn-helix domain-containing protein
AY[361.1460]VETTR 2 6 4 2 Q8NTJ8 DNA topoisomerase 1
E.?EBTSS LGSGLAY[361.1460] 3 5 2 1 P58939 Carbamoyl phosphate synthase large chait
ANPAMFNGVMAEYY[361.146 . .
0]GVPTPITOM 3 5 3 1 Q8NPO0O3 Ribosome-recycling factor
L-lactate dehydrogenase (FMN-dependent
EISY[361.1460]GLVER 3 5 1 2 Q8NLM3 and related alpha-hydroxy acid
dehydrogenases
Acetylornithine deacetylase/Succinyl-
TLY[361.1460]DETLTLLQELIR | 3 5 3 1 Q8NLV7 diaminopimelate desuccinylase and relateq
deacylases
IIQGQTLADY[361'146O]DANIDTI 3 5 3 1 Q8NMP4 | phosphoserine phosphatase
FLHDY[361.1460]ELGK 3 5 2 1 Q8NTZ7 Predicted metalloendopeptidase
Construcc
TGNDRDY[361.1460]R 2 5 4 1 i6n P94337
DVGRDY[361.1460]EAVIR 2 5 4 1 P42455 2-isopropylmalate synthase
LEEIALADDY[361.1460]FISR 2 5 4 1 P42457 Citrate synthase
SKDTTTYQGVTEIGSVPAY[36 .
1.1460]LVLADGR 2 5 2 P58893 Carbamoyl phosphate synthase small chai
AY[361.1460]NTSGK 2 5 4 1 Q59279 | N-acetyl-gamma-glutamyl-phosphate
reductase
GYISGY[361.1460]FATDM[15.9 2 5 3 2 Q8NM64 | Chaperonin GroEL 2
949]ER
DQY[361.1460]LDNMDIER 2 5 4 1 Q8NN68 Elongation factor 4
NGVMAEY[361.1460]YGVPTPI . i .
TOMSGITVPEPR 2 5 3 2 Q8NPO03 Ribosome-recycling factor
IVHQVNIEY[361.1460]LAR 2 5 3 Q8NQ98 | Aconitate hydratase A
AEY[361.1460]PDVHVIVHPESP
M[15.9949]PVVDAADSSGSTDF| 2 5 3 2 Q8NRIO Quinolinate synthase
IVK
ADLATIPTY[361.1460]VPGR 2 5 2 3 Q8NTT4 Aromatic amino acid aminotransferase
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Transcription termination/antitermination

IIQCY[361.1460]SGYENK 2 5 4 H7C6D0 protein NusG
SALSPNADENHDFFSGSGSSY] Ribonucleoside-diphosphate reductase
361.1460]VIGK 2 5 3 Q79VD6 subunit beta
'IA\YL[gglE.?GO]SDDPDSLADAPDP 2 5 4 Q8NLF2 Hypothetical membrane protein
NVADVEY[361.1460]LLQALA .
DIGDPVAVER 2 5 4 Q8NLN1 pyruvate kinase
VY[361.1460]GIPAVVQR 2 5 4 Q8NLN1 pyruvate kinase
MKDVLY[361.1460]EIR 2 5 3 Q8NLU2 Alanine aminotransferase
AHKEIY[361.1460]NTLLQVLE ATPases with chaperone activity, ATP-
DGR 2 5 4 Q8NMAO binding subunit
ZIRGENFKEY[SGLMGO]SSSIAL 2 5 3 Q8NMA4 | diacetyl reductase [(S)-acetoin forming]
YDEMVAEAEKY([361.1460]R | 2 5 Q8NMWO E:‘Oeire?r{'ggie”dem translational throttle
LKY[361.1460]EGFR 2 5 4 Q8NNG5 | Predicted phosphatases
EID"SE\FEEAEHEDAYY[%LM(SO] 2 5 4 Q8NNNG6 | Cell division protein SepF
SééE;EAEHEDAY[%l'MGO]Y 2 5 2 Q8NNNG6 | Cell division protein SepF
Y[361.1460]EGTAAY 2 5 4 Q8NNNG6 | Cell division protein SepF
'\F/I%EIGGPPSAY[%LMGO]QVE 2 5 3 Q8NPB4 DUF3000 domain-containing protein
Predicted membrane components of an
GVHVDIPLQAY[361.1460]FR 2 5 3 Q8NQ75 uncharacterized iron-regulated ABC-type
transporter SufB
EAA%AF‘QVSY[%LMGO]ETDRDHD 2 5 4 Q8NQF8 RNA polymerase-binding protein RbpA
go(];:'EVLGTDLDPILIDY[361'14 2 5 3 Q8NQIO SAM-dependent methyltransferases
NSNQNFDQPDLNDLDDDSAIP . .
TY[361.1460]K 2 5 4 Q8NRO1 Hypothetical membrane protein
SY[361.1460]LIGQGR 2 5 4 Q8NR21 Exonuclease domain-containing protein
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FKPLPEY[361.1460]VDTFR 2 5 3 Q8NRX6 | Uncharacterized ACR
QVLEAYSPLYGIY[%LMGO]Q 2 5 3 Q8NSD2 Metallopeptidase family protein

Q8NSG7
GAVGFIY[361.1460]R 2 5 3 0BNSGS #N/A
(I)E]SHHPHHIQQTVEAPNY[361.146 2 5 4 Q8NSR5 Inosine5-monophosphate dehydrogenase
SGSY[361.1460]LDAGK 2 5 3 Q8NTDO | Antitoxin
ANPAMFNGVMAEY[361.1460] . .
YGVPTPITOM 3 4 1 Q8NPO0O3 Ribosome-recycling factor
FY[361.1460]PGAK 3 4 5 QSNMWO Energy—dependent translational throttle

protein EttA

LGIHVY[361.1460]TPEEISSELL . .
GLASAESR 3 4 2 Q8NS46 3-oxoacyl-(Acyl-carrier-protein) synthase
VAGASSPWGDDKEFPVSAEET, . .
GYVHPY[361.1460]TR 3 4 2 Q8NS61 Uncharacterized protein
PLLVSYLEHY[361.1460]SSEQ Sugar transferases involved in
AR 3 4 1 Q8NTF8 lipopolysaccharide synthesis
IXDEQVSNY[%LMSO]YDML 2 4 3 P31026 NADP-specific glutamate dehydrogenase
DTTTYQGVTEIGSVPAY[361.1 .
460]LVLADGR 2 4 2 P58893 Carbamoyl phosphate synthase small chai
CLPAY[361.1460]R 2 4 3 Q59283 Ornithine carbamoyltransferase
QMNQLGY[361.1460JAEVETR | 2 4 2 Q79VE9 ;ﬁcn?trome bel complex cytochrome b
LAY[361.1460]PIDK 2 4 3 Q8NLF9 Small ribosomal subunit protein bS6
EgKGYISGY[361.1460]FATDM 2 4 1 Q8NM64 | Chaperonin GroEL 2
Y[361.1460]VLPSFIEQSAY 2 4 3 Q8NNO2 ?J&gifge”de”t Clp protease proteolytic
GIVDQVFDY[361.1460]R 2 4 2 Q8NNO02 ?J&gifqe”de”t Clp protease proteolytic
GY[361.1460]NVDQPR > 4 5 Q8NND3 Glutamine-fructose-6-phosphate

aminotransferase [isomerizing]
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SGEPLIY[361.1460]M 2 4 1 Q8NNPO | Isoleucine-tRNA ligase
MLLIKPY[361.1460]EM 2 4 2 Q8NPO3 Ribosome-recycling factor
FRPY[361.1460]TNTDVVGTEI Glycerol-3-phosphate dehydrogenase
GGACK 2 4 2 Q8NQV3 INAD(P)+]
DGY[361.1460]QPGVLEAFHAS Glutamyl-tRNA(GIn) amidotransferase
VEQMR 2 4 3 Q8NR17 subunit A
Y[361.1460]GLIACASSLDQGG Glutamyl-tRNA(GIn) amidotransferase
PTAR 2 4 2 Q8NR17 subunit A
SLVY[361.1460]AFSER 2 4 3 Q8NR40 1,4-alpha-glucan branching enzyme GlgB
NSAIGY[361.1460]EAAAK 2 4 3 Q8NRN8 | Fumarate hydratase class Il
KQHALY[361.1460]GK 2 4 2 Q8NSZz7 Small ribosomal subunit protein uS17
VTVTGEGFTDEEIEAVANAG
Y[361.1460]K 2 4 2 Q8NLG5 Copper chaperone
YY[361.1460]SPDEAR 2 4 2 Q8NLQ1 UDP-galactopyranose mutase
GAY[361.1460]SLLAQLTMVAE g
DVSAQTGIPR 2 4 3 Q8NNR1 Malto-oligosyltrehalose trehalohydrolase
EVFEHTGNY[361.1460]STYR 2 4 Q8NNR1 Malto-oligosyltrehalose trehalohydrolase
DTVRPVFDDVFGEDSIDAY[36 Metal-dependent
1.1460]R 2 4 2 QBNNUB amidase/aminoacylase/carboxypeptidase
1Y[361.1460]QDNQYK 2 4 3 Q8NPI9 Periplasmic serine proteases (ClpP class)
RQQAEEAAAEAPAGNY[361.1
460]STDSAEDAPAAEAVEESA | 2 4 Q8NQR5 | Small ribosomal subunit protein bS1
GSLASDEQLAALR
VLVY[361.1460]PRPR 2 4 3 Q8NS03 Molybdopterin molybdenumtransferase
Id]\é[é/IEF?FLPGAGQEY[%l'MB 2 4 3 Q8NSG7 | Detergent sensitivity rescuer dtsR1
IAMY[361.1460]HALGEG > 4 5 Q8NSI4 Dlhydrollpoam|de dehydrogenase/glutathio
oxidoreductase and related enzymes
S\éTLEGDKTAVY[361.1460]LH 3 3 1 Q8NP02 Elongation factor Ts
LLPGY[361.1460]VLVR 3 3 1 H7CED0 Transcription termination/antitermination
protein NusG
AYISNGTLLEHNY[361.1460]D | 3 3 1 Q8NLN1 pyruvate kinase
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R

Y[361.1460]LLAPVLGR 3

Q8NNT1 | Transcriptional regulator

Tabla Suplementaria 4A: Péptidos marcados con FB sobrerrepresentados en la cepa C.glu_apex2-ftsZ

Péptidos Tasa de cambio | Valor p ID Descripcion
EENDPY[361.1460]LSR 13.68 4.94E05 ggzgg‘?‘“'o”

2-keto-4-penten hydr 2-oxoh -3-ene-1,7-
DFQY[361.1460]AAPAK 6.66 6.30E03 | Q8NLCO acijtﬁy drgteastg (‘(’:‘;ttee c%/gl ";‘Eﬁay%)o epta-3-ene-1,7-q
LAAFETTIVAYDPY[361.1460]JANPAR 5.38 2.08E02 Q8NQY7 D-3-phosphoglycerate dehydrogenase
1Y[361.1460]GIGPAR 3.73 4.63E03 Q8NSV6 Small ribosomal subunit protein uS13
AALGGY[361.1460]LPER 3.63 3.49E03 Q8NNF6 Pyruvate dehydrogenase E1 component
LLY[361.1460]PEPK 2.78 1.84E04 Q8NR47 Lactoylglutathione lyase and related lyases
DTSY[361.1460]VVPEYPSANYPVVER 2.61 8.52E03 P71121 Thiosulfate sulfurtransferase
AFAHY[361.1460]R 2.61 2.81E02 Q8NT20 Small ribosomal subunit protein uS7
AGANLY[361.1460]TSPEDFEK 2.61 1.21E02 P19537 Fructose-bisphosphate aldolase
Y[361.1460]AAGMQPAEIAEVFK 2.47 3.14E02 Q8NQI2 6-phosphogluconate dehydrogenase, decarboxylating
HSLIHGY[361.1460]GK 2.27 7.88E05 Q8NQW4 Alpha-1,4 glucan phosphorylase
DWITVY[361.1460]PFVR 2.23 2.54E03 Q8NPB5 Coproheme decarboxylase
HVNY[361.1460]PIGVTAAER 2.21 6.12E03 Q8NMW6 Hemoglobin-like proteins
VVADDY|[361.1460]VDPEFGSGAVK 2.20 2.83E03 Q8NN37 Valine--tRNA ligase
Y[361.1460]KPSFHDVQR 2.20 3.40E02 Q8NS41 Uncharacterized protein
GIYLY[361.1460]SR 2.03 1.51E02 Q8NNF6 Pyruvate dehydrogenase E1 component
ALNAY[361.1460]NPAER 1.92 3.62E02 Q8NSTS Small ribosomal subunit protein uS9
AQTSVY[361.1460]DIAK 1.84 1.66E02 Q01655 Phosphoglycerate kinase
VPATALY[361.1460]VAEGAANDER 1.80 3.69E02 Q8NMD8 rRNA methylases
Y[361.1460]NAQLAEAR 1.75 2.51E02 Q79VG9 ATP synthase subunit b
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ALDALDNGTLND-
NNSGLFY[361.1460]DLK 1.48 5.11E03 Q8NQW4 Alpha-1,4 glucan phosphorylase
Y[361.1460]YGGCEQVDIIEDLAR 1.38 2.10E903 Q93PM7 Serine hydroxymethyltransferase

Tabla Suplementaria 4B:Péptidos marcados con FB sobrerrepresentados en la cepa C.glu_apex2

Péptidos Tasa de cambio | Valor p ID Uniprot Descripcién
DGKPVFPY[361.1460]FVTPDAAYHGLK -1.37 1.91E03 Q79VvI4 O-acetyl-L-homoserine sulfhydrylase
VLADTY[361.1460]PELNEAFAFDSIDKAPEEK -1.55 2.85E03 P42439 Elongation factor Tu
Y[361.1460]AESER -1.68 5.43E03 Q8NQR5 Small ribosomal subunit protein bS1
GTMY[361.1460]DPSSVF -1.70 2.63E02 Q6M6E7 Fructose-1,6-bisphosphatase class 2
MIGLAHPDYRPLLEEYY[361.1460]AR -1.76 8.31E03 Q8NMK4 Acetyl-CoA hydrolase
GVYSSLAEAIMAY[361.1460]DR -1.79 3.63E02 | Q8NT25 Ee'\:g'd're‘:ted RNA polymerase subunit
GFY[361.1460]GAQPPAGHAPHR -1.91 1.06E04 Q8NQB5 Phospholipid-binding protein
YSLAPVAEALSDELGQY[361.1460]VA- .
LAADVVGEDAHER -2.03 4.89E03 Q01655 Phosphoglycerate kinase
EIELEDPY[361.1460]EK -2.06 1.13E02 Q8NM64 Chaperonin GroEL 2
MFLSQY[361.1460]WGGPK -2.07 1.26E02 QB8NMW6 Hemoglobin-like proteins
é\\(/ﬁVY[SGl.1460]KELFDAAELPEGANTQRPLWAST- 209 3.43E02 Q8NQ64 Transaldolase
Y[361.1460]JAESERR -2.16 3.22E02 Q8NQR5 Small ribosomal subunit protein bS1
IELSSSQSANINLPY[361.1460]ITVDAD- ) .
KNPLELDETLSR 2.17 6.56E03 Q8NLY6 Chaperone protein DnaK
Y[361.1460]QNWPEASAVDLSDVALES- Per-Protein-Pas-
DALDAAVDLK 221 1.41E03 mido
Y[361.1460]GGTEIK -2.38 1.34E02 Q8NSS1 Co-chaperonin GroES
INLPY[361.1460]ITVDADKNPLFLDETLSR -2.40 3.17E03 Q8NLY6 Chaperone protein DnaK
DDENSY[361.1460]FK -2.46 1.26E02 Q8NMD4 Glucosamine-6-phosphate deaminase
VY[361.1460]TVGEALLSEPTTLISIR -2.94 1.30E03 | Q8NL53 Ribosomal RNA small subunit methyl-
transferase G

157




IAVY[361.1460]AERDPK 3.63 143E03 | Q01651 Ss'icera'dEhyde'S'phOSphate dehydroge
FGQEPFAFAFAGQGY[361.1460]DWLK -5.44 4.23E03 Q8NMSO0 3-oxoacyl-(Acyl-carrier-protein) synthase
FVIEPLEPGFGY[361.1460]TLGNSLR 5.67 7.65E04 | Q8NSV2 ;B‘gdireaed RNA polymerase subunit
DAEAYLGEDVTDAVITVPAY[361.1460]FEDSQR 6.24 2.30E02 | Q8NLY6 Chaperone protein DnaK
IAVY[361.1460]AER 7.06 297E05 | Q01651 Ss'icera'dEhyde'S'phOSphate dehydroge
LGQEVEY[361.1460]DDDSITVGGK 9.75 3.92E02 | Q01651 aGs'Zcera'dehyde'g'phOSphate dehydroge

Tabla Suplementaria 5:Proteinas marcadas con FB detectadas exclusivamente en la cepa C.glu_apex2-ftsZ

NUmero | Namero | Ndmero
ID Uniprot Nﬂrqerp Numero total de de de Descripcion
de réplicas | de espectros espectros| espectros| espectros
R1 R2 R3
Q8NNN6 3 447 198 131 118 Cell division protein SepF GN=sepF
APEX 3 161 67 47 47
Q8NTE7 3 97 45 31 21 UDP-glucose 6-dehydrogenase GN=Cgl0360
Q8NQ65 3 95 44 28 23 Transketolase GN=Cgl1574
Q8NMV1 3 89 34 28 27 ABC-type transporter, ATPase component GN=Cgl2463
Q8NTC5 3 88 39 32 17 Formyltetrahydrofolate deformylase GN=purU
Q8NSSO 3 83 32 26 25 Chaperonin GroEL 1 GN=groEL1
Q8NN64 3 79 41 22 16 Ankyrin repeat proteins GN=Cgl2345
Q8NLB9 3 78 41 17 20 Gentisate 1,2-dioxygenase GN=Cgl3023
Q8NU40 3 73 35 26 12 Lactoylglutathione lyase and related lyases GN=Cgl0107
Q8NLJ9 3 68 o8 21 19 gr'l:\z/ecr;lazlgs;;ess protein UspA and related nucleotide-binding proteir
Q8NRD3 3 62 25 17 20 Methyltransferase GN=Cgl1119
Q8NNO02 3 62 28 21 13 ATP-dependent Clp protease proteolytic subunit 1 GN=clpP1
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Phage shock protein A (IM30), suppresses sigma54-dependent tran

Q8NLJ3 3 59 22 19 18 tion GN=Cgl2949

Q8NL68 3 59 24 24 11 HMA domain-containing protein GN=Cgl3081

Q79vD6 3 58 32 14 12 Ribonucleoside-diphosphate reductase subunit beta GN=Cgl2525
Q8NS46 3 56 30 14 12 3-oxoacyl-(Acyl-carrier-protein) synthase GN=Cgl0836

Q8NQ77 3 56 26 15 15 ABC-type transporter, ATPase component GN=Cgl1562

P08499 3 53 23 18 12 Homoserine dehydrogenase GN=hom

Q8NR14 3 52 23 20 9 ATP-dependent 6-phosphofructokinase GN=pfkA

Q8NRO1 3 51 22 16 13 Hypothetical membrane protein GN=Cgl1266

Q8NRH9 3 50 20 18 12 ADP-ribose pyrophosphatase GN=Cgl1070

qawmca |3 |us 1 |1 s e e b i o e Sabasr
Q8NMA4 3 48 24 14 10 diacetyl reductase [(S)-acetoin forming] GN=Cgl2674

Q8NPO03 3 46 16 12 18 Ribosome-recycling factor GN=frr

P19583 3 45 21 13 11 Triosephosphate isomerase GN=tpiA

Q8NM16 3 45 28 13 4 Adenylosuccinate synthetase GN=purA

Q79VEG6 3 45 17 17 11 Uncharacterized ACR GN=Cgl2197

Q8NNN8 3 43 14 11 18 Cell wall synthesis protein Wag31 GN=Cgl2150

P12880 3 43 22 9 12 Phosphoenolpyruvate carboxylase GN=ppc

Q8NQW7 3 42 23 11 8 Phosphomethylpyrimidine synthase GN=thiC

Q8NMWO 3 41 18 12 11 Energy-dependent translational throttle protein EttA GN=ettA
Q8NSG4 3 41 30 7 4 N5-carboxyaminoimidazole ribonucleotide synthase GN=purK
H7C6DO0 3 40 15 10 15 Transcription termination/antitermination protein NusG GN=nusG
P58893 3 40 12 8 20 Carbamoyl phosphate synthase small chain GN=carA

Q8NNO1 3 40 19 12 9 ATP-dependent Clp protease proteolytic subunit 2 GN=clpP2
Q8NS15 3 39 16 15 8 Large ribosomal subunit protein bL28 GN=rpmB

Q8NUA5 3 38 18 13 7 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase GN=Cgl0034

Q8NST6 3 38 20 7 11 Large ribosomal subunit protein uL13 GN=rpIM

159



Q8NTO1 3 37 16 10 11 Small ribosomal subunit protein uS3 GN=rpsC

Q8NL54 3 37 16 11 10 ATPases involved in chromosome partitioning GN=CgI3095
P42463 3 35 15 7 13 Acetolactate synthase large subunit GN=ilvB

Q8NR39 3 33 15 9 9 Alpha-1,4-glucan:maltose-1-phosphate maltosyltransferase GN=glg
Q8NLG6 3 31 14 10 7 Thiol-disulfide isomerase and thioredoxins GN=Cgl2976
Q8NTJ8 3 30 19 7 4 DNA topoisomerase 1 GN=topA

Q8NLC1 3 30 13 10 7 Uncharacterized protein GN=Cgl3021

Q8NLQ1 3 29 12 11 6 UDP-galactopyranose mutase GN=Cgl2888

Q8NMY8 3 29 16 6 7 DSBA-like thioredoxin domain-containing protein GN=Cgl2425
P59004 3 28 15 8 5 Uridylate kinase GN=pyrH

Q8NPA9 3 27 14 7 6 Deoxyuridine 5'-triphosphate nucleotidohydrolase GN=dut
Q8NNJ5 3 26 14 4 8 grlw\lo:régrl]zazlggehydrogenases of various substrate specificities
Q8NS03 3 26 13 9 4 Molybdopterin molybdenumtransferase GN=Cgl0883
Q8NMP2 3 25 13 10 2 Ferritin GN=Cgl2526

Q8NLW8 3 25 9 9 7 ferredoxin-NADP(+) reductase GN=Cgl2818

Q9KJU4 3 25 12 6 7 Histidinol-phosphate aminotransferase GN=hisC

Q8NRCO 3 24 13 7 4 Shikimate 5-dehydrogenase GN=Cgl1132

P38376 3 24 11 8 5 Protein translocase subunit SecY GN=secY

Q8NTX7 3 24 14 8 2 Cold shock proteins GN=Cgl0174

Q8NQO08 3 24 9 9 6 Glycerol-3-phosphate dehydrogenase GN=Cgl1646

Q8NMF7 3 23 11 8 4 Predicted hydrolases of the HAD superfamily GN=Cgl2619
08NTQ7 3 29 10 6 6 (I;iﬁligglgi%oglutaminyl synthase (glutamine-hydrolyzing) subunit GatDi
Q8NQC5 3 22 9 5 8 Uncharacterized protein GN=Cgl1513

Q8NTM4 3 22 11 1 10 Translation initiation inhibitor GN=Cgl0282

Q8NQH1 3 22 13 5 4 Thiamine biosynthesis multifunctional protein ThiED GN=theD
Q8NTI4 3 22 12 6 4 Nucleoside-diphosphate-sugar epimerases GN=Cgl0323
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Q8NNH1 3 22 12 6 4 SPOR domain-containing protein GN=Cgl2232
Q8NSR5 3 21 11 6 4 Inosine5-monophosphate dehydrogenase GN=guaB
Q8NP60 3 21 10 5 6 Egr?%aNs:hgglklggoltem A (IM30), suppresses sigma54-dependent tran
Q8NTZ7 3 21 11 5 5 Predicted metalloendopeptidase GN=Cgl0155
Q8NQN6 3 21 9 7 5 PhenylalaninetRNA ligase beta subunit GN=pheT
Q8NN95 3 21 8 5 8 cysteine-S-conjugate beta-lyase GN=Cgl2309
rboxymuconol n rboxylase-lik main-containing pr

Q8NMX8 3 21 7 8 6 gaNng)l/MLé%o olactone decarboxylase-like domain-containing prote
Q79VES 3 21 12 6 3 branched-chain-amino-acid transaminase GN=Cgl2204
Q8NT47 3 19 8 6 5 1,4-dihydroxy-2-naphthoyl-CoA synthase GN=menB
P42455 3 19 14 4 1 2-isopropylmalate synthase GN=IleuA
Q8NPK6 3 19 10 4 5 DUF2188 domain-containing protein GN=Cgl1806
Q8NS21 3 19 9 6 4 Bifunctional purine biosynthesis protein PurH GN=purH
Q8NRP7 3 18 8 1 9 Sortase and related acyltransferases GN=Cgl1001
Q8NM99 3 18 7 8 3 GMP reductase GN=guaB1
Q8NNR1 3 18 9 3 6 Malto-oligosyltrehalose trehalohydrolase GN=Cgl2125
Q8NP31 3 18 7 8 3 Proline-tRNA ligase GN=proS
Q8NTK9 3 18 8 4 6 Hypothetical membrane protein GN=Cgl0298
Q8NTJ9 2 18 13 5 Cold shock proteins GN=Cgl0308
Q8NM28 3 17 11 4 ferredoxin-NADP(+) reductase GN=Cgl2754

Dehydrogen with differen ificities (Rel hort-chain g
e L o 3 | e st s (Relled o shortha

r transfer involved in li I hari nthesi

QSNTFS 3 17 5 5 7 ngj\lgzaCélg;ge ases involved popolysaccharide synthesis
P26512 3 16 10 4 2 Aspartokinase GN=lysC
Q8NMJO 3 16 6 6 4 Phosphoribosylformylglycinamidine cyclo-ligase GN=purM
08NQ62 3 15 11 5 > Uncharacterized BCR, stimulates glucose-6-P dehydrogenase activ|

GN=Cgl1577
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Q8NT79 3 15 7 6 2 Delta-aminolevulinic acid dehydratase GN=Cgl0431
Q8NQM7 3 15 8 4 3 (l;r’l:\;ecrslalldfsc';r?ess protein UspA and related nucleotide-binding protein
Q8NP50 3 15 6 3 6 Polyribonucleotide nucleotidyltransferase GN=pnp
Q8NLN1 3 15 11 2 2 pyruvate kinase GN=Cgl2910
Q8NQA9 3 14 6 5 3 methylmalonyl-CoA mutase GN=Cgl1529
Q8NMZ9 3 14 4 4 6 Trigger factor GN=tig
Q8NPA5 3 14 7 3 4 Inositol-1-monophosphatase GN=Cgl1909
Q8NQE4 3 14 6 4 4 Sec-independent protein translocase protein TatA GN=tatA
Q8NM82 2 14 9 5 Hypoxanthine phosphoribosyltransferase GN=Cgl2697
Q8NNI9 3 13 4 5 4 Hypothetical membrane protein GN=Cgl2210
Q8NP09 3 13 6 5 2 Uncharacterized membrane protein Cgl2017/cg2211 GN=Cgl2017
Q8NRZ7 3 13 3 6 4 Glycosidases GN=Cgl0889
Q8NQ75 2 13 11 > Zr;g;:;gg ?::rl;zz:)&:?;r CSOUTE?%nl\engg?I 5ag4uncharacter|zed iron-regula
Q8NSX8 3 12 3 5 4 Small ribosomal subunit protein uS8 GN=rpsH
e D L e e e deneamin
Q8NM11 3 12 7 4 1 Orotate phosphoribosyltransferase GN=pyrE
Q8NQ19 3 12 5 3 4 Aspartate-tRNA(Asp/Asn) ligase GN=aspS
Q8NTO02 3 12 4 4 4 Large ribosomal subunit protein uL22 GN=rplV
Q8NPI9 3 12 5 4 3 Periplasmic serine proteases (ClpP class) GN=Cgl1823
Q8NQ95 3 12 6 5 1 Predicted nucleoside-diphosphate-sugar epimerases GN=Cgl1543
Q8NQ80 3 12 6 3 3 Aromatic ring hydroxylating enzyme GN=Cgl1559
Q8NQ22 3 12 4 4 4 Alanine-tRNA ligase GN=alaS

L-I hydrogen FMN- ndent) and rel Ipha-hydr
QBNLM3 3 12 8 2 2 ac%cttjaetﬁy%?oégnc;gseesaéf\l(:CgIzgfge dent) and related alpha-nycrd
Q8NSZz9 3 12 4 4 4 Large ribosomal subunit protein uL29 GN=rpmC
Q8NM69 3 11 6 2 3 Rhodanese-related sulfurtransferases GN=Cgl2710
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Q8NRL6 3 11 4 3 4 Ribosome-binding ATPase YchF GN=ychF

NADPH:quinone r t nd related Zn- ndent oxidor t
QSNMN4 3 11 4 3 4 GN:CglqutJ37o e reductase and related dependent oxidoreducta
Q8NNG68 3 11 8 2 1 Elongation factor 4 GN=IlepA
Q8NMLO 3 11 2 4 5 Serine acetyltransferase GN=Cgl2563
Q8NNQ9 3 11 4 4 3 Methionine synthase Il (Cobalamin-independent) GN=Cgl2129
Q8NUD3 3 11 3 4 4 DNA gyrase subunit B GN=gyrB
P58998 3 11 6 2 3 Uracil phosphoribosyltransferase GN=upp
Q8NNV6 3 11 6 3 2 Ribonuclease 3 GN=rnc
Q8NLES3 3 11 7 1 3 Starvation-inducible DNA-binding protein GN=Cgl2999
Q8NTO05 3 11 6 4 1 Large ribosomal subunit protein uL2 GN=rplB
Q8NSG7 2 11 7 4 Detergent sensitivity rescuer dtsR1 GN=Cgl0708
Q8NSJ4 2 11 8 3 Tryptophan-tRNA ligase GN=trpS
Q8NML1 2 11 9 2 Cysteine synthase GN=Cgl2562
Q8NL57 2 11 9 2 N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase GN=Cgl3092
Q8NSMO 3 10 4 2 4 Bifunctional protein FolD GN=folD
Q8NL73 3 10 7 1 2 Enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase, mitochondrial GN=Cgl3076
Q8NUO08 3 10 4 4 2 Acetyltransferases (The isoleucine patch superfamily) GN=Cgl0143
Q8NNPO 3 10 5 1 4 Isoleucine-tRNA ligase GN=ileS

Membrane pr ni matin/prohibitin homol
QSNQAS 3 10 4 4 5 Gﬁlz(t:)galllg?)psotease subunits, stomatin/prohibitin homologs
POC1E6 3 10 3 3 4 GTPase Obg GN=0bg
Q8NLT9 3 10 5 4 1 dCTP deaminase, dUMP-forming GN=dcd
Q46072 3 10 6 2 2 PTS system mannose-specific EIIBCA component GN=ptsM
Q8NTI8 3 10 3 3 4 Zn-dependent alcohol dehydrogenases, class Il GN=Cgl0319
069043 3 10 4 2 4 Imidazole glycerol phosphate synthase subunit HisH GN=hisH
Q8NPS1 3 9 1 4 4 Fructose-1-phosphate kinase and related fructose-6-phosphate king

(PkB) GN=Cgl1935
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Q8NTE4 3 9 4 3 2 Glycosyltransferases involved in cell wall biogenesis GN=Cgl0363
Q8NNKO 3 9 4 4 1 Hypothetical membrane protein GN=Cgl2198

Q8NS37 3 9 3 2 4 3'(2"),5-bisphosphonucleoside 3'(2")-phosphohydrolase GN=Cgl084}4
Q8NNV4 3 9 4 4 1 Cell division initiation protein GN=Cgl2076

Q8NML4 3 9 6 2 1 Corrinoid adenosyltransferase GN=Cgl2559

Q8NM73 3 9 4 3 2 DUF4178 domain-containing protein GN=Cgl2706

P42458 3 9 4 3 2 Probable FK506-binding protein GN=Cgl0830

Q8NR58 2 9 5 4 Transcription termination factor Rho GN=rho

Q8NQIO0 2 9 7 2 SAM-dependent methyltransferases GN=Cgl1454

Q8NSB6 2 9 8 1 Protein translocase subunit SecA 1 GN=secAl

Q8NLU2 2 9 6 3 alanine transaminase GN=Cgl2844

Q8NSN8 2 9 7 2 Deoxyribodipyrimidine photolyase GN=Cgl0630

Q8NTQ1 2 9 6 3 Catalase GN=Cgl0255

Q8NM57 3 8 5 2 1 Tubulin-like protein GN=Cgl2723

Q8NLZ3 3 8 4 2 2 Predicted amidohydrolase GN=Cgl2793

v |3 | L P e e
Q8NSC5 3 8 4 2 2 DUF4259 domain-containing protein GN=Cgl0751

Q8NLG1 3 8 5 2 1 Large ribosomal subunit protein bL9 GN=rplI

Q8NS51 3 8 4 2 2 phosphoserine transaminase GN=Cgl0828

Q8NS61 3 8 4 1 3 Uncharacterized protein GN=Cgl0818

Q8NMJI4 2 8 6 2 Ferric nitrobindin-like protein GN=Cgl2579

Q8NSV9 2 8 6 2 Methionine aminopeptidase GN=map

Q8NR17 2 8 5 3 Glutamyl-tRNA(GIn) amidotransferase subunit A GN=gatA
Q8NNG9 2 8 4 4 Exoribonucleases GN=Cgl2234

Q8NNS1 3 7 4 5 1 gklléé);gqnltzrase [l epsilon subunit and related 3'-5' exonucleases
Q8NLU7 3 7 4 2 1 Hypothetical membrane protein GN=Cgl2839
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Q8NU92 3 7 3 1 3 FHA domain-containing protein GN=Cgl0047

Q04513 2 7 4 3 L-threonine dehydratase biosynthetic IlvA GN=ilvA

Q8NT64 2 7 4 3 Secreted protein GN=Cgl0446

Q8NP41 2 7 4 3 Ribosome-binding factor A GN=rbfA

Q8NNG7 2 7 6 1 Zn-ribbon protein, possibly nucleic acid-binding GN=Cgl2237

Q8NLX1 2 7 2 5 Sulfate adenylyltransferase subunit 2 GN=Cgl2815

Q8NLRS8 2 7 5 2 Acetyl-CoA carboxylase beta subunit GN=Cgl2870

Q8NTVS 2 7 5 2 Uncharacterized protein GN=Cgl0194

P58939 3 6 2 2 2 Carbamoyl phosphate synthase large chain GN=carB

Q8NM58 3 6 3 1 2 Uncharacterized protein GN=Cgl2722

Q8NSB7 3 6 4 1 1 Ribosome hibernation promoting factor GN=hpf

Q59279 3 6 4 1 1 N-acetyl-gamma-glutamyl-phosphate reductase GN=argC

Q8NMO1 > 6 3 3 Coenzyme F420-dependent N5,N10-methylene tetrahydromethanoy
reductase and related flavin-dependent oxidoreductases GN=Cgl27

Q59282 2 6 4 2 Acetylornithine aminotransferase GN=argD

Q8NR37 2 6 3 3 ABC-type transporter, ATPase component GN=Cgl1227

Q8NRG3 2 6 3 3 Thiol peroxidase GN=tpx

Q8NT97 2 6 4 2 Helix-turn-helix domain-containing protein GN=Cgl0411

Q8NN39 2 6 4 2 Hypothetical membrane protein GN=Cgl2374

Q8NMP4 3 5 3 1 1 phosphoserine phosphatase GN=Cgl2522

Q8NLV7 3 5 3 1 1 :ﬁst?/é?;g?glsa(ifllaacseglgs'\t?iscl;clgggédlammoplmelate desuccinylas

087331 3 5 3 1 1 GTP pyrophosphokinase GN=relA

Q8NPB4 2 5 3 2 DUF3000 domain-containing protein GN=Cgl1900

Q8NQZ8 2 5 3 2 DUF2581 domain-containing protein GN=Cgl1269

Q8NNUS8 2 5 3 2 Metal-dependent amidase/aminoacylase/carboxypeptidase GN=Cg|

Q8NRX6 2 5 3 2 Uncharacterized ACR GN=Cgl0915

Q8NQU5 2 5 4 1 Phosphopantetheine adenylyltransferase GN=coaD
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Q8NLF2 2 5 4 1 Hypothetical membrane protein GN=Cgl2990
Q8NTDO 2 5 3 Antitoxin GN=Cgl0377

Q8NR21 2 5 4 Exonuclease domain-containing protein GN=Cgl1243
Q8NNG5 2 5 4 1 Predicted phosphatases GN=Cgl2239

Q8NSD2 2 5 3 2 Metallopeptidase family protein GN=Cgl0744
Q8NTT4 2 5 2 Probable phenylalanine aminotransferase GN=pat
Q8NNT1 3 3 1 1 1 Transcriptional regulator GN=Cgl2106

Tabla Suplementaria 6A Proteinas marcadas con FB sobrerrepresentadas en la cepa C.glu_apex2-ftsZ

ID Uniprot Tasa de cambio | Valor p Descripcién

Construccion -20.95 1.00E05 | His-Flag-APEX-FtsZ

P94337 -11.56 1.00E905 | Cell division protein FtsZ GN=ftsZ

Q8NLCO 984 4.40E03 é Ililitggéll?)%%nztenoate hydratase/2-oxohepta-3-ene-1,7-dioic acid hydratasedQzttohay)
Q8NP02 -5.72 6.25E03 | Elongation factor Ts GN=tsf

P19537 -5.03 1.19E02 | Fructose-bisphosphate aldolase GN=fba

Q8NNF6 -4.30 1.90E03 | Pyruvate dehydrogenase E1 component GN=aceE
Q79VG7 -3.24 5.35E03 | ATP synthase subunit alpha GN=atpA

Q8NSV6 -3.20 5.69E03 | Small ribosomal subunit protein uS13 GN=rpsM
Q8NQ98 -2.23 1.55E02 | Aconitate hydratase A GN=acn

Q8NMW6 -2.04 8.80E903 | Hemoglobin-like proteins GN=Cgl2448

Q8NQW4 -1.64 1.06E03 | Alpha-1,4 glucan phosphorylase GN=Cgl1308
Q8NT20 -1.56 8.50E03 | Small ribosomal subunit protein uS7 GN=rpsG
Q8NNC6 -1.39 1.53E02 | Glycine-tRNA ligase GN=glyQS
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Tabla Suplementaria 6B:Proteinas marcadas con FB sobrerrepresentadas en la cepa C.glu_apex

ID Uniprot Tasa de cambio | Valor p Descripcion

Q01651 8.48 2.83E903 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase GN=gap
Q8NMD4 3.69 6.08E903 Glucosamine-6-phosphate deaminase GN=nagB
Per-Protein-Pasmido| 3.32 4.69E04

Q8NSS1 3.31 5.03E03 Co-chaperonin GroES GN=groES

Q8NQB5 2.47 1.78E05 Phospholipid-binding protein GN=Cgl1523

Q8NLY®6 2.44 1.11E02 Chaperone protein DnaK GN=dnaK

Q01655 2.42 1.48E03 Phosphoglycerate kinase GN=pgk

Q8NMW3 2.27 3.12E03 Predicted thioesterase GN=Cgl2451

Q8NT21 1.97 1.95E02 Small ribosomal subunit protein uS12 GN=rpsL
Q8NL53 1.85 2.91E903 Ribosomal RNA small subunit methyltransferase G GN=rsmG
Q8NSX5 1.76 5.14E03 Small ribosomal subunit protein uS5 GN=rpsk
Q6M6E7 1.70 1.45E02 Fructose-1,6-bisphosphatase class 2 GN=glpX
Q8NQ64 1.58 2.44E04 Transaldolase GN=tal

P42439 1.40 3.76E03 Elongation factor Tu GN=tuf

Q8NM64 1.34 1.06E02 Chaperonin GroEL 2 GN=groEL2

Tabla Suplementaria 7A: Péptidos marcados con FB detectados exclusivamente en la cepa C.glu_apex2-ftsZ

. . Numero Numero Numero Numero Numero
Numero | Numero
A de de de de de ID L

Péptidos de total de , Descripcion

réplicas | espectros espectros | espectros | espectros | espectros | espectros | Uniprot

R1 R2 R3 R4 R5

ALTTVTTHDLPPTAGY[3 4-alpha-
61.1460]LEGEHIALR 4 33 18 ! 1 3 QBNNA/ glucanotransferase
EGTAAYAPEY[361.1460] 3 o5 1 18 6 QSNNNG Cell division protein
R SepF
EIVAY[361.1460]LF 4 16 9 1 4 2 Q8NSV1 | 50S ribosomal protein

167




L17

ERDY[361.1460]GY[361.1

Cell division protein

460]APEAPAPVAPSPAPR 16 8 QBNNNG SepF
DAEAY[361.1460]LGEDV Chaperone protein
TDAVITVPAYFEDSQR 13 6 2 QBNLY6 DnaK (HSP70)
GIELPPIY[361.1460]FSHD 13 9 08NLX1 ATP-s.quuryIase small
R subunit
Fructose-bisphosphate
:iKIEEALTY[?’Gl'MGO]GV 12 4 2 P19537 aldolase, FBP aldolase
FBPA
XSIEQDELQGY[%LMGO]L 12 2 2 Q8NNC6 | Glycine--tRNA ligase
VAPGVPVY[361.1460]Ell Hypothetical membrang
TGNGEGQTPIAK 12 3 2 QBNNI9 protein
ANTEHNY[361.1460]DAS .
SITILEGLEAVR 12 4 2 Q8NUD3 | DNA gyrase subunit B
ATP-dependent Clp
YSPCDIATY[361.1460]G )
MGLAASMGOQF 12 4 Q8NNO1 protea_se proteolytic
subunit 2
INGKPIGENFKEY[361.14 Diacetyl reductase [(S)
60]SSSIALGR 12 8 QENMA4 acetoin forming]
Uncharacterized
DYERDY[361.1460]ER 12 11 Q8NNV4 protein, Cgl2076
YFNDTY[361.1460]EGLP UDP-galactopyranose
TDGYAAWLEK 1 2 3 Q8NLQ1 mutase
ILDAMDSTGADY[361.14 Homoserine
60]JADSLAEATR 1 4 P08499 dehydrogenase, HDH
Pyruvate
IYNPHGQNY[361.1460]V dehydrogenase E1
PVDHDLMLSYR 1 3 QBNNF6 component, E1p, PDH
E1 component
DY[361.1460]GY[361.1460 Cell division protein
JAPEAPAPVAPSPAPR 11 5 QBNNN6 SepF
NDVLAANY[361.1460]PF 10 5 5 OSNRL6 Ribosome-binding

ATIEPNVGLVELPDAR

ATPase YchF
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ALEDLGPVY[361.1460]S

O-acetyl-L-homoserine

R 10 3 Q79Vvi4 sulfhydrylase, OAH-
sulfhydrylase
YGMADSY[361.1460]DE
QGNYIFPEGFDAETNEW 10 5 Q8NQRS5 | Ribosomal protein S1
LEGFDEQR
NAAY[361.1460]SIPTYGE D;\I'Ar:gggteeguit'ﬁt
SIYGDDGFGEFTGASVPL 9 1 Q8NT25 poly .
DEAFE beta, RNAP subunit
beta, Cgl0489
Uncharacterized
NAFEY[361.1460]LR 9 1 Q8NRD3 protein, Cgl1119
MLAAY[361.1460]AGHA . .
DVVOQALIER 9 2 Q8NN64 | Ankyrin repeat proteing
YEGTAAY[361.1460]APE Cell division protein
Y[361.1460]R 9 QBNNNG SepF
FY[361.1460]GAQPPAGH Phospholipid-binding
APHR 9 QBNQBS protein
Ornithine
HCLPAY[361.1460]R 9 3 Q59283 | carbamoyltransferase,
OTCase
ENY[361.1460]IPR 9 Q8NSZ2 &Egs ribosomal protein
SAEPY[361.1460]GR 9 3 Q8NQ65 | Transketolase
VHY[361.1460]SEIQGSGH, Cold shock proteins,
R 9 4 Q8NTX7 Cglo174
DGIPATQFY[361.1460]V 9 3 Q8NU40 Lactoylglutathione
DDVQEEYDSLKDK lyase and related lyase
Serine
Y[361.1460]QPLNELDPE hydroxymethyltransferg
VAAAIAGELAR 8 1 QI3PMY se, SHMT, Serine
methylase
APGESTY[361.1460]ANL Homoserine
PIADFGETTTR 8 2 P08499 dehydrogenase, HDH
ATFGNVHGVY[361.1460] 8 5 P19537 Fructose-bisphosphate

KPGNVK

aldolase, FBP aldolase
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FBPA

AETEDISEWVDY[361.146

Acetolactate synthase

OJLK ! P42463 large subunit
LVTATIDPGLDENAY[36 Uracil
1.1460]IVPGLGDAGDR 1 P58998 ggosphorlbosyltransfer
QKVESALDY[361.1460]K 1 Q8NM16 ?jnet%'tfs‘écc'”ate
GVHVVTVNDY[361.1460 Protein translocase
JLAK ! QBNSB6 subunit SecA 1
RQQAEEAAAEAPAGNY]
361.1460]STDSAEDAPAA . .
EAVEESAGSLASDEQLA 2 Q8NQR5 | Ribosomal protein S1
ALR
60 kDa chaperonin
MY[361.1460]AVGGGK Q8NM64 | 2 (GroEL protein 2)
(Protein Cpn60 2)
GYLSPY[361.1460]FINDN .
DTQOAVLDNPAVL 3 Q8NSS0 | 60 kDa chaperonin 1
ﬁYBGLMGO]AEEFEGDQ Q8NSSO0 | 60 kDa chaperonin 1
10 kDa
GGVEY[361.1460]LLLSA Q8NSS1 chaperonin (GroES
R protein) (Protein
Cpnl0)
2,3-
bisphosphoglycerate-
dependent
hosphoglycerate
EKY[361.1460]GDDQFME ) QBNTAS fnu tage gg Ny
WR dependent PGAM,
PGAM,
Phosphoglyceromutase
Dpgm
FAGQGY[361.1460]DWL 3 QSNMS0 3-oxoacyl-(Acyl-

K

carrier-protein)
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synthase

LAELGISLPSVAAPVAA

Translation initiation

Y[361.1460]VPAIQTGNQ 1 Q8NTM4 inhibitor
vw
NADP-specific
TVDEQVSNYY[361.1460] P31026 glutamate
DM[15.9949]LLK dehydrogenase, NADP
GDH
O-acetyl-L-homoserine
Svlgg?é?1§146o]DNSNADQ 2 Q79VI4 sulfhydrylase, OAH-
sulfhydrylase
Transcription
LPGY[361.1460]VLVR H7C6DO0 | termination/antitermina
ion protein NusG
GVVGGQSLAPTDTY[361 Hypothetical membrang
.1460]AQOR 3 QBNNKO protein
QQAEEAAAEAPAGNY[3
61.1460]STDSAEDAPAAE . .
AVEESAGSLASDEQLAA 2 Q8NQR5 | Ribosomal protein S1
LR
GSY[361.1460]GFVPDLP enoyl-{acyl-carrier-
AAAGTEAVGIVDALGEG 1 Q8NL73 rotein] reductase
VEGLOVGOR P
Carbon starvation
\(;[SGLMGO]PGGAPVSSG Q8NSL6 | protein, predicted
membrane protein
YDNLY[361.1460]PSR Q8NTE7 ;’;F;?r'g;gigg
Aspartate-
tRNA(Asp/Asn) ligase,
EC 6.1.1.23 (Aspartyl-
IGY[361.1460]EIK osNQ1g | [RNA synthetase,

AspRS) (Non-
discriminating aspartyl-
tRNA synthetase, ND-
AspRS)
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ADPY[361.1460]YFLPTV 1,4-alpha-glucan
GEM[15.9949]DIYLFSEG 2 Q8NR40 | branching enzyme
R GlgB
NAY[361.1460]NPAER 2 Q8NST5 ggs ribosomal protein
VHY[361.1460]SEIEGNGF Cold shock proteins,
R 1 QBNTJ9 | 510308
ATPases with
SCEIEII:;(C[«:BIE 1.1460INTLL 1 Q8NMAO | chaperone activity,
ATP-binding subunit
GLIDELDY[361.1460]GE
DOEASR 2 POC1E6 | GTPase Obg
DVGRDY[361.1460]EAVI > P42455 2-isopropylmalate
R synthase
DY[361.1460]EAVIR 1 pa2455 | 27iSopropyimalate
synthase
O-acetyl-L-homoserine
NLPIY[361.1460]QSTAF 2 Q79Vvi4 sulfhydrylase, OAH-
sulfhydrylase
SY[361.1460]IGVGPGR 2 08NM16 | Adenylosuccinate
synthetase
GSY[361.1460]DEIIAR 2 Q8NM44 | Putative glutamate
cysteine ligase 2
Ribosome-recycling
MLLIKPY[361.1460]EMSS 1 Q8NPO03 | factor, RRF (Ribosome
MQVIENAIR .
releasing factor)
ATP-dependent 6-
RVQLY[361.1460]DDEDI phosphofructokinase,
DR 1 Q8NR14 ATP-PFK,
Phosphofructokinase
TEHYDVVVLGAGPGGY| 1 Q8NTE1 Dihydrolipoyl
361.1460]VSAIR dehydrogenase, LPD
ELAAIQDAEKDY[361.14 "
60]DSR 2 Q8NMP2 | Ferritin
AY[361.1460]AGHADVV . .
QALIER 2 Q8NN64 | Ankyrin repeat proteins
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ALFSEAY[361.1460]EDP

Methionine synthase I

VSGIF 2 Q8NNQ9 (Cobalamln-
independent)
M[15.9949]GAVSY[361.14 Q8NQFS RNA polymerase-
60]JETDRDHDLAPR binding protein RbpA
SY[361.1460]ADDKSVLE Alpha-1,4 glucan
ELR 3 QBNQW4 phosphorylase
AY[361.1460]VETTR 1 Q8NTJ8 | DNA topoisomerase 1
GGGLFTTGNDRDY[361.1 %ﬁ”s"ucc
460JR P94337
Ketol-acid
éiYK[%l'l%O]NNHPIEET Q57179 reductoisomerase
(NADP(+)) (KARI)
Glutamine-fructose-6-
NSPLVIGVGEGENFLGS OSNND3 phosphate
DVSGFIDY[361.1460]TR aminotransferase
[isomerizing]
ANPAMFNGVMAEY[361. Ribosome-recycling
1460]YGVPTPITQMSGIT 3 Q8NPO03 | factor, RRF (Ribosome
VPEPR releasing factor)
EFFGLAPYEAEHEDAY[3 Cell division protein
61.1460]Y[361.1460]ADEP Q8NNN6 P
R SepF
AY[361.1460]ETTAPHLG Inosine-uridine
GCGLHDPLAVGVAVDP Q8NP48 | nucleoside N-
SLVTLLPINLK ribohydrolase
FGEIGGPPSAY[361.1460] Uncharacterized
QVEMR 3 Q8NPB4 protein, Cgl1900
Uncharacterized
AFEY[361.1460]LR Q8NRD3 protein, Cgl1119
SLEELNADIVFGIPGGAV Acetolactate synthase
LPVYDPLY[361.1460]SST 1 P42463 > SY
K large subunit
Y[361.1460]SLAPVAEAL 5 Q01655 Phosphoglycerate
SDELGQY[361.1460]VAL kinase
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AADVVGEDAHER
VAY[361.1460]TQLVDEIS . .
TEPDYDAALAALN Q8NRG3 | Thiol peroxidase
SQVY[361.1460]DIINVR 2 Q8NSV4 gas ribasomal protein
LTYIY[361.1460]GIGPAR 1 Q8NSV6 ?s’(:)é ribosomal protein
Ribonucleoside-
SGSGSSY[361.1460]VIGK 2 Q79VD6 | diphosphate reductase
subunit beta
VWLSEDY[361.1460]VR 2 Q79VE5 Sé%”tcrgi‘i:rzﬁgszm'”o'
LY[361.1460]FDDR 2 Q79VE6 gglczhlag?me”zed ACR,
EASY[361.1460]TLGTR 1 Q8NL57 §|§‘n‘§ﬁ‘ey§“r,ﬁ’igir2§y"L'
Universal stress proteir]
TMPQFLY[361.1460]AEG USpA and relate dp
MVPPQELFDDLQAEALE 1 Q8NLJ9 nucleotide-binding
K proteins, Cgl2943
Energy-dependent
FY[361.1460]PGAK Q8NMWO | translational throttle
protein EttA
GLAPYEAEHEDAYY[361 Cell division protein
.1460]ADEPR 1 QBNNNG SepF
Phage shock protein A
Y[361.1460]JANALGQAEL Q8NP60 (IM30), suppresses
ASNSVEGR sigmab4-dependent
transcription, Cgl1961
STSSDY[361.1460]SHALI Delta-aminolevulinic
R 2 QBNT79 acid dehydratase
AFDQVAEIVNGY[361.14 Formyltetrahydrofolate
60]DPDAIVLAR 2 ! QBNTCS deformylase
AHDGENY[361.1460]LSF Ferric nitrobindin-like
ESR Q8NMJ4 protein
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Pyruvate
dehydrogenase E1

GGY[361.1460]LPER Q8NNF6 component, E1p, PDH
E1 component
DNA-directed RNA
FVIEPLEPGFGY[361.1460 Q8NSV2 | polymerase subunit
JTLGN
alpha
VTFGEYGIQALEPAY[36 50S ribosomal protein
1.1460]ITNR 2 QBNTO0 L16
Y[361.1460]GALSDR Q8NTO8 EZS ribosomal protein
Myo-inositol-1-
GVEY[361.1460]YR Q8NLEG6 phosphate synthase
FY[361.1460]DLATGK Q8NNH1 | SPOR domain-
containing protein
Y[361.1460]DLATGK Q8NNH1 | SPOR domain-
containing protein
GGVAY[361.1460]IMK 1 pa2455 | 27iSopropyimalate
synthase
SKDTTTYQGVTEIGSVP P58893 Carbamoyl-phosphate
AY[361.1460]LVLADGR synthase small chain
YSLAPVAEALSDELGQY Q01655 Phosphoglycerate
[361.1460]VAL kinase
DAEAYLGEDVTDAVITV 1 0SNLY6 Chaperone protein
PAY[361.1460]FEDSQR DnaK (HSP70)
AGGAEVY[361.1460]R QsNQwy7 | Phosphomethylpyrimid
ne synthase
50S ribosomal protein
Y[361.1460]QTIEA Q8NRV2 | L25 (General stress
protein CTC)
Large ribosomal
VAHIEY[361.1460]DPNR Q8NTO05 subunit protein uL2
SYSDTPDDEDQYAEY[36 Q8NMJ1 Uncharacterized
1.1460]JADWDEDDTDNR protein, Cgl2582
GYERDDRDY[361.1460] 1 Q8NNv4 | Uncharacterized

protein, Cgl2076
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TKVEY[361.1460]SEIAHS

ADP-ribose

FLGETF 1 Q8NRH9 pyrophosphatase
:TDYK[%LMGO]TDEAPTPEL Q8NTH2 | Nitroreductase
IFDNSY[361.1460]FTELL 1 ésrl::s)irucc
SGEK ion
ILS[79.9663]Y[361.1460]A APEX
DFYQLAGVVAVEVTGG Construcc
PK ion
GGLFTTGNDRDY([361.14 Construce
60]R on

P94337

Construcc
NDPY[361.1460]LSR ion

P94337
ATELGLHLNTAY[361.14 P77844 Phosphate
60]JLVNPLTDPR acetyltransferase
SAIANY[361.1460]TSSY 2 Q79VG7 g;ﬁasy”thase subunit
YMLGELY[361.1460]EVA L-lactate
PSSVH 1 QBNLNO dehydrogenase, L-LDH
INLKDEIEFVCTHAGGV Ferric nitrobindin-like
VEIYY[361.1460]GQPLNE Q8NMJ4 X
R protein
ENPVEVAHAGNIY[361.1
460]JAFIGLKDTTTGDTLC Elongation factor G,
DANAPIILESMDFPDPVI 2 Q8NTI19 EFRG
QVAI
VGGVHY[361.1460]LM[1 Dihydrolipoyl
5.99491K QBNTEL dehydrogenase, LPD

Serine
LAADY[361.1460]PLYEG Q93PM7 hydroxymethyltransferg
LEDWTIV se, SHMT, Serine
methylase

LYTLDY[361.1460]YLK H7C7K2 | Pyruvate carboxylase
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NVADVEY[361.1460]LLQ

Pyruvate kinase,

ALADIGDPVAVER QB8NLN1 Cgl2910
HY[361.1460]GEVAQQLD Hypothetical membrang
GINVR QBNLQ6 protein
MGPY[361.1460]DTEEEA SPOR domain-
HHAISIAAAR 2 QBNNH1 containing protein
TKEFFGLAPY[361.1460]E Q8NNN6 Cell division protein
AEHEDAYYADEPR SepF
GFNLY[361.1460]FHTLG Phospholipid-binding
R 2 QBNQBS protein
Alpha-1,4 glucan
AAPGY[361.1460]VR 2 Q8NQW4 phosphorylase
AAFETTIVAY[361.1460]D Q8NQY7 D-3-phosphoglycerate
PYANPAR dehydrogenase
GAVEAGLVGVY[361.146 .
0]YOOFDR Q8NSB5 | HAD family hydrolase
YDVDPY[361.1460]ADKV Q8NSB7 Ribosome hibernation
DDVM[15.9949]PGQVVR promoting factor, HPF
Dihydrolipoamide
IAMY[361.1460]HALGEG osNsl4 | dehydrogenase/glutath
one oxidoreductase an
related enzymes
Y[361.1460]FGADAILLM Trvotoohan
LS[79.9663]VLDDEE YAA 1 P06560 bigl3 n'?hesis rotein
LAAEAARFDLDILTEVID T gF P
EEEVARA P
LVQLLIQSENAPQAVEY[ ATP synthase subunit
361.1460]Q1ISLW ! Q7OVG7 | ipha
O-acetyl-L-homoserine
DGKPVFPY[361.1460]FV
TPDAAY[361.1460]HGLK Q79vi4 sulfhydrylase, OAH-
sulfhydrylase
AIVAEEIVQYFLSY[361.1 Adenylosuccinate
460]JADR Q8NM16 synthetase
Uncharacterized
angFIPLY[%l.MGO]GE 1 Q8NNI8 transporter
Cgl2211/cg2425
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Construcc

TGNDRDY[361.1460]R 1 ion
P94337
Construcc
DPY[361.1460]LSR ion
P94337
Construcc
TSPNNY[361.1460]LAK ion
P94337
FGEGVPLKPVVKPGSWI
GGDHDGNPY[361.1460]V| P12880 E;r%%zzf;s”eo'pyr“"ate
TAETVEYSTHR
VLADTY[361.1460]PELN Elongation factor Tu,
EAF 1 P42439 EETU
AY[361.1460]DHEAIDAS P66326 Small ribosomal
AR subunit protein uS10
N-acetyl-gamma-
AY[361.1460][NTSGK 1 Q59279 glutamyl-phosphate
reductase
STLETWPQVIINTY[361.1 059282 Acetylornithine
460]GTPPVELVSGK aminotransferase
Ornithine
TY[361.1460]JAHSNF 1 Q59283 | carbamoyltransferase,
OTCase
Ornithine
CLPAY[361.1460]R 1 Q59283 | carbamoyltransferase,
OTCase
gQY[361.1460]LDNMDIE 1 Q8NN68 | Elongation factor 4
Ribosome-recycling
MLLIKPY[361.1460]EM Q8NPO03 | factor, RRF (Ribosome
releasing factor)
IVHQVNIEY[361.1460]LA Aconitate hydratase A,
R QBNQ98 ACN, Aconitase
FRPY[361.1460]TNTDVV 1 08NQV3 Glycerol-3-phosphate

GTEIGGACK

dehydrogenase
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[NAD(P)+]

Bifunctional purine

ISVY[361.1460]DK Q8NS21 | biosynthesis protein
PurH
LNAY[361.1460]NPAER Q8NST5 ?S,gs ribosomal protein
Y[361.1460]GIGPAR Q8NSV6 ?s’(:)é ribosomal protein
IGDPQVAY[361.1460]R Q8NT19 E',ggga“"” factor G,
Serine
YAEGYPGRRY[361.1460] Q93PM7 hydroxymethyltransferg
YGGCEQVDIIEDLAR se, SHMT, Serine
methylase
Serine
YAEGYPGRRYY[361.146 Q93PM7 hydroxymethyltransferg
0]GGCEQVDIIEDLAR se, SHMT, Serine
methylase
Serine
RYY[361.1460]GGCEQVD hydroxymethyltransferg
IIEDLAR 1 QOSPM7 | se, SHMT, Serine
methylase
NY[361.1460]TVEGMTCG Q8NL68 HMA domain-
HCVSSVK containing protein
TEDLVDIITELAEVY[361. Transcriptional
1460]GSWK 1 QBNLF4 regulators
Phage shock protein A
Y[361.1460]LMASF 1 Q8NLJ3 Si'g'rf]g)f; j_‘é‘;‘;fﬁjgﬁt
transcription, Cgl2949
Acetyl-CoA
TPDEPDAPY[361.1460]SD
GVVTGYGR 2 Q8NLR8 gﬁ{)&fjonﬁ/lase beta
EKETLEY[361.1460]AHQ Q8NM8S9 Hypothetical membrang

SELNR

protein
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RSY[361.1460]SDTPDDE

Uncharacterized

DQYAEYADWDEDDTDN Q8NMJ1 protein, Cgl2582
R 1
FGGDGAY[361.1460]GES 3-oxoacyl-(Acyl-
K ' Q8NMSO0 | carrier-protein)
synthase
M[15.9949]LAAY[361.146 . .
0JAGHADVVOQALIER Q8NN64 | Ankyrin repeat proteing
TRPY[361.1460]GVLFSK Q8NNAS8 | Acyl-CoA synthetase
Short-chain
AEAVY[361.1460]DDVLN Q8NNJ5 dehydrogenases of
LTAEDIAESVR various substrate
specificities
GLAPY[361.1460]EAEHE Cell division protein
DAYYADEPR QBNNNG SepF
Y[361.1460]EGTAAY 1 Q8NNN6 cszgggwsmn protein
GTAAYAPEY[361.1460]R Q8NNN6 cszgggwsmn protein
LRNECDDY[361.1460]VD Uncharacterized
TK QBNNV4 protein, Cgl2076
FIMGEEAKDWITVY[361. Uncharacterized ACR,
1460]PFVR 2 QBNPBS Cgl1899
ABC-type transporter,
{I/‘IL\IY[%LMGO]VKPDFIH Q8NQ77 | ATPase component,
Cgl1562
MGAVSY[361.1460]ETDR Q8NQF8 RNA polymerase-
DHDLAPR binding protein RbpA
VSDLVISAGY[361.1460] ABC-type transporter,
AILGR 2 QBNR37 ATPase component
Transcription
QKY[361.1460]NNLVR Q8NR58 termination factor Rho
Y[361.1460]GWEYSATVP Shikimate 5-
EDAK QBNRCO dehydrogenase
VLVY[361.1460]PRPR Q8NS03 | Molybdopterin
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molybdenumtransferas
,EC2.10.1.1

AGLSDNY[361.1460]AEW

DUF3071 domain-

TLNLHNTSNPTADPR QBNS52 containing protein
EFPVSAEETGYVHPY[36 08NS61 Uncharacterized
1.1460]TR protein, Cgl0818
LVDVPGFLPGAGQEY[36 Detergent sensitivity
1.1460]GGILR ! QBNSG7 rescuer dtsR1
VVGSDTPLY[361.1460]D Siderophore-interacting
QR QBNSKE protein
DYPLIPVGY[361.1460]F 1 Q8NTQ1 | Catalase
VVDAIATTATDRY[361.1 . .
460]DRPADAVVIESVEIT Q8NUA5 Eﬁﬁg‘g'sgmgg,f;zgrans
A L
WELEDLSFAILY[361.146 GTP
0]PK 087331 pyrophosphokinase
AFSHFALLANLAEDLY[3 P12880 Phosphoenolpyruvate
61.1460]DEELR carboxylase
O-acetyl-L-homoserine
fTZgO?EéEXTPDAAY[SG Q79vi4 sulfhydrylase, OAH-

' sulfhydrylase
Y[361.1460]MLGELY[361. 1 Q8NLNO L-lactate
1460]EVAPSSVHAY dehydrogenase, L-LDH
YMLGELYEVAPSSVHA L-lactate
Y[361.1460]IIGEHGDTEL Q8NLNO dehvdrogenase. L-LDH
PVLSSATIAGVSLSR ydrog '

60 kDa chaperonin
?BQEEISGY[%LMQSO]FA Q8NM64 | 2 (GroEL protein 2)
(Protein Cpn60 2)
60 kDa chaperonin
IC\BAEEGLMGSO]ISGYFATD 1 Q8NM64 | 2 (GroEL protein 2)
(Protein Cpn60 2)
GQMGGMDY[361.1460]L .
SEDRVELR Q8NN68 | Elongation factor 4
ANDGAY[361.1460]VR Q8NNF6 | Pyruvate
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dehydrogenase E1
component, E1p, PDH
E1 component

GAEAALDY[361.1460]GE 1 OSNNTS Histidinol
K dehydrogenase
Ribosome-recycling
NGVMAEY[361.1460]YG -
VPTPITQMSGITVPEPR 1 Q8NPO3 factor,. RRF (Ribosome
releasing factor)
EFGTSAQILY[361.1460]D Riboflavin biosynthesis
LGVR ! QBNQ52 protein RibBA
Glutamyl-tRNA(GIn)
DGY[361.1460]QPGVLEA )
FHASVEQMR 1 Q8NR17 amldo_transferase
subunit A
Pyruvate kinase,
Y[361.1460]ADIAAISFIR Q8NLN1 Cgl2910
Predicted
DAFGY[361.1460]R Q8NLZ3 amidohydrolase
ARPEY[361.1460]DI osNMm2g | ferredoxin-NADP(+)
reductase
Y[361.1460]IDVDQAIAH Q8NM85 Dihydropteroate
AK synthase
Two-component
system, response
ILDNVWHY[361.1460]DF 0SNMG8 regulators consisting of
GGDGNVVESYISYLR a CheY-like receiver
domain and a HTH
DNA-binding domain
AQHLLDRDY[361.1460]T N
PQIGDIAPPK 1 Q8NMP2 | Ferritin
ZQNYBGLMGO]EWVNVT Q8NNA8 | Acyl-CoA synthetase
EFFGLAPY[361.1460]EAE Cell division protein
HEDAY[361.1460]YADEP Q8NNN6 P
R SepF
IVAITACPTGIAHTY[361. Q8NPSO Phosphotransferase

1460]M[15.9949]AADSLT

system, fructose-
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QNAEGR

specific IIC component
EC 2.7.1.191

TWDSLTPGHPEY[361.14

TY[361.1460]ER

60]R 2 2 1 1 Q8NQ65 | Transketolase
Predicted membrane
components of an

]CI;:\éHVDIPLQAY[361.1460 2 2 1 1 Q8NQ75 | uncharacterized iron-
regulated ABC-type
transporter SufB

QGHDVLGTDLDPILIDY[ SAM-dependent

361.1460]AK 2 2 1 1 QBNQIO methyltransferases

Y[361.1460]ALTVF 2 2 1 1 Q8NRW?2 ;‘i‘;ct)'rdg chain release

GAPY[361.1460]SAGQVL DUF4259 domain-

ENYPFIR 2 2 1 1 QBNSCS containing protein

YGPY[361.1460]LK 2 2 1 1 Q8NTJ8 | DNA topoisomerase 1

DSLSILDQLIAGSGPEGL > > 1 1 Q8NTRO DNA polymerase Il

subunit gamma/tau

Tabla Suplementaria 7B:Péptidos marcados con FB detectados exclusivamente en & gépadpkna apex2-ftsZ

. . NUmero NUmero NUmero Numero Numero
Numero | Numero
_ de de de de de ID L
Péptidos de total de , Descripcién
réplicas | espectros espectros | espectros | espectros | espectros | espectros | Uniprot
R1 R2 R3 R4 R5
Thiamine biosynthesis
gYK[361'146O]M[15'9949]A 3 15 8 5 2 Q8NQH1 | multifunctional protein
ThiED
EAGSY[361.1460]GK 3 9 3 2 4 Q8NLP6 | Serine-tRNA ligase
Zn-dependent
HY[361.1460]DHADGAQ | 5 6 2 2 2 Q8NTL6 | hydrolases, including
glyoxylases
GNVHGVY[361.1460[K | 3 6 2 2 2 p19537 | Fructose-bisphosphate
aldolase
LNGFY[361.1460]K 3 5 2 2 1 Q8NP02 | Elongation factor Ts
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AlY[361.1460][EADAAAG Chaperone protein

AT 3 1 1 Q8NLY6 DnakK

APVAEALSDELGQY[361. Phosphoglycerate

1460]VALAADVVGEDA 2 2 2 Q01655 kinase

HER

ETQRPQGQNPY[361.146( .

JGGYDNFGGVYQQNVA | 3 1 1 Q8NRR2 Hﬁgme"ca' membrang

POK P

SFPEAVEVCAEKIGY[361

.1460]QINY[79.9663]QGG | 2 1 2 Q8NND6 | DNA primase

GPGR

Y[361.1460]KPTTPGR | 2 2 Q8NTO5 Is_str)%?]i??)cr)sfe?]aLLz

KQHALY[361.1460]GK | 2 2 Q8NSZ7 f&i‘:};g‘?i;’eﬁfhsﬂ
Pyruvate

ggg[%l'MGO]GLGHNF 2 2 Q8NNF6 | dehydrogenase E1
component

IYNPHGOQNYVPVDHDL Pyruvate

M[15.9949]LSY[361.1460] | 2 1 Q8NNF6 | dehydrogenase E1

R component

VNDVDAAY[361.1460]D alcohol dehydrogenase

RVVAGDVQFR 2 ! Q8NTHE | NADP(+))

Y[361.1460]GHEVK 2 1 1 069282 'c\)"x"’l‘c'ja;reegﬂ'cr;ggg
Glutamyl-tRNA(GIn)

EX%EY[SGLMESO]DAYYL 2 1 Q8NR17 | amidotransferase
subunit A

Tabla Suplementaria 8A: Péptidos marcados con FB sobrerrepresentados en la cepa C.glu_apex2-ftsZ
Péptidos Tasa de cambio Valor p ID Uniprot Descripcion
RY[361.1460]YGGCEQVDIIEDLAR 4.47 5.15E03 Q93PM7 Serine hydroxymethyltransferas
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Universal stress protein UspA

IAAAFDATLIIGCAYY[361.1460]ESK 1.62E02 | Q8NQQ6 and related nucleotide-binding
-4.30 proteins
AAGY[361.1460]EVTTPIVVSNYK 1.13E03 | Q8NMD6 protein-N(pi)-phosphonhistidine
-3.51 sucrose phosphotransferase
SY[361.1460]GLM[15.9949]EQNVYTFFVSTDANK | , ., 4.76E02 | Q8NT06 tﬁrzgge ribosomal subunit protein
Y[361.1460]QNWPEASAVDLSDVALES- ) . .
DALDAAVDLK 285 3.03E902 Per-Protein-Plasmido
Energy-dependent translational
SFY[361.1460]PGAK 274 3.22E02 Q8NMWO throttle protein EttA
EFFGLAPYEAEHEDAY[361.1460]YADEPR 258 4.42E902 | Q8NNN6 Cell division protein SepF
DNA-directed RNA polymerase
GDY[361.1460]ITRPIK 240 3.58E02 Q8NT25 subunit beta’
REY[361.1460]HNESDELVAAK 231 2.79E03 P19583 Triosephosphate isomerase
EFFGLAPYEAEHEDAYY[361.1460]ADEPR 231 2.94E02 | Q8NNN6 Cell division protein SepF
TVDEQVSNYY[361.1460]DMLLK 1.98E02 | P31026 NADP-specific glutamate dehy-
-2.30 drogenase
AVSLEHFGASADY[361.1460]QTLFEK 2.25 4.55E03 | Q8NQ65 Transketolase
AEY[361.1460]PDVH- .
VIVHPESPMPVVDAADSSGSTDFIVK -2.23 2:31E02 | Q8NRIO Quinolinate synthase
SLIHGY[361.1460]GK 222 3.46E03 | Q8NQW4 Alpha-1,4 glucan phosphorylase
ILADSY[361.1460]FDDLPVEQRPY 2.29E02 | Q8NS46 3-oxoacyl-(Acyl-carrier-protein)
-2.16 synthase
Ribosomal RNA small subunit
VY[361.1460]TVGEALLSEPTTL 215 2.7TTED2 Q8NL53 methyltransferase G
SY[361.1460]QSTIVPVELHSFEDAQVIGGAFR 214 1.71E03 Q8NNNG6 Cell division protein SepF
YMLGELY[361.1460]EVAPSSVHAY -2.00 4.89E02 | Q8NLNO L-lactate dehydrogenase
Ketol-acid reductoisomerase
AIELLY[361.1460]DADADLSLIQGR 199 1.69E03 Q57179 (NADP(+))
YM[15.9949]LGELY[361.1460]EVAPSSVHAYII- )
GEHGDTELPVLSSATIAGVSLSR 1.92 2.89E02 | Q8NLNO L-lactate dehydrogenase
YAADEDAFFADY[361.1460]JAEAHQK -1.83 5.73E04 APEX Construccion
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LFGAPPGY[361.1460]VGYEEGGQLTEK

-1.81

2.16E02

Q8NMAO

ATPases with chaperone activit
ATP-binding subunit

ALDALDNGTLNDNNSGLFY[361.1460]DLK

-1.62

4.04E03

Q8NQW4

Alpha-1,4 glucan phosphorylasg

Tabla Suplementaria 8B:Péptidos marcados con FB sobrerrepresentados en |&.gépadpkna_apex2-ftsZ

Péptidos Tasa de cambio Valor p ID Uniprot Descripcién
IVGGVHY[361.1460]L 7.89 3.49E02 | Q8NTEL Eli_,hgdro”poy' dehydrogenase,
HTPFFDNYRPQFY[361.1460]FR 6.08 1.09E03 | P42439 Elongation factor Tu, ERu
AVLEAYSPLYGIY[361.1460]QK 5.68 2.30E03 Q8NSD2 Metallopeptidase family protein
IEESLY[361.1460]R 4.96 4.46E02 | Q8NSZ0 Qi'sgt/(')‘gegl’orne;:Crfjﬁ;;seéated o
GVGGEVLAY[361.1460]VW 4.38 1.13E02 | Q8NSX8 ﬁg‘sa” ribosomal subunit protein
GAIEIDDY[361.1460]M[15.9949]R 3.94 1.15E04 | Q8NTEL Eli_,hgdro”poy' dehydrogenase,
VEIENSDSDY([361.1460]DREK 3.93 1.06E03 | Q8NM64 g?o't‘gs‘ g;?ggt%?;”gpfgg’g'
Y[361.1460]LSGGQOK 3.62 6.70E03 | Q8NRHO ﬁ.’?g;g’gi;ﬁggﬁgﬁf“ duplicate
IVGGVHY[361.1460]LM[15.9949]K 3.49 2.63E03 | Q8NTE1 E;,hgdro”poy' dehydrogenase,
STY[361.1460JHPK 3.27 3.52E04 | Q8NST6 tﬁrl%e ribosomal subunit protein
SYEPY[361.1460]ELYETVPGLK 3.15 9.37E03 | Q8NQW4 Alpha-1,4 glucan phosphorylase
WFY[361.1460]DLATGK 3.00 3.63E02 | Q8NNH1 SPOR domain-containing protei
SGSY[361.1460]LDAGK 2.92 3.96E04 | Q8NTDO gg%hsa;?ae”zed protein,
GHTEVY[361.1460]R 2.85 3.08E03 | Q79VF2 Nitrogen regulatory protein PlI
AFAHY[361.1460]R 2.76 8.13E04 | Q8NT20 30S ribosomal protein S7
NLY[361.1460]FHTLGR 2.75 2.26E02 | Q8NQB5 Phospholipid-binding protein
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Periplasmic serine proteases

IYQDNQY[361.1460]K 2.74 3.57E02 Q8NPI9 (CIpP class)
O-acetyl-L-homoserine sulfhy-
PVFPYFVTPDAAY[361.1460]HGLK 2.63 2.10E02 Q79Vvi4 drylase, OAH-sulfhydrylase
50S ribosomal protein L25 (Ger
Y[361.1460]QTIEAAVR 2.57 1.22E03 Q8NRV2 eral stress protein CTC)
LAAQY[361.1460]PQHTIF 2.52 1.17E02 Q8NRIO Quinolinate synthase A
Chaperone protein
NNAESLVY[361.1460]QTR 2.50 1.10E03 Q8NLY6 Dnak (HSP70)
HIVEWLY[361.1460]NR 2.44 2.61E02 | Q8NMF7 Predicted hydrolases of the HAI
superfamily
MMFGYPTEPY[361.1460]EIDPIMVK 243 1.34E02 P42457 Citrate synthase
MFLSQY[361.1460]WGGPK 2.43 1.34E02 | Q8NMW6 Hemoglobin-like proteins
HARPEY[361.1460]DI 241 4.42E02 Q8NM28 ferredoxin-NADP(+) reductase
Carboxymuconolactone decar-
ADM[15.9949]PY[361.1460]FR 2.40 2.42E02 | Q8NMX8 boxylase-like domain-containing
protein
60 kDa chaperonin 2 (GroEL
AM[15.9949]Y[361.1460]AVGGGK 2.39 3.42E02 | Q8NM64 brotein 2) (Protein Cpneo 2)
LDDSY[361.1460]K 2.38 1.84E03 | Q8NNPO Isoleucine-tRNA ligase
PQFY[361.1460]FR 2.32 2.06E02 P42439 Elongation factor Tu, ERu
AFAFAGQGY[361.1460]DWLK 2.24 4.49E02 | Q8NMSO i;/cr’]’t(ﬁ;‘gg"(Acy"ca”'er'pmte'”)
Phage shock protein A (IM30),
Y[361.1460]LM[15.9949]ASFDNK 2.22 6.96E04 | Q8NLJ3 suppresses sigmab4-dependen
transcription, Cgl2949
VNY[361.1460]VDR 2.19 2.33E02 | Q8NRCO Shikimate 5-dehydrogenase
LLY[361.1460]PEPK 2.18 1.37E03 | Q8NR47 Lactoylglutathione lyase and re
lated lyases
VATAY([361.1460]EAK 2.16 2.36E03 | Q8NP83 Phosphoenolpyruvate-protein
phosphotransferase
GTM[15.9949]Y[361.1460]DPSSVF 2.12 254E02 | QBMBE7 Fructose-1,6-bisphosphatase

class 2, FBPase class 2
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Transcription termination/antiter

IIQCYSGY[361.1460]ENK 2.11 4.82E02 | H7C6DO anst .
mination protein NusG
VVDAIATTATDRY[361.1460]DR 2.11 6.67E03 | Q8NUA5 Peptidyl-prolyl cis-trans isomer-
ase, PPlase
SY[361.1460]GLM[15.9949]EQNVY 2.11 3.92E03 | Q8NT06 tﬁrzgge ribosomal subunit protein
PLLEEYY[361.1460]AR 2.05 8.47E03 | Q8NMK4 Acetyl-CoA hydrolase
Y[361.1460]YTIYR 2.04 1.83E02 Q8NP40 Translation initiation factor IF-2
Periplasmic serine proteases
1Y[361.1460]QDNQYK 2.01 4.43E02 | Q8NPI9 (CIpP olass)
LLEEYY[361.1460]AR 2.00 2.31E02 | Q8NMK4 Acetyl-CoA hydrolase
CAALLIDGTPVGY[361.1460]JAGELHPQILEK 1.98 6.7LE03 | Q8NQN6 ESSS%'ta'a”'”etRNA ligase beta
1,4-dihydroxy-2-naphthoyl-CoA
SGY[361.1460]QYATEHAR 1.97 3.99E02 | Q8NT47 synthase. DHNA-CoA syithase
AQTSVY[361.1460]DIAK 1.95 9.58E03 | Q01655 Phosphoglycerate kinase
IPVQY[361.1460]AK 1.94 3.76E03 P38376 Protein translocase subunit Sec
Y[361.1460]GPYLK 1.92 1.64E02 | Q8NTJ8 DNA topoisomerase 1
SAIANYTSSY[361.1460]SAEASR 1.92 4.25E03 | Q79VG7 ATP synthase subunit alpha
ASY[361.1460]LTR 1.92 3.07E03 | Q8NP02 Elongation factor Ts, EFs
DNA-directed RNA polymerase
VY[361.1460]EAIVK 1.90 1.67E02 | Q8NT26 subunit beta, RNAP subunit bet
Cglo48s
Glyceraldehyde-3-phosphate de
IAVY[361.1460]AER 1.89 1.01E02 | Q01651 hytirogenase, GAPDH
DGIM[15.9949]VY[361.1460]R 1.88 2.97E02 | Q8NLG6 Thiol-disulfide isomerase and
thioredoxins
LAY[361.1460]PIDK 1.88 2.40E02 | Q8NLF9 Eé“é"” ribosomal subunit protein
AFY[361.1460]DNLYPSR 1.86 7.01EO3 | Q8NTE7 UDP-glucose 6-dehydrogenase
VLVY[361.1460]PR 1.86 3.02E02 | Q8NS03 Molybdopterin molyb-

denumtransferase, EC 2.10.1.1
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IGSSTHTIDPSASFYPY[361.1460]AESK 1.85 8.78E03 | Q8NQ95 Predicted nucleoside-diphos-
phate-sugar epimerases
SQY[361.1460]IER 1.84 1.37E05 | Q8NSX5 308 ribosomal protein S5
SY[361.1460]LIGQGR 1.84 5.60E03 | Q8NR21 Eﬁ‘ocigi“nc'ease domain-containing
VLVY[361.1460]GNR 1.75 3.59E03 | Q8NTC5 ;Zgy'te”ahydmfo'ate deform-
TGY[361.1460]VVSDK 1.72 1.52E02 | Q8NSZ7 308 ribosomal protein S17
Fructose-1,6-bisphosphatase
LQEYSVVDY[361.1460]TTAT 1.71 3.74E03 | Q6M6E7 class 2 FBPase class 2
ALISVY[361.1460]DK 1.70 5.02E03 | Q8NS21 Bifunctional purine biosynthesis
protein PurH
VY[361.1460]TTTPK 1.65 1.87E03 | Q8NT21 308 ribosomal protein S12
AYAVY[361.1460]K 1.64 6.49E04 | Q8NQ64 Transaldolase

Tabla Suplementaria 9A: Proteinas marcadas con FB detectadas exclusivamente en la cepa C.glu_apex2-ftsZ

, . NUmero Ndmero NUmero Ndmero Ndmero
D Namero | Numero de de de de de
. de total de Descripcion
Uniprot o espectros | espectros | espectros | espectros | espectros
réplicas | espectros R1 R2 R3 R4 R5

Q8NUD3 5 14 2 6 2 2 2 DNA gyrase subunit B GN=gyrB

Q8NLX1 3 13 1 9 3 Sulfate adenylyltransferase GN=Cgl2815

Q8NNI9 5 12 3 3 2 2 2 Hypothetical membrane protein GN=Cgl2210

Q8NSB6 4 10 4 3 1 2 Protein translocase subunit SecA 1 GN=secAl
UPF0678 fatty acid-binding protein-like protein

Q8NMJ4 |3 9 2 6 1 Cgl2579/cg2850 GN=Cgl2579

P58998 4 8 3 2 1 2 Uracil phosphoribosyltransferase GN=upp
Carbon starvation protein, predicted membrane p

QBNSLE 3 8 2 5 1 tein GN=Cgl0654

Q8NP48 2 8 5 3 Inosine-uridine nucleoside N-ribohydrolase

GN=Cgl1977
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Long-chain acyl-CoA synthetases (AMP-forming)

QBNNAS 3 ! 5 GN=CgI2296
NADPH:quinone reductase and related Zn-depen
QBNL73 3 ! 5 ent oxidoreductases GN=Cgl3076
POC1EG6 3 6 2 GTPase Obg GN=o0hg
Methionine synthase Il (Cobalamin-independent)
Q8NNQ9 3 6 2 GN=Cgl2129
Q8NM44 | 3 6 2 2 Putative glutamatecysteine ligase 2 GN=Cgl2736
Q6M2F0 2 6 4 2 ATP-dependent zinc metalloprotease FtsH GN=ft
Cytochrome bcl complex cytochrome b subunit
Q79VE9 2 6 2 4 GN=qgcrB
Q8NT79 3 5 2 Delta-aminolevulinic acid dehydratase GN=Cgl04
Q8NRG3 |3 5 2 1 Thiol peroxidase GN=tpx
ABC-type transporter, duplicated ATPase compo
Q8NQ84 | 2 5 2 nent GN=Cgl1554
Q8NQHO |3 4 1 2 Hydroxyethylthiazole kinase GN=thiM
Q8NLU7 3 4 1 2 Hypothetical membrane protein GN=Cgl2839
Q8NTH2 3 4 1 2 Nitroreductase GN=Cgl0335
Geranylgeranyl pyrophosphate synthase
Q8NT37 |2 4 2 GN=Cgl0473
Q8NQK6 |2 4 3 GTPase Der GN=der
Q8NLQ6 2 4 1 3 Hypothetical membrane protein GN=Cgl2883
N-acetyl-gamma-glutamyl-phosphate reductase
Q59279 2 4 2 GN=argC
P77844 2 4 2 2 Phosphate acetyltransferase GN=pta
H7C7K2 2 4 2 2 Pyruvate carboxylase GN=Cgl0689
Q8NSB5 2 4 2 Uncharacterized protein GN=Cgl0761
Q8NPK7 2 4 3 Uncharacterized protein GN=Cgl1805
P06560 3 3 1 Tryptophan biosynthesis protein TrpCF GN=trpC
Q8NNI8 3 3 1 1 Uncharacterized transporter Cgl2211/cg2425

GN=Cgl2211
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Q8NS16 2 3 1 2 50S ribosomal protein L33 GN=rpmG

Q8NR37 2 3 1 é;B\lC:Zé)gl)leztg;nsporter, ATPase component
Q8NLRS8 2 3 1 2 Acetyl-CoA carboxylase beta subunit GN=Cgl287
Q59282 2 3 2 1 Acetylornithine aminotransferase GN=argD
Q8NSKO 2 3 1 2 Exonuclease Il GN=Cgl0671

Q8NRD7 |2 3 1 2 SAM-dependent methyltransferases GN=Cgl111}4
Q8NSK6 2 3 1 2 Siderophore-interacting protein GN=Cgl0665
Q8NLF4 2 3 1 2 Transcriptional regulators GN=Cgl2988
Q8NS52 2 3 2 1 Uncharacterized protein GN=Cgl0827

Q8NM85 2 2 1 1 Dihydropteroate synthase GN=Cgl2694
Q8NTRO 2 2 1 1 DNA polymerase Il subunit gamma/tau GN=dna
Q8NNT5 2 2 1 1 Histidinol dehydrogenase GN=hisD

Q8NN35 2 2 1 1 Molecular chaperone GN=Cgl2378

POC1E4 2 2 1 1 Pyrroline-5-carboxylate reductase GN=proC
Q8NQ52 2 2 1 1 Riboflavin biosynthesis protein RibBA GN=ribBA
Q8NSC5 2 2 1 1 Uncharacterized protein GN=Cgl0751

Tabla Suplementaria 9B:Proteinas marcadas con FB detectadas exclusivamente en la cepalfkgtuapex2-ftsZ

NGmero | Namero NuUmero Numero Numero Numero Numero
ID de de de de de L
. de total de Descripcion
Uniprot réplicas | espectros espectros | espectros | espectros | espectros | espectros
R1 R2 R3 R4 RS
Q8NRR2 | 3 4 2 1 1 Hypothetical membrane protein GN=Cgl0983
Q8NTH6 | 2 2 1 1 Zn-dependent alcohol dehydrogenases GN=Cgl0}
069282 2 2 1 1 Malate:quinone oxidoreductase GN=mqo
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Tabla Suplementaria 10A:Proteinas marcadas con FB sobrerrepresentadas en la cepa C.glu_apex2-ftsZ

ID Uniprot | Tasa de cambio | Valorp Descripcion

Q8NSD2 -6.44 1.19E03 | Uncharacterized protein GN=Cgl0744

Q8NSX8 -4.55 1.17E02 | 30S ribosomal protein S8 GN=rpsH

Q8NNPO -3.47 8.62E04 | Isoleucine-tRNA ligase GN=ileS

Q8NTDO -3.26 3.11E904 | Uncharacterized protein GN=Cgl0377

Q8NQH1 -3.23 1.85E02 | Thiamine biosynthesis multifunctional protein ThiED GN=theD
Q8NSZ0 -2.69 3.02E02 | Aldo/keto reductases, related to diketogulonate reductase GN=Cgl0525
Q8NTQ1 -2.46 1.29E902 | Catalase GN=Cgl0255

Q8NR47 -2.31 1.23E03 | Lactoylglutathione lyase and related lyases GN=Cgl1217

Q8NNJ2 -2.30 2.77E02 | Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase component of pyruvate dejgytase complex GN=aceF
Q8NRV2 -2.22 1.16E03 | 50S ribosomal protein L25 GN=rplY

Q8NLF9 -2.21 1.08E02 | 30S ribosomal protein S6 GN=rpsF

Q8NRCO -2.19 3.23E02 | Shikimate 5-dehydrogenase GN=Cgl1132

Q46078 -2.14 1.79E04 | Pyruvate kinase GN=pyk

Q8NR21 -2.11 1.83E03 | Exonuclease domain-containing protein GN=Cgl1243

Q8NSX5 -2.05 1.00E905 | 30S ribosomal protein S5 GN=rpsE

Q79VF2 -2.03 1.94E02 | Nitrogen regulatory protein PIl GN=Cgl2060

Q8NST6 | -1.95 3.88E03 | 50S ribosomal protein L13 GN=rpIM

Q8NLN1 -1.94 2.56E02 | Pyruvate kinase GN=Cgl2910

Q8NSZ7 -1.86 9.49E03 | 30S ribosomal protein S17 GN=rpsQ

Q8NT21 -1.84 2.51E04 | 30S ribosomal protein S12 GN=rpsL

Q8NQ95 | -1.82 8.86E03 | Predicted nucleoside-diphosphate-sugar epimerases GN=Cgl1543
Q8NT20 -1.81 5.13E04 | 30S ribosomal protein S7 GN=rpsG

P38376 -1.65 7.54E03 | Protein translocase subunit SecY GN=secY

Q8NPO02 -1.64 3.47E03 | Elongation factor Ts GN=tsf
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| Q8NSV4

-1.55

2.66E03

30S ribosomal protein S4 GN=rpsD

Tabla Suplementaria 10B:Proteinas marcadas con FB sobrerrepresentadas en (@ gepaipkna_apex2-ftsZ

ID Uniprot | Tasa de cambio | Valorp Descripcién

APEX 3.57 1.47E04

Q8NNA7 3.50 9.31E03 | 4-alpha-glucanotransferase GN=Cgl2297

Q8NQF8 3.25 1.26E02 | RNA polymerase-binding protein RbpA GN=rbpA

Q8NMD6 3.24 2.38E04 | Phosphotransferase system IIC components, glucose/maltose/N-acetsdghine-specific GN=Cgl2642
Q8NMWO | 2.81 3.97E03 | ABC-type transporter, duplicated ATPase component GN=Cgl2454
P58893 2.76 1.32E02 | Carbamoyl-phosphate synthase small chain GN=carA

per o 2.7 3.18E02

P31026 2.28 4.02E902 | NADP-specific glutamate dehydrogenase GN=gdh

Q57179 1.94 1.51E03 | Ketol-acid reductoisomerase (NADP(+)) GN=ilvC

P59004 1.87 4.02E92 | Uridylate kinase GN=pyrH

Q8NRO1 1.65 9.10E03 | Hypothetical membrane protein GN=Cgl1266

Q93PM7 1.47 4.59E03 | Serine hydroxymethyltransferase GN=glyA
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Figura Sumplementaria 1: Distribucion de las proteinas candidatas a interactores de FtsZ en
la filogenia de Actinobacteria.
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