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Glosario

Absorbancia. La absorbancia es la medicion de la atenuacion de una radiacion al
atravesar una sustancia, que se expresa como el logaritmo de la relacion entre
la intensidad saliente y la entrante.

Adaptacion a especies reactivas de oxigeno. Es proceso de acondicionamiento
y aclimatacion como respuesta de las células al medio ambiente [A. De Las
Pefas, datos del laboratorio], No se refiere a la seleccién natural o un proceso
evolutivo, empero del término.

Casete de resistencia a higromicina. Marcador que confiere resistencia a
higromicina, por el producto del gen hph de Klebsiella pneumoniae. Se utiliza
para la generacion de mutantes nulas.

Fase abierta de lectura. Porcion de un gen transcrito a ARNm y posteriormente
traducido. Codifica para una proteina.

H,0,. Perdxido de hidrégeno.
ORF. Del inglés Open Reading Frame. Ver Fase abierta de lectura.
Regidn intergénica. Secuencia de ADN localizada entre fases abiertas de lectura.

Scavengers. Moléculas antioxidantes limpiadoras que desintoxican de especies
reactivas de oxigeno a la célula, como el glutation (ver texto). Voz inglesa.

Sintenia. Propiedad de dos o mas genes de conservar localizacion entre especies
diferentes con el mismo ancestro. El orden conservado en los mismos
cromosomas puede ser indicativo de genes ortdlogos y funcién conservada de
los mismos. Conservacion del orden génico.
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Resumen

Caracterizacion de la respuesta al estrés oxidante por H,O, en la levadura
patogena oportunista Candida glabrata

Candida glabrata es un hongo patdégeno oportunista capaz de causar infecciones
sistémicas graves en pacientes inmunocomprometidos. Una ventaja de este
microorganismo es su capacidad de proliferacion dentro de macréfagos,
probablemente por su habilidad natural para desintoxicar las especies reactivas de
oxigeno, como H;O,, generadas por el fagocito. Para entender parte de la
virulencia de C. glabrata estudiamos su respuesta al estrés oxidante causado por
H2O,. Presentamos el analisis de cepas mutantes en genes que codifican
proteinas involucradas en la respuesta al estrés oxidante identificadas en el
genoma de C. glabrata como ortélogos en S. cerevisiae: Skn7p y Yap1p, factores
de transcripcion de estrés oxidante; Msn2p y Msn4p, factores de transcripcion de
estrés general; y la unica catalasa encontrada en C. glabrata Cta1p.

Demostramos que C. glabrata crece a mas altas concentraciones de H»O, que
Saccharomyces cerevisiae. Esta alta resistencia mostrada in vitro tanto en fase
logaritmica como en fase estacionaria es completamente dependiente de la
catalasa. También encontramos que ambos factores de transcripcion Yapip y
Skn7p son necesarios para la adaptacion y resistencia durante fase logaritmica,
pero son prescindibles para la respuesta durante fase estacionaria. Las mutantes
sencillas msn2A o msn4A no mostraron fenotipo en fase logaritmica, pero la doble
msn2A msn4A mostro resistencia atenuada durante fase estacionaria.

Asimismo, obtuvimos evidencia de que la desacetilasa dependiente de NAD®
Hst1p es un regulador de genes involucrados en la respuesta al estrés oxidante al

mostrarse mas resistente la mutante hst7A al estrés oxidante que la cepa silvestre.

PALABRAS CLAVE: estrés oxidante, especies reactivas de oxigeno, peroxido de

hidrogeno, catalasa, factores de transcripcion para estrés, fase estacionaria.
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Abstract

The oxidative stress response generated by H>O5 in the opportunistic fungal
pathogen Candida glabrata

Candida glabrata is an opportunistic fungal pathogen capable of invasive infections
in immunocompromised individuals. This microorganism upon infection is capable
to proliferate inside macrophage cells, probably due to a natural ability to detoxify
reactive oxygen species (like H,O2). In order to understand the virulence of C.
glabrata, we are studying its oxidative stress response. Here we present the
analysis of mutants in several genes identified in the C. glabrata genome as
orthologs of S. cerevisiae: the oxidative stress transcription factors Skn7p and
Yap1p, the general stress transcription factors Msn2p and Msn4p and the single
catalase Cta1p.

Here we show that resistance of C. glabrata to H,O; is significantly higher when
compared to S. cerevisiae. We also show that this in vitro high resistance in both
growing and stationary phase cells is completely dependent on the single catalase.
Furthermore, we found that either transcription factors Yap1p or Skn7p are needed
for adaptation and resistance during exponential growth, but they are dispensable
for the response in stationary phase. Mutations in MSN2 or MSN4 showed no
phenotype in growing cells, in contrast, the double mutant msn2A msn4A showed a
reduced resistance in stationary phase.

In addition, we show that Hst1p NAD'-dependant deacetylase is an oxidative
stress response genes regulator, as the hst71A mutant is more resistant than the

wild-type strain.

KEYWORDS: oxidative stress, reactive oxygen species, hydrogen peroxide,

catalase, stress transcription factors, stationary phase.
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l. Introduccion

Candida glabrata es una levadura patégena emergente

Candida glabrata es un comensal que forma parte de la microflora de las mucosas
humanas [2]. Cuando las condiciones son oportunas, causa infecciones en los
tractos urogenital y orofaringeo. Recientemente en un estudio en el Hospital
Juarez de la Ciudad de México se reportd el aislamiento de C. glabrata en 40.33%
de los casos de vaginitis causadas por Candida [52].

C. glabrata también es capaz de producir infecciones sistémicas graves en
pacientes inmunocomprometidos, con tasas de mortalidad de 50% para pacientes
con cancer y hasta del 100% en pacientes de trasplante de médula [revisado en
39]. Se le considera un patdogeno emergente ya que en las candidosis se aisla
cada vez con mayor frecuencia. En la década de los 80’s C. glabrata se aislaba
s6lo en un 2%. En la actualidad se llega a aislar hasta en un 26% [51].

Debido a su creciente importancia como patdégeno, los trabajos sobre C.

glabrata han aumentado en las ultimas dos décadas.

Factores de virulencia en C. glabrata

No obstante la creciente importancia como patégeno, se conoce poco sobre los
factores de virulencia en C. glabrata. En los ultimos diez afios se han identificado
los siguientes factores de virulencia:

1) el factor de transcripcion Ace2p: La supresion de este gen' tiene un
efecto de hipervirulencia [31];

2) adhesinas: las proteinas Epalp, Epabp y Epa7p son requeridas para
colonizacion de rifion y de bazo en un modelo murino de infeccidon por
tracto urinario o sistémico [10, 13], Epa6p tambén es requerida para la
formacion de biopeliculas [28] ademas de inducirse especificamente en
vejiga y rindn de raton [14];

3) proteasas: las yapsinas son aspartil proteasas con ancla glicosilfosfatidil-

inositol (glycosylphosphatidylinositol — GPI) y se requieren para la

' El ortdlogo ACE1 en Saccharomyces cerevisiae es un activador de genes especificos de fase G1
temprana
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integridad de la pared celular, la supervivencia al interior de macréfagos

y la adherencia a las células de mamifero [33].

La respuesta inmune contra los hongos patégenos

Como parte del sistema inmune innato los leucocitos son la primera linea de
defensa celular frente a los hongos patégenos. Los macrdéfagos y neutrofilos son
estimulados cuando fagocitan microorganismos patogenos y liberan especies
reactivas de oxigeno (ERO) a través de un sistema enzimatico complejo [47].

Durante el estallido respiratorio (también llamado estallido oxidante) el
consumo de oxigeno por la célula fagocitica se incrementa y la oxidasa
dependiente de NADPH (NoxA) reduce el oxigeno molecular a superdéxido, el cual
es secretado hacia el fagosoma, desencadenado la produccion de ERO que
pueden matar al agente infeccioso. La ausencia de este proceso por una mutacion
en NoxA causa ‘desorden cronico granulomatoso’ y es la causa de infecciones
bacterianas y fungicas recurrentes [43].

Una caracteristica de C. glabrata es que los macréfagos no sélo no la
eliminan, sino que C. glabrata es capaz de dividirse al interior de éstas células
blancas [33]. En cambio Candida albicans necesita realizar un cambio fenotipico
morfolégico de levadura a micelio para lograr sobrevivir en las mismas condiciones
[33]. Esto indica que C. glabrata debe tener una alta resistencia a las ERO

generadas por ésta célula del sistema inmune.

Las especies reactivas de oxigeno

Las especies reactivas de oxigeno como el peroxido de hidrégeno (H20,), el
superéxido (027), el oxigeno en singulete ('O,) y el radical hidroxilo (HO"), son
generadas por: 1) la reduccion incompleta del O, durante la respiracion aerdbica;
2) la exposicion a radiaciones ionizantes? o diferentes quimicos® y metales*; 3)
fagocitos estimulados o 4) scavengers del proceso de homeostasis redox. El

estrés oxidante es causado por los efectos de la acumulaciéon en las células de

2uv, energias de alta intensidad
® Menadiona, paraquat, hidroperdxido de cumeno
* Metales oxidados como Cu®* o Fe**
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éstas ERO, capaces de oxidar todas la biomoléculas. Las ERO, particularmente
HO’, generan un dafio celular importante al reaccionar subitamente con: 1) acidos
nucleicos, causando entrecruzamientos e intracruzamientos cromosomales que
resultan en mutaciones; 2) con proteinas, que crean hidroperoxidos protéicos,
desdoblamientos y desactivacion de sitios activos y grupos prostéticos; y 3) con
lipidos, que se fragmentan al oxidarse, y generan especies reactivas secundarias
como radicales e hidroperoxidos lipidicos [62].

El dafio celular por ERO se ha relacionado a una gran variedad de procesos
biolégicos y enfermedades, incluyendo el cancer, el envejecimiento y el
acortamiento de los telémeros, la artritis, y la muerte celular programada [revisado
en 30]. Esto muestra que es crucial una regulacion precisa de las especies
reactivas de oxigeno en la célula [56] para evitar dafios a componentes celulares
clave para la sobrevivencia del organismo.

Los organismos aerobios e incluso algunos anaerobios han desarrollados
sistemas de control para mantener la homeostasis rédox de la célula.
Sorprendentemente, los patdégenos también utilizan precisamente estos sistemas
de control para defenderse del ataque por especies reactivas de oxigeno. Estos
activan genes que codifican para enzimas desintoxicantes y moléculas
antioxidantes como catalasas, superoxido dismutasas, peroxidasas, reductasas,
glutation o ascorbato [revisado en 56, 62]. Este sistema de control es lo que se
conoce como respuesta al estrés oxidante (REO). Ademas, existen evidencias en
células de mamifero, plantas, levaduras y bacterias de que las especies reactivas
de oxigeno no son unicamente nocivas para las células, sino que son utilizadas en

varios procesos celulares, principalmente en sefializacién [37, 61].
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La respuesta al estrés oxidante en levadura

La respuesta al estrés oxidante es un proceso conservado evolutivamente en
todos los organismos, ligado a los procesos de defensa a choque térmico y a
moléculas que los protegen de diferentes tipos de estrés. En Saccharomyces
cerevisiae, las vias implicadas en esta respuesta involucran la expresion de
scavengers de ERO, como ascorbato, tocoferol y glutation, y de enzimas
desintoxicantes como catalasas, superoxido dismutasas (SOD) y peroxidasas [63].
Como parte de la respuesta al dafo por peréxido de hidrogeno, S. cerevisiae
arresta su ciclo celular en G, por la via de control de dafio a ADN dependiente de
Rad9 [16] y aumenta la sintesis de glutation y catalasas [21]. Esto permite
neutralizar las ERO y reparar el dafio al ADN.

La adaptacion a la presencia de ERO es un proceso que forma parte de la
respuesta al estrés oxidante. La adaptacion inicia cuando el organismo detecta y
responde a niveles bajos no letales del oxidante e incrementa la expresion de
genes de la respuesta al estrés oxidante (REO). Esto protege al organismo de
niveles subsecuentes mayores de oxidante. La mayor resistencia ganada por la
adaptacién se acomparfa del mantenimiento de la capacidad de proliferacion de
las células [30].

A pesar del término, la adaptacion a ERO no se refiere a una seleccion
natural o proceso evolutivo, sino a un proceso no heredable de acondicionamiento
y aclimatacion como respuesta de las células al medio ambiente [A. De Las

Pefas, datos del laboratorio].

Efecto del estado metabdlico en la respuesta al estrés oxidante en levadura

Las células de levadura en fase exponencial de crecimiento estan en division
activa y pasan a un estado no proliferante al entrar a la fase estacionaria. La
entrada a esta fase parece estar controlada por factores especificos de
crecimiento y por la deteccién de la falta de nutrientes. La falta de nutrientes causa
la desactivacion de la via de senalizacion TOR, la cual aparentemente regula de
manera negativa los eventos que llevan a y suceden durante fase estacionaria. En

Saccharomyces cerevisiae, los factores de transcripcion para estrés general
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Msn2p y Msn4p estan regulados negativamente por la via TOR. Esto coincide con
el incremento en la resistencia a una diversidad de estreses durante fase
estacionaria [revisado en 22]. Se ha visto que durante la fase estacionaria la
resistencia a ERO es superior comparada con la resistencia durante la fase
exponencial [29]. Por tanto, para el estudio completo de la REO en C. glabrata, es

necesario incluir la respuesta en la fase estacionaria.

Factores de transcripcion de la respuesta al estrés oxidante en levadura

Para describir la patogénesis fungica desde el punto de vista molecular, es
fundamental entender los mecanismos de control transcripcional para la induccion
de los genes de la respuesta al estrés oxidante. Debido a que C. glabrata es
filogenéticamente muy cercana a Saccharomyces cerevisiae [19, 32] los
reguladores, las enzimas y posiblemente las vias regulatorias de la respuesta al
estrés oxidante esten conservadas entre ellas.

En S. cerevisiae, la REO esta controlada por varios factores de
transcripcion, entre ellos Msn2p, Msn4p, Yap1p y Skn7p. Cepas de S. cerevisiae
mutantes en estos factores son sensibles a estrés oxidante [revisado en 4, 17, 18].

Los genes MSN2 y MSN4 de S. cerevisiae codifican para los factores de
estrés general Msn2p y Msn4p, proteinas con dominios tipo dedos de cinc [42].
Estan implicados en varios tipos de estreses y participan de manera importante en
la respuesta al estrés causado por H;O, al activar genes con promotores
dependientes de elementos de respuesta al estrés (stress-response element —
STRE: AGGGG/CCCCT) como CTT1 que codifica para la catalasa citosolica, y
HSP12 que codifica para una proteina membranal que protege a las membranas
de desecacioén [17]. Estos factores de transcripcion parecen ser mas importantes
en la resistencia al estrés oxidante durante la fase estacionaria que durante la fase
logaritmica [42].

Yap1p de S. cerevisiae es una proteina con un dominio de unién a ADN
tipo cierre basico de leucina (bZip) en el N-terminal. Fue el primer miembro
identificado de las yAPs (yeast AP-1) por su homologia con la familia c-jun del

complejo AP-1 de mamifero [45]. Yap1p tiene la capacidad de activar la
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transcripcion de genes reporteros con la secuencia ARE (AP-1 recognition
element) de SV40: TGACTAA; sin embargo, la secuencia a la que se une con
mayor afinidad es YRE (Yap1p response element: TTACTAA) que difiere en dos
posiciones de la secuencia ideal del AP-1 de mamifero y de Gen4p (otro miembro
de familia c-jun) de levadura: TGACTCA [27]. Aun asi, para YRE se han definido
las secuencias consenso TKASTAA y TKACAAA para algunos genes como CTT1
[26].

La localizacidn nuclear de Yap1p en S. cerevisiae esta determinada por una
secuencia de localizacion nuclear en el N-terminal. Crm1p es una exportina
evolutivamente conservada [36, 65] que reconoce una secuencia de exportacion
nuclear en el C-terminal de Yap1p y regresa a la proteina al citoplasma. Al
oxidarse por efecto de estrés oxidante, dos dominios ricos en cisteinas en el N-y
C-terminales de Yap1p cubren la secuencia de exportacion, de manera que Yap1p
permanece en el interior del nucleo para activar los genes que estan bajo su
control [1, 35, 53]. El gen CRM1 tiene sintenia con el ortélogo correspondiente de
C. glabrata (CAGL0B02189g), lo que sugiere una funcién equivalente [7].

Yap1p afecta la expresion de al menos 70 genes involucrados en la
respuesta al estrés oxidante por H,O,, entre los cuales se encuentran: CTT1
(catalasa citosdlica), SOD1 (superdxido dismutasa citosolica), CCP1 (citocromo-c
peroxidasa), TRX2 (tiorredoxina), TRR1 (tiorredoxina reductasa), y YCF1
(transportador vacuolar de glutation S-conjugado tipo casete de unién a ATP),
GSH1 (y-glutamilcisteina sintetasa), GTT1 (glutatién transferasa), GLR1 (glutatiéon
reductasa) y GPX2 (glutation peroxidasa) involucrados en la sintesis vy
metabolismo del glutation [62].

Skn7p de S. cerevisiae es una proteina perteneciente a la familia del
receptor del sistema de transduccién de sefiales de dos componentes, descrita
originalmente en bacterias [6]. Este sistema estd compuesto por un detector y un
receptor de la sefal. Skn7p presenta un dominio receptor de sefial del sistema de
dos componentes; ademas un dominio de unién a ADN [50]. Se han definido al
menos cuatro secuencias motivo para este dominio de union a ADN, GGCNGGC,
GGCNAGA, GGCNNGGC y GGCNNAGA, denominadas en conjunto OSRE
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(oxidative stress response element) [26]. En bacterias, el sistema de dos
componentes es un sistema comun para la deteccion y la respuesta a senales del
medio ambiente. El primer componente homodimérico es un cinasa de histidina
membranal que detecta la sefial y fosforila un acido aspartico en el receptor,
activandolo. En eucariontes, el segundo componente ya activado transmite la
sefal al interior del nucleo [60]. Skn7p induce genes que estan bajo su control,
relacionados a la respuesta al estrés oxidante, como TRX2, que codifica a una
tiorredoxina [5, 44].

Se ha demostrado que los factores de transcripcién de S. cerevisiae Msn2p,
Msn4p, Yap1p y Skn7p participan en la respuesta al estrés oxidante, e inclusive en
los regulones de Msn2/4p y Yap1p hay genes corregulados por estos factores de
transcripcion [25]. La corregulacion de genes es evidente entre Yap1p y Skn7p,

principalmente en la respuesta al estrés oxidante por H,O (Fig. 1).

Skn7p Msn2/4p

Yap1p

Figura 1. Corregulaciéon por Msn2/4p, Yap1p y Skn7p en S. cerevisiae de algunos
genes de respuesta al estrés [26, 64].

Genes no mencionados en el texto: HSP26 (chaperona de choque térmico), DDR2
(respuesta a multiestrés), SSA3 (ATPasa de la familia HSP70), UBI4 (ubiquitina),
SSA1 (ATPasa de la familia HSP70), TSA1 (tiorredoxina peroxidasa), AHP1
(peroxiredoxina), HSP82 (chaperona de choque térmico de la familia HSP90) [57].
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Si bien existe corregulacion de los genes de la REO por Msn2/4p, Yapip y
Skn7p, el grado de control de cada uno depende de la fase de crecimiento de la

levadura y del tipo de oxidante al que estan respondiendo [4, 18, 38].

Catalasas en levaduras

La catalasa es una enzima muy conservada presente en procariontes vy
eucariontes. Cataliza la conversion del peroxido de hidrégeno a agua y dioxigeno.
Esta reaccion no se satura facilmente y sucede rapidamente con constantes de
velocidad de segundo orden en el rango de 10° M's™ [61]. Por tanto, esta enzima
se vuelve indispensable para un patdégeno en el ambiente altamente oxidante del
fagosoma.

La mayoria de las catalasas existen como tetrameros de subunidades de
65KD, cada uno con un grupo prostético hierro-protoporfirina IX (hemo) en la parte
mas interna de la estructura [56]. La localizacion celular se determina por la
presencia o ausencia de secuencias conservadas de importacion al peroxisoma o
a la mitocondria.

Saccharomyces cerevisiae tiene dos catalasas, Ctt1p codificada por CTT1y
Ctalp codificada por CTA171. Ctt1lp es citosdlica y Ctalp se localiza en el
peroxisoma Yy la mitocondria, pues su secuencia presenta motivos internos de
exportacion a estos organelos [34, 48, 49]. Ambas catalasas son importantes para

la defensa al estrés oxidante por H,O, en S. cerevisiae [21, 29].

Genes de respuesta al estrés oxidante en Candida glabrata

Candida glabrata posee genes ortdlogos a los genes YAP1, SKN7, MSN2, MSN4

y CTA1, implicados en los mecanismos de respuesta al estrés oxidante por H,O..
Los genes CAGLOF05995g, CAGLOM13189g y CAGLOF09097g codifican

para las proteinas Msn2p, Msn4p y Skn7p, respectivamente, y tienen sintenia con

sus ortélogos en S. cerevisiae, pero no existen reportes indexados sobre éstos.

Solo se encuentran en las bases de datos Yeast Gene Order Browser vy

Génolevures [7, 19] por sintenia y similitud con sus ortélogos en S. cerevisiae.
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CAGLOH04631g codifica para Yap1p en C. glabrata y esta reportado como
CgAP1. Caodifica para un homologo funcional de su ortdlogo en S.cerevisiae YAP1
[12].

El genoma de C. glabrata contiene solo una secuencia, CAGLOK10868g,
que codifica para una proteina funcional homéloga a la estructura de las catalasas.
La secuencia se report6 como CgCTA1T por el mayor porcentaje de similitud con
CTA1 de S. cerevisiae [46].

La desacetilasa dependiente de NAD" Hst1p

En Saccharomyces cerevisiae, la proteina Hst1p es homologa a la desacetilasa de
histonas dependiente de NAD® Sir2p. Forma parte del grupo de proteinas
homdlogas a Sir2, las sirtuinas, nombradas a partir de la voz inglesa “Sir-two”.
Hst1p se ha propuesto como un regulador negativo de la transcripcion en S.
cerevisiae y otros organismos eucariontes superiores en diversas funciones [3, 55,
59]. Existe un ortdlogo de HST1 en C. glabrata [19], que podria incorporarse en las
vias de regulacion de la respuesta a estrés oxidante de C. glabrata en la

regulacion de genes subteloméricos.
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Los datos aqui presentados muestran que las vias de regulacién de resistencia al
estrés oxidante causado por H,O; en C. glabrata son analogas a las ya reportadas
en Saccharomyces cerevisiae.

Durante la fase estacionaria se manifiesta una resistencia innata al H,O,
mayor en todas las cepas, mutantes inclusive, al compararla con la
correspondiente resistencia durante fase exponencial. Demostramos que C.
glabrata resiste niveles mas altos de peroxido de hidrégeno que S. cerevisiae, y
que esta resistencia depende en gran medida de la unica catalasa.

Mostramos también como C. glabrata muestra un fenotipo de adaptacion
durante fase exponencial que se pierde al mutar cualquiera de los factores de
transcripcion Yap1p o Skn7p, pero que se mantiene en mutantes de los factores
de estrés general Msn2p y/o Msn4p. De manera inversa, encontramos que los
factores Msn2/4p son importantes para la resistencia en fase estacionaria y no asi
los factores Yap1p o Skn7p. Los experimentos realizados en células con la
mutacion hst1A sugieren que Hst1p podria estar controlando parcialmente la REO.
Durante fase exponencial hst1A presenta un incremento en la resistencia a Hy0O..
Los datos también advierten sobre factores celulares indeterminados presentes en
el medio de cultivo de células en fase estacionaria que pueden protegerlas y que
forman parte importante de la alta resistencia durante esta fase.

Hallamos que el grado de resistencia mostrada en las células en
crecimiento depende de la proporcion de células/oxidante. Ademas observamos
que la ganancia de la resistencia depende también del paso por la fase
estacionaria, efecto que se pierde de manera progresiva al paso de generaciones

desde la fase estacionaria al proseguir el crecimiento hacia la fase exponencial.

~10 ~
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Il. Materiales y métodos

Medios de cultivo

Para obtener cultivos de las cepas de Escherichia coli JM109 o DH10B (Tabla 2,
anexos) utilizadas para aislar plasmidos se utiliz6 medio Luria-Bertani (LB). El
medio LB contiene 5 g/L de extracto de levadura, 10 g/L de triptona y 5 g/L de
NaCl. Cuando se requirid, se suplementd con carbenicilina a una concentracién
final de 100 pg/mL a partir de una solucién stock de carbenicilina 100 mg/mL
(1000x).

Candida glabrata se cultivd en medio estandar para levadura como se
describe en [58]. ElI medio rico YPD contiene 10 g/L de extracto de levadura, 20
g/L de peptona y 20 g/L glucosa, adicionado con 25 mg/L de uracilo. Cuando se
requirié, se suplementd con higromicina a una concentracion final de 400 pg/mL.
El medio YPG se prepara como el medio YPD excepto que no contiene glucosa
como fuente de carbono, sino glicerol a una concentracion final de 3%. El medio
CAA (casaminoacidos) contiene 1.7 g/L de base nitrogenada de levadura sin
amonio, 5 g/L de sulfato de amonio [(NH4).SO4], 6 g/L de casaminoacidos y 20 g/L
de glucosa. Cuando se requirid, al medio CAA se adicion6 0.9 g/L de acido 5-
fluorodtico (5-FOA) y 50 mg/L de uracilo; para cajas de medio solido se afadio 2%

de agar bacteriologico.

Cepas de Candida glabrata
Todas las cepas utilizadas en este estudio estan descritas en la Tabla 2 de los
anexos. Las cepas de C. glabrata se conservan en glicerol al 15% a -80°C. Todo

cultivo liquido o sdlido se crece a 30°C.
Plasmidos

Los plasmidos utilizados en este estudio estan descritos en la Tabla 3 de los

anexos.

~11 ~
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Oligonucleétidos
Los oligonucledtidos utilizados para la construccion de plasmidos y para
comprobar las mutaciones por supresion/insercién con la técnica de PCR, estan

descritos en la Tabla 4 de los anexos.

Transformacién de C. glabrata para generar mutantes

Para la transformacion genética de C. glabrata utilicé una modificacion del método
de transformacion con acetato de litio (LiAc) [20]. Brevemente, las células se
crecieron en YPD a una ODggonm de 0.6-1.0, se cosecharon por centrifugacion a
3500 RPM y se lavaron con agua estéril. Posteriormente, las células se
concentraron 100 veces en LiAc 100 mM y se usaron alicuotas de 50 uL para cada
transformacioén. A cada alicuota de 50 uL de células en suspensién se le adicion6
240 uL de polietilenglicol al 50% (PM 4000) (concentracion final ~30%), 36 uL de
LiAc 1 M (concentracion final ~100 mM), 25 uL de ADN de esperma de salmoén
2mg/mL desnaturalizado por calor (50 ug ADN, concentracién final ~125ng/uL), y
el ADN plasmidico necesario para cada transformacion (concentracion final
~0.1ng/pL) disuelto previamente en TE 10/0.1 a un volumen de 50 pL (TE es una
mezcla estéril de Tris 10 mM y EDTA 0.1 mM utilizada para conservar el ADN).
Esta mezcla se incubd a 30°C por 45, después se le agregé 43 ulL de DMSO, se
mezcld e inmediatamente se le dio un choque de calor a 42°C por 15 min. Por
ultimo, las células se centrifugaron, se resuspendieron en 1 mL de YPD y se
incubaron a 30°C por 4 hrs (en caso de transformar con el pasmido pMZ21, se
procedié inmediatamente a platear 300 uL en cajas de CAA, ver abajo). Alicuotas
de 300 puL de la suspension de células se platearon en cajas con medio YPD-Hyg.
Colonias resistentes a higromicina se estriaron para obtener colonias aisladas y se
crecieron en cajas con YPG para eliminar aquellas que contienen mutaciones que
afectan la funcion mitocondrial, ya no pueden utilizar como fuente de carbono al

glicerol.

~12 ~
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Construccion de cepas mutantes

Para realizar mutaciones por reemplazo construi plasmidos que contienen
fragmentos 5 UTR y 3’ UTR (~800pb) del gen que se va a reemplazar. Estos
fragmentos flanquean un casete que confiere resistencia a higromicina, con el fin
de poder seleccionar las clonas transformantes que surgen como resultado de la
recombinacion homologa.

El contenido del casete hph, de 2092 pb, esta estructurado de la siguiente
manera: FRT::Ppgks::hph::3’'UTRuis3::FRT. EI gen hph se encuentra bajo el
promotor del gen PGK1 de S. cerevisiae, y contiene una region para terminacion
de la transcripcién, 3’ UTR del gen HIS3 de C. glabrata. El gen hph proviene de la
bacteria  Klebsiella pneumoniae 'y codifica una cinasa (higromicina
fosfotransferasa) que inactiva al antibidético higromicina B a través de su
fosforilacidn, y confiere resistencia a higromicina [23].

El fragmento digerido (5 UTR-casete hph-3° UTR), se utiliz6 para
transformar las cepas de C. glabrata y obtener cepas mutantes en los genes cuyos
productos intervienen en la respuesta al estrés oxidante (ver Tabla 3, anexos). Si
el fragmento que contiene el casete de resistencia a higromicina se inserta en el
lugar adecuado, el gen original silvestre es reemplazado por doble recombinacion
homologa por el casete de resistencia (Fig. 4).

Para la construccion de dobles mutantes, transformé las cepas mutantes de
C. glabrata con el plasmido pMZ21 (Tabla 3), que expresa constitutivamente la
recombinasa Flp1p de Saccharomyces cerevisiae. Flp1p escinde el casete de
resistencia a partir de las secuencias repetidas directas FRT (Fig. 17). Después de
resembrar en cajas de YPD para obtener colonias aisladas y comprobar la pérdida
tanto del casete de resistencia por PCR como del plasmido pMZ21, fue posible
realizar una segunda seleccién de mutantes con higromicina al transformar las
mutantes sencillas con otro plasmido para mutagenizar otro gen (Ver tabla 2,

anexos).
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Comprobacion de las mutaciones por reemplazo génico

Para comprobar las mutaciones por reemplazo en las diferentes cepas, se analizd
la estructura gendmica de las cepas mutantes por medio de la técnica de PCR con
oligonucledtidos especificos.

La insercion del casete FRT::Ppgki::hph::3'UTRys3::FRT se comprobd por
amplificacion de los extremos 5’ y 3’ con oligonucleotidos especificos que hibridan
dentro del casete hph (Fig. 2, oligonucledtidos b y ¢) y en regiones enddgenas de
C. glabrata que flanquean cada insercion, fuera del fragmento que se utilizé para

construir el reemplazo (Fig. 2, oligonucleétidos ay d).

5 GEN 3
<— Cromosoma
5’ | FRT::Peaxai:hph::3’UTRuss:FRT | 37 <—— Vector
digerido

recombinacion

Integracion por doble
homoéloga

5’ FRTIZPPGKlilhphZI3’UTRH|5321FRT 3’

— -« — <«
a b c d

< Cromosoma

Figura 2. Mutacién por reemplazo y ubicacién de oligonucleétidos para comprobar la
estructura del Jocus mutado. EI ADN plasmidico, que contiene la secuencia
FRT::Ppgk1::hph::3'UTRys3 ::FRT flanqueada por regiones homoélogas 5 UTR y 3’ UTR del
gen que se va a remplazar, se inserta por doble recombinacion homdloga en el gen
endogeno. Como resultado se pierde el gen enddégeno y, en este caso, se gana resistencia
a higromicina. Se muestra la ubicacién de las parejas de oligonucleétidos para comprobar
la mutacién. Los oligonucleétidos a y b para comprobar la insercion en el extremo 5’; y los
oligonucledtidos ¢ y d para comprobar la insercién en el extremo 3'.

Protocolo para el analisis de la respuesta a estrés oxidante en levaduras

Los cultivos liquidos de trabajo se obtienen a partir de siembra de células en
glicerol en preindculos liquidos en agitacion. Para obtener cultivos con células en
fase estacionaria, se diluyd 100 veces el preinéculo de 12 horas en medio liquido
fresco y se crecié por 36 h. Para obtener cultivos en fase logaritmica con un
determinado numero de duplicaciones (generaciones) a una ODgponm determinada,
se diluyd la cantidad necesaria de preinoculo de 36 h en medio liquido fresco

(Cuadro 1, anexos)
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Los cultivos en YPD liquido de C. glabrata en fase logaritmica a ODggonm de
0.5, son retados con diferentes concentraciones de H,O,. Después de tres horas
de la adicién de H,0O, y agitacion a 250 RPM a 30° C, se colecta la cantidad de
células equivalentes a una ODgponm de 0.5 en un mL, se resuspenden en un mL de
H,O para remover el oxidante y se gotean 5uL de seis diluciones logaritmicas en
cajas de medio YPD-agar. Después de 2-3 dias de crecimiento a 30° C se registra

el crecimiento en placa de las diluciones (Fig. 3).

+ [ H,0,] no letales
/ + [ H,O,] minima letal 3n
y letales Remocién
=) 5 diluciones

del oxidante .
logaritmicas

. 2h
células en l
ODg00nm 0.5

condiciones de + [ H,0,] minima letal
\ adaptacion: /
1h
+ [ H,O,] no letal
2d Gotas
100 10-*10-210-% 104 105 de 5L

Figura 3. Protocolo para el analisis de la respuesta a estrés oxidante.

Para los experimentos de fase estacionaria, al momento de afadir H,O, se utilizan
cultivos saturados diluidos en su propio medio a ODgponm de 0.5. Para los
experimentos de adaptacion al estrés, se afadié H,O, (30% v/v, Sigma-Aldrich) a
concentracion no letal (10 mM) y después de una hora en agitaciéon a 250 RPM a
30° C, se anade H;0, una concentracion letal (200 mM), se agita por dos horas
adicionales y se continua con plateo de células en YPD como se describe

anteriormente.
Para alineamientos y busqueda de secuencias consenso se utilizd el software

Vector NTI Advance® 10 para PC de la compaiiia Invitrogen Corporation
(Carlsbad, California, EE.UU.).
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lll. Resultados

Construccion de mutantes

A partir de la cepa silvestre BG14 de Candida glabrata obtuve mutantes de
Candida glabrata a partir de la cepa silvestre BG14 en los factores de transcripcion
Yap1p y Skn7p. Ademas construi la doble mutante yap7A skn7A, la mutante ctalA
en catalasa y la doble mutante hst7A cta1A. Realizé curvas de crecimiento de las
cepas silvestre, ctalA 'y hst1A (Graficas 1 y 2 en anexos) para obtener los tiempos

de duplicacion a 30° C en medio YPD liquido.

Analisis de las secuencias de genes de la REO en C. glabrata

En las bases de datos Yeast Gene Order Browser y Génolevures [7, 19] situamos
a los genes de C. glabrata ortélogos a genes de S. cerevisiae YAP1, SKN7,
MSN2, MSN4 y CTA1, implicados en los mecanismos de respuesta al estrés
oxidante por H20».

C.g.YAP1, que codifica para Yap1p, es sinténico [7] a su ortdlogo YAP1 en
S. cerevisiae. Sus productos presentan 33.5% de identidad y 41.8% de similitud
entre ellos.

CAGLOF09097g codifica para Skn7p putativo con una identidad del 51% y
similitud de 65% al ortdlogo correspondiente en S. cerevisiae [19]. Conserva un
dominio receptor de sefial del sistema de dos componentes y un dominio de union
a ADN de factor de respuesta a choque por calor segun una busqueda en NCBI
Conserved Domains [41]. Convenientemente le llamamos C.g.SKN?7.

En C. glabrata, Msn2p y Msnd4p son codificados por los genes
CAGLOF05995g y CAGLOM13189g, respectivamente y tienen sintenia con sus
ortélogos en S. cerevisiae [7, 19]. C.g.Msn2p y S.c.Msn2p son 24.6% idénticas y
36.3% similares; mientras C.g.Msndp y S.c.Msn4p tienen 23.0% de identidad y
32.2% de similitud. Estas proteinas tienen dos dominios de unién a ADN
conservados en el C-terminal. Los dominios de unién a ADN son dominios tipo
dedo de cinc, que al alinear entre ellos sin el resto de la secuencia de la proteina a

la que pertenecen, resulta una similitud cercana al 90%. Pero al realizar
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alineamientos entre ortdlogos de toda la secuencia sin estos dominios, los
porcentajes disminuyen: identidad 19.8% y similitud 30.8% para Msn2p, e
identidad 15.7% y similitud 25.5% para Msn4p (Tabla 1). El porcentaje de similitud
entre los dominios tipo dedo de cinc sugiere que estas proteinas ortélogas podrian
estar respondiendo de forma similar entre C. glabrata'y S. cerevisiae, a pesar de la
dramatica diferencia en los porcentajes de similitud entre los ortélogos con y sin el

dominio.

Tabla 1. Porcentajes de identidad/similitud entre Msn2p y Msn4p con y sin el
dominio de dedos de cinc en C. glabrata'y S. cerevisiae.

Resultados de alineamientos entre A) secuencias completas y B) sin el dominio
ZnFNG. Los alineamientos entre ortélogos se resaltan en negrita. C) Alineamiento
entre secuencias de Cg y Sc de los dominios ZnFNG de Msn2 y Msn4p.

A) _I CgMsn2p CgMsn4p ScMsn2p ScMsndp
CgMsn2p 21/29.3 24.6/36.3 22.4/34.5
CgMsn4p 21.9/29.3 23.0/32.2
ScMsn2p 28.1/38.7
ScMsn4p

B) Sin ZnFNG CgMsn2p CgMsnd4p ScMsn2p ScMsndp
CgMsn2p 14.8/23.5 19.8/30.8 17.1/29.2
CgMsn4p 17.1/24.9 15.7/25.5
ScMsn2p 23.7/34.3
ScMsn4p

C) 1 68

CgMsn2p ZnFNG DIDKPFGCHLCSKAFKRSEHLKRHVRSVHSTDRPFSCHLCEKKFSRSDNLSQHEKTHKKSGSTSTTKE
ScMsn2p ZnFNG LEEKPFHCH I CPKSFKRSEHLKRHVRSVHSNERPFACH I CBKKFSRSDNLSQHEKTHKKHGD I -----
CgMsn4p ZnFNG DGAKPFQCADCDKAFRRSEHLKRHVRSVHSTERPFPCMECEKKFSRSDNLSQHEKTHKRHGDE-----
ScMsn4p ZnFNG DKNKPFKCKDCEKAFRRSEHLKRHERSVHSTERPFACMECEKKFSRSDNLSQHEKTHKKHGDE-----

Consensus D DKPF CHDCDKAFKRSEHLKRHVRSVHSTERPFACMFCEKKFSRSDNLSQHIKTHKKHGDF
Identidad: 61.8% Similitud: 89.7%

Cg: Candida glabrata
Sc: Saccharomyces cerevisiae
ZnFNG: Dedos de cinc

También encontramos que la exportina Crm1p codificada por S.c.CRM1 se
encuentra en C. glabrata. Las secuencias S.c.CRM1 y C.g.CRM1 codifican para

proteinas con 87.8% de identidad, lo que sugiere una funcién equivalente®.

°*En general, valores superiores al 30% de similitud o de identidad en secuencias proteinicas
indicaran estructuras homoélogas.
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Analisis de la secuencia de catalasa en C. glabrata

El genoma de Candida glabrata contiene sélo una catalasa. La secuencia CQCTA1
codifica para C.g.Cta1p, la cual presenta mayor porcentaje de similitud con
S.c.Ctal1p que con S.c.Ctt1p (83.9% contra 51.4%) [46 y Figura 4].

CgCtalp (1) —é———MSANPTIT-G_YE DEFATIRVEQHEZ VS ANEIDS B ENRER I FERNPRAHESE
ScCtalp (1) MBKLEQEKNEVNYSDVREDRYVAINSTEN | N-EZEVIOR | GE HERENIyY NEIDSLAHENRENI[ZORNPRLHESE
ScCttlp (1) -+--+--MYVFGKKEEKQEKNYYSLQNEFENSHHEYASEYSRPDEE I MEEFHELEN I RSEDRERVEER Y VEREKEGECRLE
Consensus (1) i i N N SDVR DRVVINSTGFPYN DPFATQRIG HGPLLLQDFNLIDSLAHFNRERIPERNPHAHGSGAFGY
gl oo
(ool NI @) W\ T2 BiD I (Sl All=S12) |GLGUEL LIRFS TVGGEAGIAD TARDPRGZAVKFY TEZGNEDWV)INNTPLIFF{RDE= < ~PEF

Y0 =N I G:10) W E 1/ 7D 1D 1 (el Al LGS LIIRF S TVGGRAGEAD TIRDPRGZAIKF Y TEIZGN EDWV\NNTPYFFLRDES | PR

Sccttlp  (74) [EELIRSLSEIITYARPYQNVEYKCPGIVREINEEESETPRIARERE VS - Naii= VN HE AN NEVES L & A MGV E

Consensus (81) FEVTDDITDICGSAMFS IGKRTK LTRFSTVGGEKGSADTARDPRGFATKFYTEEGNLDWVYNNTPVFFIRDPSKREPHF

161 240
CgCtalp (155) [IETEEGNGS---TNEKEPNVEIEYMITPENQVAVER L MIESE RS YRHUNCYSH: NKRGEIZYVQYHLISID

ScCtalp (160) [EITeRGINZS---TNERBADMEIEFMY HQWLIBFSDRGTPAN; EMBIEYSGH NKNGRI: YVQUHLuD
ScCttlp (154) [ESERGDRESHLNQFQRTTIY RN NPE--SHENI TYMECRRAIIASWASTINATEER SF | MVKEEKD TGS FmVESE

Consensus (161) IHTQKRNPQ ~ TNLKD MFWDYLTTPENQVAIHQIMILFSDRGTPASYRSMNGYSGHTYKWSNK GDWHYVQVHILTD

241 320

CgCtalp (232) |‘vaml< POYeQuR LYY G P YLIQTMT] SV{FDLTKYWPI0FP LRGN
ScCtalp (237) QENKNHYIEERTIACSNENCeOD YLQTMTEZD A K SV[zDLTKYWPSIEWFPLRELG

ScCttlp (232) TIFETIEGIKHAILSBH-NDAKETQLEEKIHKFNCWWPETIFRYWNI-EKFITIFIT

Consensus (241) QGIKNLT DEA EIAGSNPDYCQQDLFENIQNGNYPSWTVYIQTMTEEQAKKLPFSVFDLTKVWPHKDFPLRRVGKIVLN

321 400
CgCtalp (312) B EQAARSPR B SDEVLQERLFAYADAERMRLGAN:Q PV ------
ScCtalp (317) FQVW/@ST- a5~ DIEVLQARLFEVADARVRLGENES OLIPVN ey
ScCttip (312) [ENVDN¥FQEMESVEAESETNIC PG I KPENESUEOARNS PETQEHMYQ@LWRPRNLG”SKG SQYTAEQCH

Consensus (321) ENPLNYFA IEQAAFSPSNTVPYQE PSADPVLQARLFSYADAHRYRLGANFHQIPVN CPYASKEFNP IRDGP
401 480
CgCtalp (385) MNWD--------—- CNEENEENN Y ASNK -~ ———————————————
ScCtalp (390) MNWN----------| CBINEE SR TULANDK -~~~ — =~ === === ===~
ScCttlp (392) FKAVNFQRDGPMSYYIEEPEENYISSLPNQTLKFKNEDNDEVSDKFKG IVLDEVTEVSVRKEEQDQ I RNEHIVDAK INQN
Consensus (401) MNV GNFG EPNYIAS K Ysi NQDRPIQQHQEVWNGPA%EY
481

CoCtalp (428) HNATSPED!REVOAROMKVIEGKQK DOUE HIAYINNG THYAGAD[ NOORY | DVFSRVDEGHGAN[IRKE IEKNASAPTAK E
ScCtalp (433) HWATSPGDVRIZYSARNIRVIGKQPCOQKNIAYINIG | Y =GACKONOORY Y DMFARVBKENSEALKKVABAKHASELS SN
ScCttlp (472) YYVYGISPLBFEWPRAMYEKVYNDEQKKLFVHNVVCHACK I KBIgKVKKRYTQY[EGLLNECMEKVIIAECLGVPWEPVDLEG
Consensus (481) HWATSPGDIDFVQAR LYKVLGKQ QQ LAYNIG HV GADP 1QQRV DMFARVDEGLG IKK IE AA TA L
551 et A ettt LT

CgCtalp (508) r—-r-—------

ScCtalp (513) Y ——

ScCttlp (552) YAKQ'WSIASAN
Consensus (561):

Figura 4. Alineamiento tipo ClustalWW de secuencias de aminoacidos de las catalasas de C.
glabrata 'y S. cerevisiae. Las secuencias de exportacion a peroxisoma-mitocondria SKL, SKF
y SSNSKEF se indican con recuadros y subrayadas sobre secuencia [34, 48, 49].

Porcentajes de identidad/similitud entre CgCta1p y ScCta1p: 78.1/83.9; CgCtalp y ScCtt1p:
38.0/51.4; y ScCtt1p y ScCtalp: 35.4/47.6.

En el alineamiento de la figura 4, se pone en evidencia la conservacion de
dominios entre las catalasas comparadas, lo que habla de una misma funcion
enzimatica. Los motivos de las secuencias de importacion SKL, SKF y SSNSKF
no existen en la catalasa citosolica de S. cerevisiae, pero si en la catalasa
peroxisomal/mitocondrial. Sélo los motivos internos SKF (no terminales) se
encuentran en la catalasa de C. glabrata.

A pesar de que los porcentajes de similitud entre las secuencias ortdlogas

de las catalasas son bastante altos, es de notarse la falta total de sintenia de
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C.g9.CTA1 con los genes de catalasas de S. cerevisiae. La region intergénica

donde se encuentra el promotor de CTAT entre OYE2 y CTA1 es particular en

cuanto a su longitud de 4561pb, ya que la longitud promedio en C. glabrata de

regiones intergénicas de secuencias codificantes es de 1000-1500pb. La

secuencia 5 UTR de CTA1 contiene varios motivos de reconocimiento por los

factores de trascripcion: al menos cuatro STREs para Msn2/4p, doce YREs para

Yap1p y cinco OSRE para Skn7p putativos repartidos a lo largo de la regiéon (Fig.

5).

STRES YREs
TATA OSREs TATA

cg K <__PCD1 [ < __ClA1 J, J,l OYE2 >

1062391 Region intergénica: 1063593
4561pb
ATG ATG ATG
S.c. IV RMD5 <I CTAl ' < SET7 I
966553 971470
ATG ATc;\4 ATG
S.c. Vil PDC6 NNF2
651294 659774

Figura 5. Esquema de orden en cromosoma del gen para la catalasa C.g.CTA1 respecto a los
genes para catalasas de Saccharomyces cerevisiae CTA1 y CTT1. No hay sintenia entre
C.g.CTA1y S.c.CTA1 o S.c.CTT1. El andlisis de la secuencia del promotor de gran tamafio
revela algunas de las cajas de secuencias especificas de reconocimiento de factores de
transcripcion relacionados en respuesta a deferentes tipos de estrés [7, 19, 26, 53]. Los
nuameros debajo de las lineas son el numero absoluto de pb en el cromosoma indicado. Se
indican el inicio y sentido de la trancripcion.

Genes no mencionaos en el texto: PCD1 (coenzima A difosfatasa), OYE2 (NADPH
oxidoreductasa), RMD5 (proteina citosolica requerida para esporulacion y ubiquitinacion),
SET7 (proteina nuclear con dominio SET que media actividad metiltransferasa de otras
proteinas), PDC6 (piruvato descarboxilasa) y NNF2 (proteina de funciéon desconocida con
participacion en la segregacion de cromosomas) [27, 38, 42, 57].
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Candida glabrata presenta una alta resistencia a H;0;
En este experimento las células se encuentran fase logaritmica. El numero de
generaciones se refiere a cuantas duplicaciones sucedieron desde la inoculacion
del cultivo con células en fase estacionaria (ver Material y Métodos). Para
determinar la resistencia de Candida glabrata a H;O,, expuse a células en
crecimiento a varias concentraciones de H,O,. Las concentraciones se definieron
de la siguiente manera: al observar un crecimiento de las células igual al control
hasta la concentracion de 10 mM de H,O,, esta concentracion se fijé6 como la
maxima no letal; y al observar crecimiento casi nulo desde 200 mM de H,0,, se
fij6 ésta como la concentracion maxima letal (Fig. 6).

La adaptacion de la cepa silvestre en las mismas condiciones se realizé con
10 mM de H,O, por una hora, para posteriormente afiadir concentraciones letales
de 200, 500 y 1000 mM de H,O,. En el panel derecho de la figura 6 se observa el
notable crecimiento comparado con el panel izquierdo en las concentraciones de
200 y 500 mM de H,0O, después de la adaptacion. Incluso en la primera dilucién de
las células a las que se afiadié una concentracion de 1 M de H,O, después de la
adaptacién, hay algunas pocas células viables en crecimiento. La resistencia
innata al estrés oxidante es considerable y aun mas la mostrada por las células

adaptadas.

[H20:] Adaptacion [H20:]

e ooz
..0@"

200 mM

10 mM

10 + 200 mM

10 + 500 mM

500 mM
10 + 1000 mM

Figura 6. Resistencia y adaptacion de Candida glabrata a estrés oxidante por
H.,O,. Células de cepa la silvestre en fase logaritmica cosechadas a 7
generaciones en ODgonm de 0.5. Se muestra el experimento de adaptacion a la
derecha

Cabe mencionar que esta resistencia es muy alta al comparar con la mostrada por

S. cerevisiae durante experimentos realizados como control (Figura 19, anexos).
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La alta resistencia y adaptacion a H,0O, dependen del estado metabdlico

Encontramos que la resistencia a H,O, depende del numero de duplicaciones. Al
igual que la adaptacion, la resistencia disminuye a mayor dilucion del cultivo en
fase estacionaria (Fig. 7A). Al comparar las filas con la misma concentracién de
H,0., al llegar a 18 generaciones, se ve que cada vez hay menos células viables
en las diluciones respecto a 2 6 9 generaciones. Igualmente en el experimento de
adaptacion (ultimo renglon figura 7A) se observa que la células viables disminuyen
considerablemente en 18 generaciones, a pesar de ser células acondicionadas

previamente al H,O..

A)

2 generaciones 9 generaciones 18 generaciones
[H:0:]

0 mM
10 mM
50 mM

100 mM

200 mM

Adaptacion
10 + 200 mM

ODgoonm de 0.50 ODggonm de 1.0

Figura 7. La resistencia y adaptacion depende del estado metabdlico. Panel A) a mayor
factor de dilucion a partir de fase estacionaria en ODgyonm de 30, la resistencia disminuye,
las células estan en O.D.go0nm de 0.5 pero con diferente nimero de generaciones. Panel B)
células cosechadas en 8 generaciones en fase logaritmica con O.D.ggonm de 0.25, 0.5, 1;
0O.D.600nm, Y todas son diluidas a O.D.goonm de 0.25 para tener un comparativo con el mismo
numero de células.

También la resistencia al H,O, es diferente segun de la densidad 6ptica de las
células. Los cultivos mostrados en la figura 7B tienen el mismo numero de células

con el mismo numero de duplicaciones desde que salieron de fase estacionaria
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para fines comparativos del experimento. Las densidades celulares al momento de
la adicion de H,O2 son 0.25, 0.5y 1.

Se puede ver que a la misma concentracion de oxidante, el numero de
células viables aumenta al aumentar la densidad de células. Conforme con el
experimento mostrado en la figura 6, puede resultar predecible que la resistencia
disminuya entre mas oxidante se afiade al medio. Sin embargo, la resistencia de
las células en fase logaritmica varia respecto a la proporcion células/oxidante, asi
como del numero de generaciones que han pasado desde que las células de fase
estacionaria empiezan a duplicarse.

Al utilizar células en fase estacionaria llegamos a observar una resistencia
al peroxido de hidrégeno sorprendentemente alta comparada con la de células en
fase logaritmica, con crecimiento visible incluso en la concentracion de 1 M de
H20 (Flg 8)

200 mM

250 mM
300 mM
500 mM

1000 mM

Figura 8. Células en fase estacionaria de la cepa
silvestre de C. glabrata muestran resistencia muy
alta hasta 1 M de H,0,. Células diluidas a
O-D-GOOnm de 0.5

Durante la fase estacionaria las células adquieren una alta resistencia innata a
H>O2 que baja y se va perdiendo al entrar a fase logaritmica, como ya se mostré
en la figura 7. Es conveniente recordar que propiamente las células en fase
estacionaria en cultivo liquido se encuentran en O.D.goonm Mayores a 15, pero son
diluidas en su propio medio cuando se afnade el peroxido de hidrégeno a 0.5 de

densidad optica, de manera que esta alta resistencia al oxidante observada
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proviene del estado metabdlico celular, y no de la cantidad de células en el cultivo

y su proporcién con la cantidad del oxidante.

La unica catalasa de Candida glabrata resulta esencial para la REO

Una vez determinada la resistencia de la cepa silvestre a H,O, en fases
logaritmica y estacionaria, probé la resistencia de la cepa ctalA en las mismas
condiciones (Fig. 9). Al encontrar en esta cepa una gran sensibilidad a 10 mM del

oxidante, probé concentraciones menores de 1 a 8 mM.

[H20.] silvestre ctalA [H20:]
& 0 mM 0 mM
10 mM 1 mM
200 mM 2mM
10 + 200 mM 4 mM
8 mM
1+8 mM
200 mM
10 + 200 mM
Fase estacionaria diluida en medio usado a O.D.ggonm de 0.5
B)
THO00 2 (0005,
200 mM '. . . “ ﬁ’ 200 mM

Figura 9. La resistencia y adaptacion a H,O, depende totalmente de catalasa Cta1p, tanto
en A) fase logaritmica, como en B) fase estacionaria. Los experimentos de adaptacién son 1
+8 mMy 10 + 200 mM y se muestran en azul. Células en fase logaritmica cosechadas a 4
generaciones en 0.D.goonm de 0.5.

La adaptacién en el caso de la cepa mutante de catalasa no se pudo lograr con el
mismo método utilizado con la silvestre, agregando 8 mM de H,O, como
concentracion minima letal a células acondicionadas por una hora con 1 mM de
H,O, como concentracion minima no letal. Esto sugiere que la catalasa se

requiere inclusive para la sobrevivencia y adaptacion a mayores concentraciones
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de H,0O, (condiciones de adaptacion resaltadas en azul, figura 9A). Durante este
mismo experimento se observo que durante fase estacionaria la alta resistencia a
200 mM de H,0, mostrada por la cepa silvestre depende de la unica catalasa (Fig.
9B).

No hay factores en el medio que compensen la ausencia de Ctalp en fase
estacionaria

Al encontrar que Ctalp es necesaria para la resistencia al estrés oxidante en C.
glabrata, recurrimos a la cepa mutante cta7A para probar la existencia de otros
factores importantes de la cepa silvestre en fase estacionaria como glutation,
presentes o no en el medio usado. Se tomaron células en fase estacionaria de las
cepas silvestre y ctalA y se resuspendieron en YPD fresco, agua, YP sin fuente
de carbono y medio usado de fase estacionaria de la cepa silvestre. Este
experimento lo realizamos para comprobar si la falta de una fuente de carbono
seria responsable de inducir genes para la resistencia durante fase estacionaria, y
ademas para retirar cualquier tipo de molécula presente en el medio que pudiese
generar mecanismos de resistencia. Los resultados mostraron que la alta
resistencia depende de Ctalp y que el medio en que se resuspenden las células

no suprime la falta de catalasa (Fig. 10).

silvestre [H.0;)/medio ctalA

@0 &% ommiveo [ KL K3
PP 200 mM / YPD

TXERE e
0005 < ILO

200 mM / cta1A en
medio usado por
cepa silvestre

Figura 10. No hay moléculas en el medio usado en fase estacionaria que
compensen la falta de Cta1p. Células en fase estacionaria diluidas a O.D.goonm
de 0.5
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En la figura 10 se puede ver que la sensibilidad de la cepa mutante es la misma en
todos los medios probados, lo que sugiere que en el medio usado no hay sefiales
extracelulares que compensen la falta de Cta1p a una concentracion de 200 mM
de H0,.

C.g.Yap1lp y C.g.Skn7p son necesarios para la adaptacién a especies
reactivas de oxigeno

Para el andlisis de los factores de estrés Yapi1p y Skn7p, utilicé las cepas
silvestre, las mutantes yap1A y skn7A, y la doble yap1A skn7A. Las células de fase
logaritmica de estas mutantes y de la cepa silvestre las expuse a los rangos de
concentracion de H,O, ya determinados con la cepa silvestre. Por el crecimiento
de las células minimo o nulo en los experimentos de adaptacion con las cepas
mutantes en los factores Yap1p y Skn7p, observamos que estos factores son

necesarios para la adaptacion (Fig. 11).

H20:1  sitvestre yap1A skn7A yap1A skn7A

gH" 008" QOF -

10 + 200 mM

@8 R B -

Figura 11. Los factores de transcripcion Yap1p y Skn7p son necesarios durante la
adaptacion al estrés oxidante por H,O,. Células en fase logaritmica cosechadas en 7
generaciones en O.D.goonm de 0.5

Para las células en fase estacionaria, la resistencia mostrada durante los

experimentos por todas las cepas fue muy similar, excepto en donde se anade
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H>0O, a una concentracion de 500 mM, en la que Skn7p parece ser necesario para
conservar esta resistencia (Fig. 12).

[H202]  silvestre yap1A skn7A yap1A skn7A

Figura 12. SKN7 y YAP1 no son necesarios en la fase estacionaria para mediar
la resistencia a altas concentraciones de H,O,. Células en fase estacionaria
diluidas a O.D.ggonm de 0.5

Tanto en células de fase de crecimiento logaritmica como de fase estacionaria, la
cepa skn7A presenta constantemente mayor sensibilidad que la cepa yap7A,

siendo por tanto Skn7p es epistatico sobre Yap1p.
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La funcion de Msn2p y Msn4p en C. glabrata depende del estado metabdlico
Las msn2A, msn4A 'y msn2A msn4A, se sometieron a las mismas condiciones en
que anteriormente se utilizaron en las cepas yap1A, skn7A y yap1A skn7A, al
mismo tiempo que a la cepa silvestre,

Las mutantes msn2A, msn4A y msn2A msn4A que se encuentran en la fase
logaritmica del crecimiento muestran una sobrevivencia similar a la cepa silvestre
en todos los tratamientos, excepto por una disminucion del crecimiento en la doble
mutante a la concentracion de 100 mM de H,O.,. Esto indica que los factores de
transcripcion de estrés general Msn2p y Msn4p no son necesarios en estas
condiciones para la resistencia o adaptacién a estrés oxidante durante fase

logaritmica (Fig. 13).

[H20,]
silvestre msn2A msn4A msn2A msn4A

10 + 200 mM

'YEX 'TY I TR A

Figura 13. Los factores de transcripcion de estrés general Msn2p y Msn4p no participan en
la regulacion de la resistencia a estrés por H,O, durante fase logaritmica. Células en fase
logaritmica cosechadas en 7 generaciones en O.D.gyonm de 0.5

Sin embargo, el analisis en fase estacionaria de estas mutantes indica que en C.
glabrata los factores Msn2p y Msn4p se requieren en esta condicién metabdlica de

manera independiente, pero la resistencia baja al faltar ambos (Fig. 14).
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[H20:]

silvestre msn2A msn4A msn2Amsn4A

008 ¥ 900 .

Figura 14. MSN2 y MSN4 no son necesarios en la fase estacionaria para mediar la
resistencia a altas concentraciones de H,O,. Células en fase estacionaria diluidas a
O-D-GOOnm de 0.5

Efecto de la desacetilasa Hst1p en la REO

También analicé la resistencia a estrés oxidante por H,O, de la cepa
mutante en el gen HST1, que codifica para Hst1p. Al crecer la mutante hst1A
hasta fase logaritmica y anadir H,O,, ésta mostré un ligero pero distinguible
aumento en la resistencia a concentraciones tan altas como 200 mM de H,0O..
Igualmente, las células hst1A inducidas previamente con 10 mM de H»Og,
mostraron una mayor resistencia en la adaptacion, observando mas crecimiento

en la concentracion de 500 mM de H,O, (renglones inferiores en figura 15).
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[H202] silvestre

0 mM

10 mM

50 mM

100 mM

200 mM

500 mM

10 + 200 mM

10 + 500 mM

Figura 15. La resistencia aumenta por factores regulados negativamente por
Hst1p en fase logaritmica. Células en fase logaritmica cosechadas en 4
generaciones en O.D.goonm de 1.

Para comprobar si la falta de la desacetilasa de histonas dependiente de NAD”
Hst1p regula negativamente genes de resistencia a estrés oxidante por H,0,
capaces de sustituir la alta resistencia que confiere Cta1p, obtuve la doble mutante
hst1A ctalA a partir de la mutante hst1A (Tabla 2, anexos). El analisis de la
mutante hst1A cta1A mostré fenotipos semejantes a los fenotipos ya vistos en la
mutante ctalA, tanto en células en fase logaritmica como en fase estacionaria

(Fig. 16). Esto muestra que Hst1p no controla genes que compensen la falta de

catalasa.
[H20:]
wt
hst1A
ctalA
hst1ActalA

Figura 16. La falta de la catalasa no se compensa por genes regulados
negativamente por Hst1p en fase estacionaria. Células en fase estacionaria
diluidas a O.D.gponm de 1
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Regulacién epigenética de genes subteloméricos ante el estrés oxidante

Por datos previos del laboratorio sabemos que el gen EPA2 se encuentra en una
region sujeta al silenciamiento subtelomérico, ademas de inducirse solamente en
presencia de H,O, in vitro (De Las Pefas, sin publicar). Dado que la estructura de
la cromatina desacetilada es represiva para la transcripcién, realicé un
experimento para demostrar si la respuesta al estrés oxidante relaja la cromatina
en el locus de EPAZ2 y otras regiones subteloméricas. Usé cepas que tienen una
insercion del gen URA3 en una en regidon subtelomérica. La insercion incluye un
promotor constitutivo para el gen URA3, de manera que funciona como reportero
del estado transcripcional de la cromatina al sembrar las cepas en medio CAA y 5-
FOA (Material y métodos).

Utilicé siete cepas con inserciones del gen URA3 en cuatro regiones
subteloméricas diferentes (ver Tabla 2). EI gen URA3 en la cepa BG684 se
expresa manera constitutiva, por lo que la cepa es sensible al 5-FOA; el resto de
estas cepas con inserciones URA3 son resistentes al 5-FOA. ARadi 10 mM de
H2O, a los cultivos de estas cepas en YPD liquido y posteriormente plateé
diluciones logaritmicas en YPD, CAA y 5-FOA. No se obtuvo expresion diferencial
entre cada cepa y su correspondiente control sin oxidante, excepto por un ligero
cambio en el crecimiento en las diluciones de la cepa BG526. Asi que en las
regiones subteloméricas probadas no se detecté cambio fenotipico que indique
una diferencia en el estado de la cromatina, producto de la presencia de H,O; a

esta concentracion (Fig. 17).
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IV. DISCUSION

Candida glabrata es un hongo patdégeno emergente, aislado con mayor frecuencia
en casos de candidosis nosocomial por su capacidad de formacién de biopeliculas
al interior de catéteres y la alta resistencia hacia azoles que le permite prevalecer
en pacientes tratados contra especies fungicas y provocar candidemias. A pesar
de esta creciente importancia poco se sabe sobre sus factores de virulencia.
Creemos que su capacidad de sobrevivir al estallido respiratorio de los
macrofagos podria definirse posteriormente como un factor de virulencia
importante. Este estudio pretende iniciar el entendimiento de los mecanismos que
confieren a C. glabrata alta resistencia a especies reactivas de oxigeno (ERO),
como el perdxido de hidrégeno (H20-).

Los datos obtenidos muestran como C. glabrata es capaz de mantener
viable un porcentaje alto de células en fase logaritmica después de exponerse a
altas concentraciones de peréxido de hidrégeno (~50 mM). Ademas las células
logran adaptarse a concentraciones mayores a partir de una exposicion
‘preparatoria’ o ‘condicionante’ de oxidante previa no letal (10 mM de H»O;) que
estimula la expresién de genes diversos de la respuesta el estrés oxidante. Esto
permite mantener viables a mas células y sobrevivir a concentraciones mayores
del oxidante (~500 mM de H,0,).

Los resultados apuntan a una alta resistencia innata de C. glabrata al H,0,
incluso al compararlo con otras especies fungicas, como la levadura también
patdgena Candida albicans o la levadura no patdégena Saccharomyces cerevisiae
a la que es muy cercana filogenéticamente [57]. Durante fase estacionaria es
excepcional la resistencia de C. glabrata al H,O,, pudiendo llegar a crecer en
presencia de 1 M de H,0..

Datos adicionales del laboratorio sobre la resistencia a estrés oxidante de
estas levaduras ubican a C. glabrata siempre con una resistencia superior durante
fase logaritmica a una concentracion de peréxido de hidrogeno de 50 mM contra
10 mM de C. albicans y 6 mM de S. cerevisiae. De manera similar, durante fase

estacionaria C. glabrata es tres veces mas resistente a este tipo de estrés que C.
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albicans y diez veces mas que S. cerevisiae (Datos del laboratorio, sin publicar).
Claramente esto indica una ventaja como patdgeno hacia una infeccidn exitosa.

Los datos que presentamos suscriben a que en C. glabrata los mecanismos
de la resistencia al estrés oxidante por H,O, son regulados en parte por los
factores de transcripcion Yap1p, Skn7p, Msn2p y Msn4p. Estos factores tienen
ortdlogos bien estudiados en S. cerevisiae y parecen conservar sus funciones en
C. glabrata. Los altos porcentajes de similitud en secuencia de aminoacidos entre
ortdlogos de estos dos organismos también indican la conservacion de su funcion
(Yap1p, 41.8%; Skn7p, 65%; Msn2p, 36.3%; y Msn4p, 32.2%).

En C. glabrata, a diferencia de S. cerevisiae, Msn2p y Msn4p parecen
funcionar independientemente. Esta diferencia se puede explicar parcialmente al
tomar en cuenta que la similitud entre ortélogos de Msn2p y Msn4p baja alrededor
de 20% si no se considera el dominio de dedos de cinc en el alineamiento de
secuencias. Ya que el dominio de dedo de cinc es comun en los factores que se
unen al ADN, esta manera de comparar las secuencias ortdlogas de los factores
Msn2p y Msn4p, da una mejor idea de lo conservada de su funcion.

Particularmente para el fendmeno de adaptacién, los factores Yapip y
Skn7p, y en menor medida Msn2/4p, son importantes. La adaptaciéon a altas
concentraciones de especies reactivas de oxigeno es un mecanismo que se
refiere a la induccion de genes de resistencia a estrés oxidante a partir del
desbalance 6xido-reduccion de la célula. Asi se incrementa la expresion de genes
cuyos promotores son blancos de factores de transcripcion de estrés general,
como Msn2/4p; o especificos, como Yap1 y Skn7p.

Cual o cudles factores son los principales encargados de la transcripciéon
depende del estado metabdlico de las células.

Durante el crecimiento en fase logaritmica, las células mutantes yap17A,
Skn7A 'y yap1A skn7A incluso pierden la capacidad de adaptacion a
concentraciones mayores de oxidante después de inducir con concentraciones no
letales; mientras que mutantes en Msn2p y/o Msn4p conservan esta facultad. En
fase estacionaria observamos que Msn2p y Msnd4p no son necesarios

independientemente; pero si ambos no estan presentes, la resistencia disminuye,
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aunque escasamente. Yapip y Skn7p no parecen tener efecto durante fase
estacionaria mas que al faltar ambos.

Datos posteriores a este trabajo, realizados por Marcela Briones, Mayra
Cuéllar y Verénica Gallegos del mismo laboratorio, amplian en gran medida las
conclusiones. Han encontrado que para la REO durante fase logaritmica Msn4p se
requiere junto con Skn7p y Yap1p; y durante fase estacionaria se requieren Msn2p
y Msn4p junto con Skn7p.

Sin embargo, la resistencia se pierde gradualmente entre mas veces se
duplican las células (Fig. 7). Este hallazgo muestra la importancia del paso por
fase estacionaria, durante la cual la respuesta al estrés oxidante es maxima en C.
glabrata. Proponemos que los elementos que elevan la resistencia al estrés
oxidante por H>O, al elevar o desrreprimir su expresion durante la fase
estacionaria, enzimaticos (como la catalasa u otras peroxidasas, dismutasas o
reductasas) o no (como el glutation o el engrosamiento de la pared celular), se ven
reducidos al tiempo que la célula se prepara para entrar en division activa;
diluyéndose con el pasar de las generaciones al crecer el numero de células en un
medio rico en nutrientes. Nuestro grupo de trabajo se interesa en encontrar la
regulacion de los genes que controlan la resistencia y adaptacion al estrés
oxidante durante los cambios de la fase estacionaria hacia la fase logaritmica y
viceversa.

Una parte importante de la regulacion de los genes de respuesta a estrés
oxidante en S. cerevisiae es la exportina Crm1p, encargada de exportar del nucleo
al factor Yap1p en condiciones normales. Cuando Yap1p se oxida al alterarse el
balance redox por perdxido de hidrogeno u otra sustancia oxidante, Crm1p
exportar a Yap1p, permitiendo a este ultimo activar a sus genes objetivo con
mayor frecuencia. Hallamos una secuencia con identidad del 87.8% con Crm1p de
S. cerevisiae esta presente en C. glabrata. Adicionalmente la secuencia de Yap1p
de C. glabrata conserva el motivo de exportacion nuclear y las cisteinas
responsables del mecanismo que lo ‘esconden’ de Crm1p [12]. Por estos datos es
factible que tanto Yap1p como Crm1p de C. glabrata conserven la funcion de sus

ortdlogos en S. cerevisiae.
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Las catalasas son ubicuas entre los seres vivos por su eficiencia para
desintoxicar H,O, y otros intermediarios reactivos oxidantes. Ctalp es la unica
catalasa de C. glabrata. En S. cerevisiae hay dos catalasas, Ctt1p citoplasmica y
Cta1 peroxisomal cuya falta es compensada por glutatién [29]. En C. albicans solo
hay una catalasa, pero este patégeno es varias veces mas resistente que S.
cerevisiae a ERO. Igualmente, C. glabrata tiene una sola catalasa que confiere
una respuesta al estrés oxidante por H>O, mucho mayor que la de C. albicans o
S. cerevisiae (Datos del laboratorio, sin publicar).

El fenotipo tan notorio de la cepa mutante en catalasa de C. glabrata (Fig.
9) sugiere que la disminucién de resistencia a perdxido de hidrogeno es
completamente dependiente de la catalasa. La catalasa es por tanto, una de las
proteinas mas importantes en C. glabrata para la REO por H;0..

La elevada resistencia de C. glabrata nos hace considerar la localizacién
celular y nivel de regulacion de la expresion de esta proteina, ya que mostramos
que es esencial en la resistencia al estrés oxidante causado por H,O».

La efectividad de la catalasa Ctalp de C. glabrata es multifactorial. La
localizacion celular de esta enzima pareceria ser uno de estos factores. La
catalasa de C. glabrata y la catalasa peroxisomal de S. cerevisiae (78.1%
idénticas, 83% similares en secuencia de aminoacidos) comparten las dos
secuencias internas de exportacion a peroxisoma/mitocondria (Fig. 4). Sin
embargo, se ha visto en S. cerevisiae que dependiendo de las condiciones, las
secuencias internas son suficientes para la exportacion si faltan las secuencias de
exportacion a peroxisoma y mitocondria terminales consideradas canonicas [34,
48]. Asi que la falta de las secuencias en los extremos N- y C- terminales en la
catalasa de C. glabrata habla de una probable regulacion post-traduccional para
su localizacion tanto en citoplasma como en peroxisoma y mitocondria.

Otro importante factor a considerar es la regulacién transcripcional de la
catalasa. La secuencia rio arriba del gen CTA71 de C. glabrata tiene muchos
elementos de respuesta a estrés putativos, por lo que varios factores de
transcripcion de respuesta a estrés podrian ser los responsables de una expresion

alta y constante de este gen (Fig. 5). Esta region podria compartir los elementos
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de respuesta entre los genes divergentes CTA71 y OYEZ2, pues igualmente el gen
OYEZ2 (que codifica para una NADPH oxidoreductasa) esta involucrado en la REO
[24]. Entonces la expresion de la catalasa en C. glabrata estaria controlada en
buena medida por los factores Yap1p, Skn7p, Msn2p y Msn4p. La cantidad y
variedad de estos elementos de respuesta en el promotor de la catalasa y una
oxidoreductasa puede ser una primera explicacion de la alta resistencia de este
organismo.

Asimismo, la mutantes ctalA y ctalA ura3A::URA3 (Tabla 2, anexos) no
muestra fenotipos diferentes de crecimiento in vitro a 30° Cy a 37° C, por lo que la
catalasa es dispensable durante el metabolismo normal.

No obstante lo anterior y considerando la aparente amplia regulacion
transcripcional y post-traduccional, los fenotipos de virulencia in vivo de la mutante
ctalA y de la cepa silvestre son estadisticamente iguales (Pan, S. J., laboratorio
de Brendan Cormack, sin publicar) de manera que la catalasa no es un factor
determinante en la sobrevivencia al ataque por ERO durante un proceso de
infeccidn in vivo. Por supuesto, otros factores de transcripcién y/o enzimas de la
REO podrian no expresarse in vitro, explicando la falta de fenotipo in vivo.

Separadamente determinamos que el estrés oxidante no afecta el
silenciamiento subtelomérico en C. glabrata. La gran mayoria de genes para
adhesinas estan ubicados en regiones subteloméricas y no se expresan in vitro,
aunque se pueden expresar de manera especifica in vivo [10, 14]. Por datos del
Dr. Alejandro De Las Pefas previos a este trabajo (sin publicar) sabemos que el
gen EPA2 de C. glabrata que codifica para una adhesina subtelomérica, se
expresar in vitro al exponer a las células a H;O,. Esto es notable, pues de los
genes para adhesinas de C. glabrata solo EPA1 se expresa in vitro en la cepa
silvestre. Células con insercion del gen URA3 en regiones subteloméricas reportan
el estado transcripcional de la cromatina. Al estar ubicado EPA2 en una region
sujeta a silenciamiento subtelomérico, esperabamos que la adicion de H,O, a
estas células mostrara relajacion de la cromatina, pero no fue asi (Fig. 17).
Seguramente la expresion del gen EPA2 esta regulada por otros factores que

pudieran o no ser los mismos durante la respuesta in vivo.
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Definitivamente la desacetilasa de histonas dependiente de NAD® Hst1p
participa negativamente en la regulacion de la respuesta al estrés oxidante en
Candida glabrata. La respuesta al estrés oxidante por H,O, de la cepa mutante
hst1A (Fig. 15) es mayor que la de la cepa silvestre. Encontramos con esta
mutante que probablemente hay otros genes que no solamente pueden aumentar
la resistencia innata de C. glabrata a H,0,, sino también mejoran la adaptacién a
mayores concentraciones de H>O;. Aun asi, a pesar de existir otros genes
reprimidos por Hst1p que amplian la REO, la importancia de la catalasa se
reafirma en la doble mutante hst1A cta1A, ya que al no estar presente, estos

genes no son suficientes para recuperar el fenotipo de resistencia (Fig. 16).
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VI. ANEXOS

1. Cuadros.

Cuadro 1. Determinacion de ODeggonm para obtener células con un
numero determinado de duplicaciones. La formula indica la ODggonm (Co)
a la que se diluyen las células de un cultivo en fase estacionaria para
obtener células en fase logaritmica a una ODgynm determinada con
numero n de duplicaciones (Cy).
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2. Graficas de curvas de crecimiento

Curvas de crecimiento a 30° C de Candida glabrata
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Grafica 1. Curva de crecimiento de cepas de C. glabrata: silvestre, ctalA 'y hst1A.
La cepa ctalA no presenta un fenotipo diferente a la silvestre durante el crecimiento
en medio rico YPD. La cepa hst1A tiene un crecimiento mas lento.
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Curva de crecimiento a 30° C
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Grafica 2. Fase log de las curvas de crecimiento de cepas de C. glabrata: silvestre,
ctalAy hst1A. Con las ecuaciones de las rectas de cada cepa, se calcularon los
tiempos de duplicacion de cada cepa; silvestre: 59.2°, cta1A: 59.8’ y hst1A: 105°.

3. Tablas

Tabla 2. Cepas usadas en este trabajo

Cepas de E. coli | Genotipo Referencia
DH10B F"mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80dlacZAM15 (8]
AlacX74 deoR recAl endAl araD139
A(ara,leu)7697 galU galK A" rpsL nupG
DH10 pcnB DH10B pcnB. Cepa para clonar productos con [40]
efectos aberrantes cuando estan presentes en alto
numero de copias.
IM109 recAl endAl gyrA96 thi hsdR17 (rg",mg ") relAl [66]
SupE44 A(lac-proAB), [F’ traD36 proAB)
lacl9A(lacZ)M15]
Transposon Genotipo Referencia
Tn7 Tn7 R6Ky ori URA3 npt (Km®) [9]
Tn903 Tn903 npt (Neo® G418%) [11]
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Cepa de Saccharomyces cerevisiae
Cepa Parental | Genotipo Referencia
L41 W303 (W303) MATa, ura3-1, leu2-3,112 his3-11,15 | [54]
trpl ade2-1 ade3::hisG
Cepas de Candida glabrata
Cepa Parental | Genotipo Referencia
BG2 --- Aislado clinico (cepa B) [15]
BG14 BG2 ura3A::Tn903 G418" Ura” Hyg® [11]
CGM57 | BGl4 ura3A::Tn903 G418 sir3A 3’ UTR de Coleccion del
EPA7::Tn7 Ura" laboratorio
CGM76 | BGl4 ura3A::Tn903 G418 hst1A::hph Hyg" Ura’ Coleccion del
hst1A laboratorio
CGM84 | BG14 ura3A::Tn903 G418® hst1A Hyg® Coleccion del
laboratorio
CGM102 | BG14 ura3A::Tn903 G418 rif1A (epal-7)A Ura’ Coleccion del
laboratorio
CGM104 | CGM102 | ura3A::Tn903 G418 (epal-7)A RIF1* Coleccion del
restaurado Ura’ laboratorio
BGS582 BG14 ura3A::Tn903 G418® EPA6::Tn7 Insercion a Coleccion del
98pb rio arriba del TAA Ura" laboratorio
BG826 | BGl4 ura3A:Tn903 G418" EPA7::Tn7 Inserciéna | Coleccion del
268pb rio abajo de TAA Ura® laboratorio
BG462 | BGl4 ura3A::URA3 pBC34.1/Pst I, Ura" G418° [13]
BG684 BG14 ura3A::Tn903 G418® Tn7 en la region [13]
intergénica entre ISC1 y HYR1
BG8&33 BG14 ura3A::Tn903 G418® Tn7 en la region [13]
intergénica entre EPA2 y EPA3
BG432 BG14 ura3A::Tn903 G418® Tn7 en la region [13]
intergénica entre EPA3 y el telémero
BG693 BG14 ura3A::Tn903 G418 Tn7 en region intergénica | [13]
unica entre EPAS y EPA4
BG526 BGl14 ura3A::Tn903 G418® Tn7 en la region [13]
intergénica entre EPA4 y el telomero
BG440 | BG14 ura3A::Tn903 G418 epa2A Laboratorio
Cormack
BG1739 | BG14 ura3A::Tn903 G418® msn2A::hph Hyg® Ura~ | Laboratorio
mns2A pRD96/Bcg 1 Cormack
BG1740 | BGl4 ura3A::Tn903 G418% msn4A::hph Hyg® Ura” | Laboratorio
mns4A pRD97/Bcg 1 Cormack
BG1742 ura3A::Tn903 G418% msn2A msn4A::hph Hyg® | Laboratorio
mns2A mns4A Ura Cormack
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CGM295 | BG14 | ura3A:Tn903 G418" ctalA::hph Hyg" Este trabajo
y CGM296 pCV15/Bsg 1
ctalA
CGM297 | BGl4 ura3A::Tn903 G418" yap1A::hph Hyg® Este trabajo
y CGM305 pCV17/Bsg 1
yaplA
CGM306 | BGl4 ura3A::Tn903 G418® skn7A::hph Hyg"® Este trabajo
y CGM307 pCV21/Bsg 1
skn7A
CGM308 | CGM297 | ura3A::Tn903 G418 yaplA Hyg® Ura Este trabajo
y CGM309
CGM310 | CGM308 | ura3A::Tn903 G418 yap1A skn7A::hph Hyg® | Este trabajo
y CGM311 pCV21/Bsg I
yaplA skn7A
CGM323 | CGMS84 | ura3A::Tn903 G418® hst1A ctalA::hph Hyg® Este trabajo
y CGM324 pCV15/Bsg 1
hst1A ctalA
CGM351 | CGM295 | ctalA::hph Hyg® ura3A::URA3 pBC34.1/Pst I, | Este trabajo
y CGM352 Ura® G418°
CGM353 | CGM297 | ura3A::Tn903 G418" yaplA Hyg® Ura’ Este trabajo
y CGM354
CGM355 | CGM306 | ura3A::Tn903 G418" skn7A Hyg® Ura’ Este trabajo
y CGM356
CGM357 | CGM310 | ura3A::Tn903 G418 yap1A skn7A Hyg® Ura” | Este trabajo
y CGM358
Tabla 3. Plasmidos usados en este trabajo
Plasmido | Genotipo relevante | Referencia
Vectores de clonacion
pGEM®-T | Vector de clonacién. Amp" Promega
# cat:
A3600
pAP599 Vector de clonacion con 2 secuencias repetidas directas [14]
FRT para quitar el marcador de seleccion, flanqueando
Ppcki::hph::3’UTRys3 (casete de higromicina) para la
construccion mutantes miltiples. URA3 Hyg® Amp®
Vectores
pBC34.1 Vector no replicativo. Un fragmento de 2.2 Kpb conel gen | [11]
C.g.URA3, flanqueado por sitios Pst . Amp®
pGRB2.0 | Vector de clonacion, replicativo C.g. CEN ARS URA3 [13]
AmpR
pMZ21 Vector no replicativo que expresa S.C.FLP1 (recombinasa Laboratorio
Flplp) Ppgka:: FLP1::3°’UTRp;s3. URA3 AmpR Cormack
Plasmidos para supresion/insercion | Referencia
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pAP628 | Vector para supresion de HST1 [14]
hst1A Producto de PCR Kpn I/Xho I (Oligos #2274/#2275) con la
region promotora de HST1 y un producto de PCR BamH I/Sac
I (Oligos #2277/#2276) con la regién 3°’UTR de HST1

clonados en pAP599 Amp"
pCV1 Producto de PCR (Oligos #1/#2) de 0.929 Kpb de la region 3° | Este

UTR de SKN7 clonado en pGEM-T. Amp" trabajo
pCV3 Producto de PCR (Oligos #3/#4) de 0.875 Kpb de la region Este

promotora de SKN7 clonado en pGEM-T. Amp" trabajo
pCV4 Producto de PCR (Oligos #7/#8) de 0.846 Kpb de la region Este

promotora de YAP1 clonado en pGEM-T. Amp" trabajo
pCV6 Producto de PCR (Oligos #11/#12) de 0.652 Kpb de la region | Este

3° UTR de YAP1 clonado en pGEM-T. Amp" trabajo
pCVS8 Producto de PCR (Oligos #60/#61) de 0.682 Kpb de la region | Este

3° UTR de CTA1 clonado en pGEM-T. Amp" trabajo
pCV10 | Producto de PCR (Oligos #57/#58) de 0.906 Kpb de la region | Este

promotora de CTA1 clonado en pGEM-T. Amp" trabajo
pCV12 | Un fragmento Hind III/Xho I de 0.846 Kpb de pCV4 clonado | Este

en pAP599 digerido con Hind I11/Xho 1. trabajo
pCV14 | Un fragmento Hind III/Kpn I de 0.682 Kpb de pCV8 clonado | Este

en pAP599 digerido con Hind I1I/Kpn 1. trabajo
pCV15 | Vector para supresion de CTAL Este

ctalA Un fragmento BamH I/Sac I de 0.944 Kpb de pCV10 clonado | trabajo
en pCV14 digerido con BamH I/Sac 1.
pCV17 | Vector para supresion de YAP1 Este
yaplA Un fragmento Sac I/BamH I de 0.652 Kpb de pCV6 clonado trabajo
en pCV12 digerido con Sac I/BamH 1.
pCV19 | Un fragmento Sac I/BamH I de 0.929 Kpb de pCV1 clonado Este
en pAP599 digerido con Sac I/BamH 1. trabajo
pCV21 | Vector para supresion de SKN7 Este
skn7A Un fragmento Kpn I/Xho I de 0.875 Kpb de pCV3 clonado en | trabajo
pCV19 digerido con Kpn I/Xho I. Hyg"
pRD96 | Vector para supresion de MSN2 Laboratorio
msn2A | Producto de PCR Kpn I/Xho I de 0.691 Kpb (Oligos Cormack
#2984/#2985) con la region promotora de MSN2 y un producto
de PCR BamH I/Sac I de 0.520 Kpb (Oligos #2986/#2987) con
la regién 3°'UTR de MSN2 clonados en pAP599 Amp®

pRD97 | Vector para supresion de MSN4 Laboratorio
msn4A | Producto de PCR Kpn I/Xho I de 0.564 Kpb (Oligos Cormack
#2990/#2991) con la region promotora de MSN4 y un producto
de PCR BamH I/Sac I de 0.535 Kpb (Oligos #2992/#2993) con
la regién 3°'UTR de MSN4 clonados en pAP599 Amp®

Tabla 4. Oligonucledtidos usados en este estudio. En Notas se indica la posicion
desde la que el oligonucleétido hibrida en relacion al gen indicado; para los
segmentos 5’ es desde el inicio del ORF (ATG) y para segmentos 3’ desde la

~ 46 ~



Israel Cafas Villamar

Caracterizacion de la REO por H,O, en C. glabrata

posicion del codén de paro (TAA).

oligonucledtidos: sentido y anti-sentido, respectivamente.

Fw y Rv indican el sentido de los

# Oligo | Secuencia 5'->3’ Notas Sitos

#1 CGCGGATCCAAGTATACTGCTATGAGCTAC SKN7 @ +47 Fw BamH |

#2 CAAGGAGCTCTTGTGCAGCGTGTAAGATATGAATCAAGTGAT SKN7 @ +976 Rv Sac|/Bsg |

#3 TTGCGGCATACTCTATTGGTG SKN7 @ +1066 Rv

#4 TCAGATCTCGAGTTGACCGTGACCGAAAC SKN7 @ -50 Rv Xho |

#5 CCGGGTACCTTGTGCAGTCGAAGTTAGAGTGCCCTATTC SKN7 @ -915 Fw Kpn|/Bsg |

#6 GTGGAGAAGATAGCACACTCATG SKN7 @ -962 Fw

#7 AATCTCGAGTTGTGCAGTGCGGGTAACAATTCTCGGCG YAP1 @ -840 Fw Xho|/Bsg |

#8 CCCAAGCTTTTACTTCCTAGTTCTTGTCTC YAP1 @ -1 Rv Hind Il

#9 GAATACTGGCAATAGCAGCAGAG YAP1 @ -933 Fw

#10 TGGCTAAGCTTGAACTTTTCG YAP1 @ +973 Rv

#11 CGCGGATCCTGTCTATATTATCTCGGTAGATC YAP1 @ +1 Fw BamH |

#12 CAAGGAGCTCTTGTGCAGTCAACTCATAGATCACAACATTAACAC | YAP1 @ +652 Rv Sac|/Bsg |

#13 GGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGG pUC Forward

#15 CGATAAGAGGCCACGTGCTTTATG Ppck1 Rv-out

#16 AGAAATACGCACGAACACGATATAGAGG 3' UTR HIS3 Fw-out

#17 GGAAACAGCTATGACCATGA pUC Reverse

#57 CGCGGATCCTCAATTGTGGGAAGTTATCTAATAAGCC CTAL @ -9 Rv BamH |

#58 CACTACTAGTTAAACACTTGTAGGAG CTAL @ -913 Fw Spell

#59 CTGAGAAAGTTCCAGCTTCTAAGC CTAL @ -985 Fw

#60 CCCAAGCTTTTGAACCACGTAAAGTGCTGT CTA1 @ +1 Fw Hind Il

#61 CCGGGTACCTTGTGCAGCCTGTAAGGACTTCTAAACC CTAL @ +688 Rv KpnI/Bsg |

#62 CTTGGTCAATAGAACTCTTAACTCACC CTAl @ +778 Rv
#2274 CGGGGTACCGCTAGCGAAGGAGACAGGCACAATCG HST15 Fw Kpn |
#2275 GTTGCTCGAGCTGTCATCTCACCTACAGATATCCGTGG HST15' Rev Xho |
#2276 CAAGGAGCTCTCCTTGTTCGAAGGTTGAAGACTTCG HST1 3' Fw Sacl
#2277 CGCGGATCCACCGCTCATTTGTTTTTATAATAGATATTG HST1 3'Rv BamH |
#2984 GGTACCCGAGGGAGTTGCCTTCACTATGTGCGTTGAG MSN25 @ -520 Fw | Kpnl/Bcg |
#2985 CTCGAGCTGTTCTTGTTGATCTGTGTTTGGT MSN25' @ +6 Rv Xho |
#2986 GGATTCTGACAGTGTTCCTTATTTTATCTAG MSN2 3' @ -6 Fw BamH |
#2987 GAGCTCCGACCGCGGTGCATCTGTTACCAGGTTAGCC MSN2 3 @ +538 Rv | Sac|/Bcg|
#2988 CTACGCAGAATTCTCTACAG MSN2 5' @ -560 Fw
#2989 GAAAGGTACTCTCTTTTTAG MSN2 3' @ +568 Rv
#2990 GGTACCCGACTCCTGTGCCTTGTCGTACCAGAGAAAC MSN45' @ -647 Fw | Kpnl/Bcg |
#2991 CTCGAGGAACAGGAATGGACACTAATATATA MSN45' @ -87 Rev | Xholl
#2992 GGATCCCCATTCTTTATTTTATTTTCTGCTA MSN4 3' @ +9 Fw BamH |
#2993 GAGCTCCGAGGCATCTGCTAATAATTTTCCGTTTCAA MSN4 3' @ +543 Rv | Sac|/Bcg|
#2994 GAAAAAGAAGCACCCACAGA MSN4 5' @ -680 Fw
#2995 TGCTAACATAAATCTATGAG MSN4 3' @ +573 Rv
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Figura 18. Plasmido pAP599. Los productos de PCR con las regiones
promotora y 3° UTR del gen que se quiere reemplazar por el casete de
higromicina se clonan utilizando los sitios de clonacién multiple
(multiple cloning site - MCS) y en la misma orientaciéon. Los MCSs se
encuentran inmediatamente fuera del casete de higromicina. Una vez
reemplazado el gen de interés, el casete de higromicina se puede
eliminar por accion de Flp1p (pMZ21 — ver Tabla 3) ya que el casete
de higromicina esta flanqueado por las secuencias repetidas directas
FRT. Esto permite lograr mutantes multiples reemplazando otros
genes con el mismo método.
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Fase logaritmica

4 duplicaciones - 18 duplicaciones
[H20:] [H202]
0 mM 0 mM
1mM 1mM
2mM 2mM
4mM § 4 mM
8 mM 8§ mM
10 mM 10 mM
20 mM 20 mM
Adaptacion Adaptacion
1+10 mM 1+10 mM
[H20] Fase estacionaria
0mM
10 mM
200 mM
500 mM

Figura 19. Resistencia al estrés oxidante por H,O, de S. cerevisiae.
Efectivamente, S. cerevisiae al igual que C. glabrata pierde resistencia y
capacidad de adaptacion al H,O, al incrementar el numero de duplicaciones
desde una resistencia mayor durante fase estacionaria; sin embargo, la
resistencia es menor en ambas fases al comparar con C. glabrata (ver texto).
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