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Resumen del proyecto

La elongacion y la divisidon celular de bacilos son procesos dirigidos por dos complejos de proteinas denominados
elongasoma y divisoma respectivamente. El conocimiento actual acerca de la arquitectura de estos complejos proviene
mayoritariamente del estudio de organismos modelo, para los que se han identificado muchos de sus componentes. Sin
embargo, para el orden Corynebacteriales, la informacion disponible es muy fragmentaria y pone de manifiesto
diferencias importantes con las bacterias modelo. Muchas de las proteinas claves del elongasoma y divisoma de
Escherichia coli y Bacillus subtilis no presentan homélogos reconocibles en el orden Corynebacteriales. Ademds, existen
fuertes evidencias de que estas bacterias utilizan la fosforilacién de proteinas como mecanismo para regular el
ensamblado del divisoma y elongasoma. En este proyecto nos planteaos contribuir a elucidar la arquitectura molecular de
estos complejos mediante la exploracién del entorno proteémico de componentes del divisoma y/o elongasoma con alta
resolucion espacial. Para ello, utilizamos dos aproximaciones interactémicas complementarias centradas en
componentes clave de estos complejos y en distintos contextos de fosforilacidn: marcado por proximidad en la célula viva
y entrecruzamiento quimico, ambas acopladas a espectrometria de masa. Los resultados obtenidos a través del andlisis
de mads de 15 interactomas nos han permitido identificar y caracterizar nuevos componentes del los complejos en estudio y
mapear redes de interacciones en el septo y el polo de la célula. Ademds, realizamos una caracterizacién funcional de
algunos de estos componentes seleccionados. Globalmente, la ejecucion del presente proyecto permitié mejorar nuestra
comprension a nivel molecular de dos procesos esenciales en un grupo de bacterias de gran importancia médica e
industrial: la elongacién y divisién celular. Ademds, nos permitié identificar nuevos potenciales blancos para agentes
antimicrobianos con modos de accidn muy especificos para estas bacterias, que incluyen importantes patédgenos
humanos, como Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium leprae y Corynebacterium diphtheriae.

Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias Bioldgicas / Bioquimica y Biologia Molecular / Proteémica
microbiana

Palabras clave: elongasoma/divisoma / Corynebacterineae / espectrometria de masa /

Introduccién

El crecimiento y la division celular de los bacilos son procesos temporal y espacialmente coordinados, y dirigidos por los
complejos de proteinas denominados elongasoma y divisoma respectivamente. El ensamblaje del divisoma comienza con
la polimerizacién de una proteina muy conservada, FtsZ (el homdlogo bacteriano de la tubulina) que forma un anillo
contrdctil en el sitio de divisién (Mateos-Gil, Tarazona, & Velez, 2019). Este anillo sirve de plataforma para el reclutamiento,
secuencial y ordenado, de un repertorio de proteinas estructurales y accesorias que conforman el complejo funcional de la
division celular. Estas incluyen las proteinas responsables del anclaje del anillo a la membrana y las enzimas
responsables de la sintesis de la pared celular. Por otro lado, el elongasoma, que guia la sintesis de pared celular durante
el crecimiento, se ensambla en torno a otra proteina: MreB, el homélogo bacteriano de la actina. Y también incluye la
magquinaria necesaria para la biosintesis de la envoltura celular. (Szwedziak & Lowe, 2013). Nuestro conocimiento actual
acerca de la elongacidn y division celular en bacilos proviene en gran medida del estudio de organismos modelo:
Escherichia coli y Bacillus subtilis. Para estas bacterias se identificaron varias decenas de proteinas que forman parte del
divisoma y/o elongasoma, y se han comenzado a comprender los mecanismos de su ensamblaje (Adams & Errington,
2009; Lutkenhaus, Pichoff, & Du, 2012).

Sin embargo, este conocimiento acumulado no es fdcilmente extrapolable a otras bacterias. En particular, el orden
Corynebacteriales, que comprende los géneros Corynebacterium y Mycobacterium entre otros, presenta particularidades
importantes en la elongacion y division celular (Donovan & Bramkamp, 2014; Hett & Rubin, 2008). Estas bacterias se
caracterizan por una pared celular Unica y compleja, compuesta por peptidoglicano unido covalentemente a estructuras
de arabinogalactanos esterificadas con dcidos micélicos (Brennan & Nikaido, 1995). Ademads, el crecimiento celular se da a
partir de los polos, a diferencia de los bacilos bien estudiados que crecen desde la superficie lateral (Brown, Kysela, &
Brun, 2011; Jones, Carballido-Lopez, & Errington, 2001). Para estas bacterias se demostré que el etambutol inhibe el
crecimiento apical pero no la division celular, indicando que elongasoma y divisoma utilizarian maquinarias al menos
parcialmente diferentes para la biosintesis de pared (Schubert et al., 2017). El andlisis gendémico evidencia diferencias
también a nivel molecular. Muchas de las proteinas claves para la division y elongacion en E. coli y B. subtilis, incluyendo
MreB, las proteinas que anclan FtsZ a la membrana y el sistema MinCDE que regula la posicién del anillo en medio de la
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célula, no presentan homoélogos reconocibles en los Corynebacteriales (Donovan & Bramkamp, 2014; Hett & Rubin, 2008;
Letek et al., 2008). Al mismo tiempo, Gltimamente se han comenzado a identificar proteinas que son especificas del
divisoma y elongasoma de micobacterias y corinebacterias, y cuya funcién es ain poco comprendida (Plocinski et al.,
2012; Plocinski et al., 2013; Plocinski et al., 2011). Finalmente, existen fuertes evidencias de que los Corynebacteriales
utilizan la fosforilacién de proteinas como un mecanismo para regular la elongacidn y division celular (Bellinzoni,
Wehenkel, Duran, & Alzari, 2019; Molle & Kremer, 2010; Wehenkel et al., 2008). Diversas proteinas del divisoma y/o
elongasoma de estas bacterias estdn fosforiladas, incluida la propia FtsZ (Schultz et al., 2009; Sureka et al., 2010; Thakur
& Chakraborti, 2006), siendo PknA la Ser/Thr quinasa identificada como responsable de la fosforilacién de FtsZ (Thakur &
Chakraborti, 2006).

Con el fin de contribuir a elucidar la arquitectura molecular de estos complejos, en este proyecto nos propusimos
desarrollar estrategias de marcado por proximidad en células vivas, una aproximacién experimental novedosa para el
andlisis de complejos de macromoléculas y que ain ha sido muy poco utilizada en bacterias. Nos planteamos explorar el
entorno proteémico de componentes clave del divisoma y/o elongasoma con el fin de identificar las proteinas que podrian
cumplir las funciones de las piezas faltantes en los Corynebacteriales, y evaluar la relevancia de interacciones
moleculares seleccionadas en la estructura y funcion de estos complejos. A su vez nos propusimos estudiar el entorno
protedmico de proteinas claves del elongasoma y divisoma en cepas deficientes en la fosforilacidn de proteinas. Los
resultados obtenidos nos permitirian identificar nuevos componentes del divisoma y elongasoma de este grupo de
bacterias, asi como entender el rol de la fosforilacion de proteinas en estas interacciones, contribuyendo con nuestra
comprension de procesos esenciales en los Corynebacteriales. Finalmente, destacamos que los resultados obtenidos en el
marco de este proyecto nos permitirian identificar nuevos potenciales blancos para agentes antimicrobianos con modos
de accién muy especificos para un grupo de bacterias que incluye importantes patégenos humanos como Mycobacterium
tuberculosis, Mycobacterium leprae y Corynebacterium diphtheriae.

Metodologia/disefio del estudio

Como primer paso hacia la identificacién de nuevos integrantes del divisoma y elongasoma, nos propusimos desarrollar,
optimizar y validar una estrategia de marcado por proximidad en células vivas, utilizando como bacteria modelo del grupo
en estudio a Corynebacterium glutamicum. Esta es una bacteria no patdégena, de crecimiento rapido y de gran importancia
en la produccion industrial de aminodcidos. Por este motivo ha sido ampliamente estudiada, y hay una variedad de
herramientas de biologia molecular disponibles, lo que la convierte en un excelente modelo.

Las estrategias de marcado por proximidad permiten explorar el entorno protedmico de proteinas de interés en
condiciones fisiolégicas (Lobingier et al., 2017; Roux, Kim, Raida, & Burke, 2012). Se basan en la expresién de la proteina
cebo fusionada a una enzima ingenierizada que es capaz de introducir, en ciertas condiciones, una marca en aquellas
proteinas que se encuentren préximas en el contexto de la célula viva. Estas aproximaciones presentan enormes ventajas
frente a los métodos cldsicos, al permitir identificar interacciones proteina-proteina débiles o transitorias, o que
involucran proteinas de membrana. Dos tipos principales de enzimas se utilizan para el etiquetado por proximidad: ligasas
de biotina mutantes con especificidad relajada (BioID) (Roux, Kim, & Burke, 2013; Roux et al., 2012) y ascorbato peroxidasas
ingenierizadas (APEX) (Hung et al., 2017; Hung et al., 2014; Rhee et al., 2013). Ambas enzimas han sido utilizadas con éxito
en diferentes sistemas bioldgicos para describir la composicién de organelos, la arquitectura de complejos
macromoleculares y de vias de sefializacién, fundamentalmente en organismos eucariotas (Kang & Rhee, 2022; Lobingier
et al., 2017; Qin, Cho, Cavanagh, & Ting, 2021; Roux et al., 2012; Samavarchi-Tehrani, Samson, & Gingras, 2020). En el marco
de este proyecto seleccionamos una estrategia basada en ascorbato peroxidasas, donde las células expresando APEX2
fusionada a nuestra proteina de interés se incuban con un compuesto fendlico derivado de biotina (fenol-biotina), y se
someten a un pulso corto de H202. En estas condiciones se generan radicales biotina-fenoxilo de vida media corta en las
inmediaciones de nuestra proteina que reaccionan con cadenas laterales de aminodcidos situados en un radio de unos
pocos nanémetros (principalmente Tyr y Trp). Esta modificacion constituye una etiqueta para la posterior purificacién e
identificacidn de proteinas por espectrometria de masa; y cuando se asocia a andlisis protedmicos cuantitativos permite
el mapeo de interacciones y su topologia. Dado que el etiquetado ocurre en tiempos cortos (exposicion a H202 < 1 min),
ésta es una técnica ideal para obtener instantdneas de los entornos proteémicos y estudiar procesos dindmicos (Hung et
al., 2014; Lobingier et al., 2017). En este proyecto planteamos expresar en Corynebacterium glutamicum las proteinas
centrales del elongasma (Wag31) y el divisoma (FtsZ), asi como la proteina FhaA integrante de ambos complejos,
fusionadas a una ascorbato peroxidasa ingenierizada (APEX2), con niveles comparables a los fisiolégicos. Esto es
importante para no introducir artefactos en el ensamblado de los complejos, ni alterar la normal elongacidn y divisidn
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celular. La expresidn se llevard a cabo utilizando un promotor inducible de baja actividad transcripcional (PgntK)
reprimido por sacarosa e inducido por gluconato (Letek et al., 2006). La evaluacidn de las cepas es un paso clave para
determinar su utilidad en el marco del proyecto, y se llevard a cabo mediante estudios fenotipicos, morfolégicos y distintos
controles a nivel de proteomas que nos permitan verificar los niveles de expresidn de las proteinas fusionadas a APEX2 y
descartar cambios importantes en la expresion de otras proteinas. Dado que la estrategia APEX implica una exposicién
corta a concentraciones micromolares o sub-micromolares de H202, se evaluard el efecto que este tratamiento pueda
tener en el proteoma. Finalmente se llevard a cabo el marcaje con fenol-biotina dependiente de APEX2 en la célula viva y la
identificacion de proteinas y péptidos biotinilados por espectrometria de masa. Brevemente, el procedimiento implica la
incubacién las distintas cepas con fenol-biotina para su captacion, la adiciéon de H202 para iniciar el etiquetado, y la
detencidn de la reaccién de marcado, como ha sido previamente reportado (Santin et al., 2018). Dado que no existen
reportes que utilicen esta estrategia en C. glutamicum, es necesario optimizar las condiciones de marcado
(concentraciones de fenol-biotina y H202, tiempos de incubacidn, etc.). Las proteinas y péptidos marcadas se purificardn
utilizando diversas columnas con afinidad por biotina, y serdn identificadas por espectrometria de masa luego de la
digestion con tripsina. Para la identificacidn de proteinas utilizaremos un espectrémetro de masa hibrido quadrupolo-
orbitrap (Q-exactive-Plus,Thermo) asociado a un sistema de nano-HPLC. Estos experimentos nos proporcionardn una
primera lista de proteinas ubicadas en las cercanias de FtsZ o Wag31y que esperamos incluyan proteinas conocidas
integrantes del elongasoma y/o divisoma que validen la estrategia experimental. Como control del marcado inespecifico (y
de pegado inespecifico a las columnas de afinidad) evaluamos la biotinilacién enddgena utilizando una cepa que solamente
expresa APEX2.

En forma complementarias se llevan a cabo estudios interactémicos utilizando una estrategia de entrecruzamiento
quimico en la célula viva asociado a co-inmunoprecipitacién y andlisis por espectrometria de masa, una estrategia
previamente optimizada en nuestro laboratorio. En este caso, no solo sen como proteinas de anclaje a las antes
mencionadas (FtsZ, Wag31y FhaA), sino que se extienden los estudios para incluir ademds los interactomas de la Unica
proteina identificada capaz de anclan el anillo FtsZ a la membrana en Corynebacteriales, asi como de los nuevos
integrantes del divisoma que van siendo identificados en el marco de la investigacion.

En conjunto estas estrategias interactomicas y de exploracién de entornos protedmicos nos permitirdn identificar un
conjunto de proteinas que representan posibles nuevos integrantes del divisoma y elongasoma. A partir de esta lista se
seleccionardn un grupo de candidatos para ser validados como nuevos integrantes de los complejos. Para ello
estudiaremos su localizacidn subcelular mediante microscopia de fluorescencia y analizaremos el fenotipo de las cepas
gue sobreexpresan las proteinas candidatas para evaluar su posible rol sobre el crecimiento y la division celular.

Resultados, andlisis y discusién

1. Desarrollo y optimizacién de la estrategia de marcado por proximidad en la célula viva en C. glutamicum

La estrategia desarrollada se resume en la Figura 1 del anexo. Inicialmente obtuvimos una cepa de C. glutamicum que
expresa FtsZ fusionada a APEX2 y a dos tags: Histag y FLAG (denominada APEX2_FtsZ en este informe). En base a
resultados previos de nuestro grupo que mostraron que fluoréforos fusionados al N-terminal de FtsZ no alteran su funcién
normal (Sogues et al., 2020), decidimos introducir APEX2 en esta posicidn. La fusién APEX2-FtsZ se expresé bajo el control
del promotor PgntK inducido por gluconato; y se utilizé C. glutamicum que expresa Histag-FLAG-APEX2 bajo el control del
mismo promotor (cepa APEX2) como control del etiquetado inespecifico. La correcta expresién de las construcciones
APEX2 o APEX2-FtsZ se corroboré por Western blot en lisados celulares utilizando anticuerpos anti-FLAG (Figura 2A en La
caracterizacién de estas cepas incluy6 la evaluacién de la morfologia celular utilizando distintas concentraciones de
inductor. Mientras que a concentraciones altas de gluconato se observé una morfologia celular alterada con células muy
largas y multi-septadas (1% de gluconato), cuando la induccién se realizé con 0,05% Gluconato la mayoria de las células
presentaban 0 o 1tabique, aun cuando se detectaron algunas diferencias significativas en el largo o el nimero de células
con mds de dos tabiques (Figura 2B en anexo). En concordancia con este resultado, la curva de crecimiento de APEX2-FtsZ
usando 0,05% de gluconato fue comparable a la de la cepa WT (Figura 2C en anexo). Por otro lado, comparamos el
proteoma de la cepa APEX2-FtsZ (0,05% de gluconato) con la cepa WT para evaluar posibles efectos sobre la expresidn
global de proteinas que pudieran introducir un sesgo en la estrategia de marcado por proximidad. Identificamos 1218 y 1167
proteinas en las cepas APEX2-FtsZ y WT respectivamente, y solo 27 de ellas mostraron diferencias estadisticamente
significativas en los niveles de expresidn considerando una tasa de cambio ?2 (p ajustado ?0,05), lo que apunta a efectos
muy modestos de la expresion de APEX2-FtsZ sobre el proteoma total (ver tabla suplementaria 1). El andlisis del proteoma
también nos permitié evaluar los niveles de sobreexpresidn de FtsZ. Los resultados muestran que usando 0.05% de
gluconato, FtsZ estd estadisticamente sobre representada en APEX2-FtsZ con una tasa de cambio de 1,87; y permiten
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corroborar la secuencia de la proteina de fusidn (con 36 péptidos y 182 espectros de los cuales 29 correspondian a APEX2
y 153 a FtsZ) (Figura 3A y B en anexo). En conjunto estos resultados indican que los niveles de expresion de APEX2-FtsZ
usando 0,05% de gluconato no alteran en forma importante el fenotipo, el crecimiento o el proteoma, y por tanto
seleccionamos esta condicidn para la identificacion de vecinos fisioldgicos de FtsZ. A continuacién, evaluamos la actividad
de APEX2 en C. glutamicum. El andlisis por Western blot indicd la presencia de niveles bajos de proteinas biotiniladas en
las cepas WT y APEX2-FtsZ en ausencia de fenol-biotina (PB) y H202, asi como en la cepa WT en presencia de estos
sustratos de la peroxidasa APEX2 (Figura 4A en anexo). Esto indica que ni la biotinilacidon basal ni la actividad de
peroxidasas enddégenas imponen limitaciones para el marcaje mediado por APEX2 en C. glutamicum. Solo se observé un
claro aumento en las proteinas biotiniladas cuando la cepa APEX2-FtsZ se incuba con PBy H202, lo que confirma la
actividad de APEX2 en el contexto bioquimico de C. glutamicum (Figura 4A en anexo). Ademds, comparamos los patrones
de biotinilacién cuando se detuvo la reaccién de marcaje antes o después del agregado de los sustratos de APEX. La
ausencia de actividad APEX cuando se cudndo se agrega la solucién de “quenching” antes del H202 nos permitié confirmar
que los eventos de biotinilacién detectados ocurren en el contexto de la célula viva y no después de la lisis (Figura 4B en
anexo). Finalmente, demostramos que en nuestro sistema la exposicion corta al H202 no produce un incremento
significativo en la oxidacién de Metioninas (Figura 4C en anexo). En conjunto, nuestros resultados indican que la estrategia
desarrollada basada en APEX2 representa un enfoque vdlido para mapear proteinas en los alrededores de FtsZ en C.
glutamicum y para identificar nuevos componentes del divisoma fisioldgicamente relevantes.

2. Identificacion de vecinos de proteina clave del elongasoma y divisoma de C. glutamicum mediante marcado por
proximidad

Para identificar nuevos componentes del divisoma nos centramos inicialmente en la identificacion de proteinas préximas a
FtsZ en la célula viva. Para ello utilizamos las cepas APEX2 y APEX2-FtsZ, y realizamos el marcaje en presencia de PBy
H202 utilizando cuatro réplicas biolégicas y dos replicas técnicas de cada condicidn. Nos basamos en los péptidos
modificados con fenol-biotina para aumentar la confianza en la identificacidn de los vecinos y proporcionar informacién
estructural y topoldégica sobre los complejos de proteinas.

Los péptidos biotinilados se enriquecieron mediante cromatografia de afinidad y se analizaron mediante nano-LC-MS/MS.
La identificacidon de péptidos modificados con PB en nuestros conjuntos de datos demostrd que la tirosina era el
aminodcido modificado con mayor frecuencia, en concordancia con datos previamente reportados en otros sistemas
bioldgicos (Udeshi et al., 2017) (Figura 5A en anexo). En promedio, el 98,9 de todos los espectros modificados con PB
correspondian a Tirosinas (y el 96,7% de las secuencias modificadas con PB). Los espectros de MS/MS de péptidos
conteniendo residuos de Tyr modificados con PB mostraron sistemdticamente la presencia de dos iones diagnésticos
intensos: m/z=480,19 (ion PB-Tyr imonio - NH3) y m/z=497,22 (PB-Ion imonio Tyr); ademds del ion deshidrobiotina (m/z =
227,09) (Kim et al., 2018; Renuse et al., 2020) (Figura 5B en anexo). Con el fin de disminuir las identificaciones de falsos
positivos, seleccionamos automdticamente espectros asignados a la modificacion de PB (+361,1460 Da) y que contenian
cualquiera de los tres iones de diagndstico en los espectros de MS/MS usando Patternlab V. Para distinguir
cuantitativamente a los verdaderos vecinos de FtsZ de proteinas etiquetadas inespecificamente comparamos los péptidos
modificados con PB recuperados de APEX2-FtsZ y APEX2. Identificamos un total de 6464 espectros asignados a péptidos
diferenciablemente modificados con PB correspondientes a 392 secuencias de péptidos y 253 proteinas (Figura 5C en
anexo, Tablas suplementarias 2 y 3). Ademds de APEX2 y FtsZ, esta lista incluye 251 proteinas que representan vecinos de
FtsZ en la célula viva. Como era de esperar, la propia APEX2-FtsZ se marcé fuertemente en nuestro conjunto de datos, con
213 espectros que mostraban la modificacién especifica de PB. Sin embargo, la proteina con mayor nimero de espectros
marcados con PB asignados a su secuencia fue la proteina de membrana SepF (con 487 espectros modificados). SepF es
una proteina del divisoma conocida y hasta ahora, la Unica proteina identificada con un rol en el anclaje del anillo Z a la
membrana (Sogues et al., 2020). Ademds, se recuperaron como vecinos de FtsZ otras proteinas que validan la estrategia
experimental, entre ellas: Wag31, la proteina central del elongasoma que también se ubica en el septo durante parte del
ciclo celular de C. glutamicum, y GLP (un integrante del divisoma recientemente identificado por nuestro grupo utilizando la
estrategia de entrecruzamiento quimico asociado a espectrometria de masa (Martinez et al., 2023) (ver Tablas
suplementarias 2 y3 en anexo).

De igual manera se estudiaron los vecinos de Wag31y FhaA, lo que nos llevé a la identificacién de 22 y 113 proteinas
respectivamente, y todas estas listas incluyen la presencia de interactores previamente reportados como controles

positivos.

3. Identificacién de interactores de FtsZ en cepas deficientes en la fosforilacion de proteinas
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Con el fin de evaluar el efecto de la fosforilacidn de FtsZ en la composicién y ensamblaje del divisoma expresamos APEX2-
FtsZ en una cepa knockout para la quinasa de proteinas PknA, responsable de fosforilar FtsZ. La comparacién de los
vecinos de Ftsz en condiciones salvajes y en ausencia de PknA nos permitié identificar una lista de proteinas cuyo
reclutamiento al divisoma estaria mediado por la fosforilacidn de FtsZ (Figura 6 en anexo). Entre ellas se destacan una
serie de proteinas de membrana de funcién desconocida que se seleccionan para su validacién como nuevos integrantes
del divisoma.

4. Identificacién de interactores mediante entrecruzamiento quimico en la célula viva.

Con el fin de mejorar la seleccién de candidatos a validar se realizé un estudio a mayor escala de interactores de
integrantes conocidos de los complejos elongasoma y divisoma de C. glutamicum. Inicialmente, el interactoma de SepF,
proteina que participa en el anclaje del anillo de FtsZ a la membrana, nos llevé a identificar dos nuevos actores clave en el
divisoma: Glp, una molibdotransferasa, y GlpR, su receptor de membrana. Estas proteinas desempenan un papel crucial en
el ciclo celular bacteriano. La interaccion entre ella permite conectar a las proteinas centrales del divisoma y el
elongasoma en medio de la célula, estableciendo por primera vez un enlace a nivel molecular entre ambas maquinarias.
Estos hallazgos fueron recientemente publicados (Martinez et al., 2023) por que no se detallan en profundidad en este
informe.

A su vez, estudiamos los interactomas de FtsZ, Wag31. GLP, FhaA y SteA, e integramos toda la informacién generando
redes de interacciones que nos permiten empezar a definir el proteoma del elongasoma y el divisoma.

Un ejemplo de los mapas que llevan a la identificacidn de “core” proteoma del divisoma se muestra en la Figura 6 del
anexo.

5. Validacién de interacciones.

Finalmente nos centramos en 7 proteinas hipotéticas de membrana identificadas en forma muy confiable como
interactores de FtsZ. El interés en estas proteinas radica en que la mayoria de las proteinas responsables del anclaje del
anillo Z a la membrana estdn ausentes en los Corynebacteriales. Para ello expresamos las proteinas seleccionadas
fusionadas a mNeon para su visualizacién por microscopia de fluorescencia. Mediante andlisis cuantitativos verificamos
que 6 de las 7 proteinas se localizan especificamente en el septo (Figura 8 en anexo), y por tanto representan nuevos
promitentes integrantes del divisoma. Ademds, obtuvimos una cepa KO para una de estas proteinas como primer paso
hacia la elucidacién de su funcidn en la division celular de los corynebacteriales.

Conclusiones y recomendaciones

La ejecucién del presente proyecto tuvo un rol fundamental para mejorar nuestra comprensién a nivel molecular de dos
procesos esenciales en un grupo de bacterias de gran importancia médica e industrial: la elongacién y divisién celular.
Nos permiti6 identificar dos nuevos actores claves en la division celular y descifrar su red de interacciones que vinculan la
proteina central del divisoma con la proteina central del elongasoma en medio de la célula. Esto ha permitido evidenciar
las bases moleculares de la interaccidn entre las maquinarias de divisidon y crecimiento celular y apuntan a un rol
fundamental de las nuevas proteinas en la transicion septo-polo. Tanto para la identificacion de estos nuevos
componentes, como para la dilucidacién de su mecanismo de accidn, fueron de vital importancia las aproximaciones
interactémicas sin sesgo utilizadas en este proyecto (Martinez M et al, 2023). Ademds, identificamos 6 proteinas,
previamente anotadas como hipotéticas de membrana, como nuevos componentes del septo. Y hemos comenzado la
caracterizacion de la funcidn de estas proteinas a través de las cepas que las sobreexpresan y una cepa de delecion.
Finalmente, los andlisis interactémicos a gran escala centrados en diversos componentes bien caracterizados del
divisoma, del elongasoma, o de ambos; asi como de los nuevos componentes identificados en el marco del proyecto; nos
permitieron generar grandes datos que fueron integrados con el fin de comenzar a delinear la composicién de cada uno de
esos complejos y definir los proteomas subcelulares del septo y el polo. En resumen, consideramos que los datos obtenidos
hacen una contribucién importante en un drea del conocimiento de gran relevancia, y permiten abrir nuevas interrogantes
que sin duda dardn lugar a futuras investigacion por este u otros grupos de investigacion.

Queremos resaltar que la puesta a punto de una estrategia novedosa para estudiar el entorno protedmico en bacterias es
en si misma un aporte importante del proyecto. Esta estrategia no sdlo fue fundamental para identificar nuevos
componentes del elongasoma y divisoma de los Corynebacteriales, sino que ademds es adecuada para responder una
enorme cantidad de problemas bioldgicos. La difusién de los resultados del proyecto ya ha despertado el interés de
diversos grupos de investigacion nacionales con quienes estamos colaborando para aplicar esta estrategia en diferentes
sistemas, y el marcado por proximidad en la célula viva ya se ha incorporado en diversos proyectos en marcha 'y
postulaciones.
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La formacion de recursos humanos en un dmbito multidisciplinario es también un aporte muy importante de este proyecto,
y cumplird un papel fundamental en facilitar la aplicaciones de las metodologias desarrolladas en nuevas investigaciones.
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