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Resumen

Caracterizacion de los genes MTL de Candida glabrata en Saccharomyces
cerevisiae
La reproduccion sexual se ha descrito como una ventaja evolutiva debido a la
recombinacién genética que podria favorecer una mejor adaptacion. Por ello es
importante el estudio de la regulacion de la expresién de los genes que controlan
el apareamiento, y la funcién de las proteinas codificadas por estos genes
(Cgalfal, Cgalfa2, Cgalfa3 y Cgal). Nuestro modelo de estudio, Candida glabrata,
es una levadura patégena y asexual, que posee tres loci ortélogos (MTL1, MTL2 y
MTL3) a los loci que regulan el apareamiento en la levadura sexual
Saccharomyces cerevisiae. En este trabajo nos propusimos determinar si los
genes codificados en los loci MTL de C. glabrata pueden complementar para la
funciébn de apareamiento, a mutantes de los genes ortélogos en S. cerevisiae.
Mediante ensayos de complementacién heter6loga observamos que las proteinas
Cgalfal, Cgalfa2, Cgalfa3 y Cgal de C. glabrata no conservan la funcidon para
apareamiento de S. cerevisiae. Ademas, determinamos la actividad de los
promotores de estos genes tanto en S. cerevisiae como en C. glabrata. Para ello
construimos vectores que contienen fusiones transcripcionales de los promotores
de los genes de C. glabrata con la proteina fluorescente YFP y encontramos que
estos promotores se reconocen en S. cerevisiae. También determinamos que son
activos en C. glabrata. Sin embargo, la actividad de estos promotores es menor en
C. glabrata que en S. cerevisiae. Nuestros datos sugieren que la regulacién y la
funciéon de las proteinas Cgalfal, Cgalfa2, Cgalfa3 y al de C. glabarata podria ser

diferente a la de S. cerevisiae.

PALABRAS CLAVE. Apareamiento, actividad de promotores, complementacién
heteréloga, Saccharomyces cerevisiae, Candida glabrata.



Abstract

Characterization of Candida glabrata MTL genes in Saccharomyces
cerevisiae
Sexual reproduction is thought to provide evolutionary advantage due to genetic
recombination, which could provide better adaptation to environmental conditions.
Therefore, it is important to study the regulation of expression of the genes that
control mating, as well as the function of the proteins encoded in these genes
(Cgalphal, Cgalpha2, Cgalpha3 and Cgal). Our model organism, Candida
glabrata, is an asexual fungal pathogen that contains three orthologous loci to the
loci that control mating in the sexual yeast Saccharomyces cerevisiae (MTL1,
MTL2 and MTL3). In this work we wanted to determine whether the genes encoded
in the C. glabrata MTL loci complement the mating function in S. cerevisiae. We
performed heterologous complementation assays and we found that the Cgalphal,
Cgalpha2 Cgalpha3 and Cgal genes, are unable to complement, the mating
function in mating-deficient S. cerevisiae strains. We also determine the promoter
activity of these genes both in S. cerevisiae and in C. glabrata. To this end we
made replicative vectors containing transcriptional fusions of each promoter with
the yellow fluorescent protein YFP and found that the C. glabrata promoters are
recognized in S. cerevisiae and they are also functional in C. glabrata, although the
activity is higher in S. cerevisiae. Our data suggests that the regulation and the
function of Cgalphal, Cgalpha2, Cgalpha3 and Cgal proteins are different from

the role they have in mating in S. cerevisiae.

KEY WORDS. mating, promoter activity, heterologous complementation,
Saccharomyces cerevisiae, Candida glabrata.
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Introduccion

El apareamiento es un proceso por el cual dos células haploides con tipo celular
complementario, por ejemplo, una célula tipo a con una célula tipo alfa, se
reconocen e inician la fusion celular y fusién nuclear para dar lugar a células
diploides que posteriormente transitan por el proceso de meiosis. Las células
diploides tienen ventajas evolutivas de las cuales las células haploides carecen;
algunas de estas ventajas la son la recombinacion genética durante la meiosis y la
variabilidad que ésta le confiere y la formacion de esporas en respuesta a
condiciones de limitacion nutricional como forma de supervivencia (Phi 1995;

Johnson etal. 1998; McDonald et al. 2016), entre otras.

El apareamiento es un proceso estrictamente controlado donde, la regulacion
transcripcional esta bien definida, ya que es costosa por la energia que se emplea
para realizar este proceso (Kahana-Edwin et al. 2013). Esta regulaciéon no se
encuentra totalmente descrita en todos los modelos de estudio de hongos; sin
embargo, en la levadura que mas se conoce es Saccharomyces cerevisiae

(Mazurie et al. 2005).

Los genes implicados directamente en la regulacién del apareamiento en S.
cerevisiae son los que se encuentran en el locus de apareamiento llamado MAT,
gue regula genes que se requieren para la reproducciéon sexual. Ademas, los
genes localizados en el locus MAT también controlan la expresién de otros genes
no relacionados con la reproduccion sexual, sino con la respuesta a ciertos tipos

de estrés (Fig. S1) (Galgoczy et al. 2004).
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S. cerevisiae presenta tres tipos celulares bien diferenciados que estan
determinados por el alelo que se expresa a partir del locus de apareamiento MAT.
La informacién de los genes presentes en este locus pueden ser tipo a o alfa que
codifican para el gen Scal (informacién a), o para los genes Scalfal y Scalfa2
(informacién tipo alfa); y debido a estos genes los tipos celulares pueden ser a,
alfa, o a/alfa. Los tipos celulares a y alfa son haploides; el tercer tipo celular resulta
del apareamiento de los dos tipos celulares haploides, lo que da lugar a una célula

diploide (Haber 1998; Soll et al. 2009) (Fig. S1).

La proteina Scalfal de S. cerevisiae se une directamente a los promotores de los
genes especificos de alfa y reconoce una regién especifica de ADN en los genes
especificos de células alfa (asg, por sus siglas en inglés). En ausencia de esta
proteina los genes regulados por la misma no se expresan. Las células de tipo a
no expresan el gen Scalfal, y por lo tanto no pueden expresar genes especificos

de células alfa (Hagen et al. 1993).

Las células de tipo celular a/alfa (diploides) no pueden aparearse, pero pueden
realizar meiosis y esporular bajo ciertas condiciones de limitacion de nutrientes
(Wu et al. 1996). Estas células expresan los genes que codifican para las
proteinas Scalfa2 y Scal. La proteina Scalfa2 forma un heterodimero con la
proteina Scal y ambas reprimen el gen Scalfal, y por esta razon los genes
especificos de las células de tipo alfa no se expresan. Ademas, la proteina Scalfa2
es capaz de reprimir los genes especificos de las células a (Fig. S1) (Galgoczy et

al. 2004; Zhong et al. 1999).
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La mayoria de los hongos patégenos de humanos clasicamente se han
considerado asexuales, pero recientemente se ha descubierto que pueden tener
ciclos sexuales cripticos o ciclos parasexuales lo que podria impactar en su
patogénesis. En la reproduccién parasexual la transferencia de material genético y
recombinacidon ocurre independientemente del proceso de meiosis, un ejemplo
representativo de un organismo que tiene reproduccion parasexual es Candida

albicans (Ene & Bennett 2014).

Candida glabrata es una levadura patégena, haploide y asexual, que tiene una
relacion filogenetica mas estrecha con S. cerevisiae que cualquier otra especie
perteneciente al clado Candida. C. glabrata es la segunda especie mas
comunmente asilada después de C. albicans en infecciones hospitalarias
(Gabaldén et al. 2013). Los procesos de apareamiento y de meiosis no se han
descrito en esta especie, a pesar de tener tres loci de apareamiento, homélogos a
los presentes en S. cerevisiae, que codifican los ortdlogos de los genes que
controlan el apareamiento y la identidad del tipo celular sexual en S. cerevisiae.
Estos loci son CgMTL1, CgMTL2 y CgMTL3, estos dos ultimos podrian ser los loci
ortélogos a los loci HMR y HML en S. cerevisiae y tener un papel equivalente
(Srikantha et al. 2003; Brockert et al. 2003). El locus CgMTL1 en la cepa de
laboratorio (BG14) tiene informaciéon a, y también en el locus CgMTL2, en cambio
en el CgMTL3 tiene informacién de tipo alfa, con una variante del gen Cgalfa2,

llamado Cgalfa3 (Yanez-Carrillo et al. 2014; Robledo-Méarquez et al. Sometido).

El caso de C. glabrata es particular, ya que a pesar de la cercana relacion

filogenética entre S. cerevisiae y C. glabrata, los genes que codifican las



68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

feromonas de C. glabrata no se expresan en la mayoria de los aislados clinicos,
tampoco se ha visto respuesta a la feromona por ninguno de los dos tipos
celulares a o alfa. Ademéas, en C. glabrata no existe la regulacion de genes
especificos de células a o alfa, ya que los genes ortélogos correspondientes se
expresan en todas las cepas, independientemente del tipo de informacién (a o
alfa) que expresan en el locus CgMTL1, o incluso en ausencia de informacién de
apareamiento (Ramirez-Zavaleta et al. 2010). De hecho, alun no se ha encontrado
evidencia de reproducciéon sexual en esta especie (Muller et al. 2008; Ene &

Bennett 2014).

Dado que la reproduccién sexual es ventajosa para la evolucion de numerosas
especies, en este trabajo decidimos realizar experimentos para entender mejor la
funcion y estudiar la regulacion de la expresion de los genes codificados en los loci
MTL de C. glabrata. Para ello realizamos ensayos de complementacién heterdloga
y observamos que dichas proteinas no conservan la funcion de apareamiento en
S. cerevisiae. Ademas, construimos fusiones transcripcionales de los promotores
de estos genes con la proteina amarilla fluorescente (YFP) y determinamos la
actividad de cada promotor en S. cerevisiae y en C. glabrata. Encontramos que la
actividad de estos promotores fue més alta en S. cerevisiae que en C. glabrata, lo
gue nos hace pensar que la regulacion de la expresién es diferente en ambos

organismos.
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Material y métodos

Cepas, plasmidos y oligonucleétidos

Las cepas utilizadas en este trabajo estdn descritas en las Tablas S1 y S2, los
plasmidos usados en este trabajo estan descritos en la Tabla S3, los
oligonucledtidos usados en este trabajo estan descritos en la Tabla S4 (Material

Suplementario).

Medios de cultivo

El medio de cultivo utilizado para bacterias fue Luria-Bertani (LB) el cual contiene
extracto de levadura 5g/L y triptona 10g/L, NaCl 10g/L, para medio sélido afiadir
agar 15g/L. Cuando fue necesario se suplementd con carbenicilina 100ug/ml. Para
recuperar las bacterias recién transformadas con ADN se utilizé el medio de
cultivo SOC, el cual contiene extracto de levadura 5g/L, triptona 20g/L, NaCl
10mM, KCI 2.5mM, MgS0O4 10mM y MgCI2 10mM, después de esterilizarlo se

suplementé con glucosa 0.2%.

Los medios de cultivo para levadura utilizados en este trabajo fueron: medio YPD
gue contiene extracto de levadura 10 g/L, peptona 20 g/L y suplementado con
glucosa 2%, para medio solido se afadié agar 2% y se suplementaron con
nourseotricina (Werner agentes bioldgicos) 100 mg/L (Nat100). El medio completo
sintético (SC) se compone de YNB sin sulfato de amonio, (NH4)>,S0O4 5g/L,
suplementado con casaminoacidos 0.6% y glucosa 2%. El medio SPORE contiene
acetato de potasio 10 g/L y extracto de levadura 1.3g/L. De ser necesario se le

afladi6 uracilo 25 mg/L, é&cido 5-fluoroorético (5-FOA, Toronto Research
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Chemicals) 1.1g/L para cajas de 5-FOA. El medio SD esta constituido por base de
nitréogeno de levadura sin sulfato de amonio, (NH4),SO4 5g/L, y se suplementé con
glucosa 2% vy, cuando fue necesario, con uracilo 25 mg/ L y/o leucina (30 o 120

mg/L, Sigma Aldrich).

Transformaciones

Todos los plasmidos construidos se introdujeron en Escherichia coli DH10 por
electroporacién (Ausubel, 2000). Las transformaciones de levadura con ADN de
plasmido lineal o superenrollado se realizaron con el método de acetato de litio
como se describe a continuacion: las cepas a transformar con ADN se crecieron
durante una noche en medio YPD. Con estos cultivos se inocul6 50mL de medio
fresco (YPD) hasta llegar a una ODgoonm de 1. Se centrifugaron y se lavaron con
agua grado mQ y acetato de litio 0.1M para obtener un botén de células
competentes para transformacion resuspendidas en 300uL de acetato de litio
0.1M. Ademas, se prepard la mezcla de transformacioén la cual consta de: 240uL
de polietilenglicol 50%, 36uL de acetato de litio 1M, 25uL de esperma de salmdn
de cadena sencilla 2mg/mL desnaturalizado con calor y el ADN a transformar
(alrededor de 500ug). Se mezclaron 50uL de las células competentes y con la
suspensién de ADN y se incubé a 30°C durante 45 min. Al término de la
incubacion se anadio 43uL de DMSO y se incubd nuevamente a 42°C, 15 min. La
suspensién de transformacion se centrifugd y el botén de células transformadas
con el ADN se resuspendi6é en 600uL de agua mQ (para seleccionar Ura+) o en
ImL de YPD (recuperacién por 4 h a 30°C para seleccionar resistencia a

antimicoticos). Para seleccionar las transformantes, se sembraron en medio solido
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SC (transformantes Ura+) o en medio solido YPD Natl100. Incubar a 30°C durante
2 dias. Las transformantes obtenidas se estrian en medio sélido de seleccion
correspondiente para ser purificadas. Para diagnosticar que la transformacion del
ADN fue exitosa, se lleva a cabo una PCR de colonia o a partir de ADN extraido
de cultivos de las transformantes. Se seleccionan dos clonas diferentes para cada

transformacién y se guardaron a -80°C en glicerol al 10%.

Extraccién de ADN plasmidico

Los pldsmidos de cultivos bacterianos se extrajeron y purificaron con el kit de
Qiagen Mini Prep o con el kit Wizard ADN purification®. Para extraer ADN de
geles de agarosa, se uso el kit Gel Extraction QIAquick®. Para purificar productos

de PCR, se uso0 el kit PCR Purification QIAquick®.

Extraccién de DNA gendémico de C. glabratay S. cerevisiae.

Para obtener el DNA gendmico de levadura, crecimos la cepa de interés en medio
YPD liquido por 12 horas a 30°C, centrifugamos el cultivo, lo resuspendimos en
500uL de buffer A con detergente (Tris 50mM, EDTA 10mM, NaCl 150mM, Tritdén
1% y SDS 1%) y afiadimos otro volumen igual de fenol:cloroformo:isoamilico,
agitamos vigorosamente e incubamos a 44°C por 15 minutos. Volvimos a
centrifugar para separar la fase acuosa a la cual le agregamos 500uL de buffer A
sin detergente (Tris 50mM, EDTA 10mM y NaCl 150mM) e incubamos por 15 min
a 44°C. Agregamos 15uL de cloruro de sodio 5M y 2 volumenes de etanol al

100%. Centrifugamos y lavamos el pellet con etanol al 70% para finalmente
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resuspender el DNA gendmico en 250uL de TER (Tris 10mM, EDTA 50mM vy

RNasa).

Expresion de YFP por anélisis de FACS

Cultivos saturados de las cepas en medio SC o YPD-Nat crecieron hasta fase
estacionaria (FE) y se diluyeron en medio fresco a una ODggonm de 0.5 (inicio de la
fase logaritmica o FL). YFP se utiliz6 como gen reportero para medir la actividad
de los promotores de los genes relacionados con el apareamiento Cgalfal,
Cgalfa2 y Cgal de Candida glabrata. Se tomaron muestras de 300uL de las
células de levadura, la fluorescencia se evalud por citometria de flujo (FACS)
utilizando un citometro de flujo Beckman Coulter. Se realizaron mediciones a las 0,
2, 4,6, 12, 24 y 48 h de incubacién. La fluorescencia indicada es el valor de la
salida directa del canal FL2 (deteccién de fluorescencia verde) sin compensacion.
Se analizaron un total de 10,000 células por cada muestra y se tomé el valor de la
media geométrica del pico correspondiente. El andlisis de todos los experimentos

se realiz6 con el programa ©FlowJo.
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Resultados

Los promotores de los genes Cgalfal, Cgalfa2z y Cgal de Candida

glabrata son activos en Saccharomyces cerevisiae

Realizamos ensayos de actividad de los promotores de los genes Cgalfal, Cgalfa2
y Cgal de C. glabrata en S. cerevisiae. Para ello construimos vectores replicativos
en S. cerevisiae que contienen cada promotor fusionado transcripcionalmente a la
proteina amarilla fluorescente (YFP) y los transformamos en S. cerevisiae. Estos
plasmidos son: pYC203 que contiene el promotor del gen Cgal (Pcga1), pYC205 el
del gen Cgalfal (Pcgara1), pPYC207 el del gen Cgalfa2 (Pcgata2) Y €l vector vacio
pRS416. Utilizamos 3 cepas distintas de S. cerevisiae para transformar cada uno
de estos plasmidos: la cepa MATa, la MATalfa y la matA (Fig. 1A). Cada una de
estas cepas transformantes se cultivaron en medio rico YPD y se incubaron hasta
fase estacionaria tardia (72 h) a 30°C. A partir de estos cultivos se inicid6 una
cinética de expresion en distintos medios: CAA y medio limitante de nutrientes que

se utiliza para inducir la esporulaciéon en S. cerevisiae (ver Material y Métodos).

Como se muestra en la Fig. 1B, los tres promotores de los genes relacionados con
el apareamiento de C. glabrata son activos en S. cerevisiae, pues presentan
actividad en los dos medios de cultivo y en los tres fondos genéticos probados, se
observé mayor actividad en el medio SPORE sin importar el tipo de informacion

genética presente en el locus MAT.
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La actividad maxima del promotor del gen Cgalfal en el medio SPORE que
observamos fue de ~200 unidades de fluorescencia relativas (UFR) a las 24 h (Fig.
1B). En la Fig. 1C se puede observar que no todas las células de esta poblacion
de S cerevisiae tienen activo dicho promotor, aunque la mayoria si lo expresan

(67%), y presento esta actividad.

El promotor del gen Cgalfa2 en el medio SPORE a las 24 h presenté ~100 U, en
aproximadamente la mitad de las células de este cultivo (46%), el resto de las

células no present6 fluorescencia (Fig. 1C).

El promotor del gen Cgal tiene mayor actividad también en medio SPORE a las
24 h con ~60U (Fig. 1B); pero en este caso, s6lo un 18% de la poblacién presento

esta actividad y el resto de las células no presentaron fluorescencia (Fig. 1C).

Realizamos un ensayo de perdida de plasmido para determinar el porcentaje de la
poblacion que perdié el plasmido a lo largo del experimento. Al inicio del
experimento después de 72 h de incubacion en CAA, el 60% de la poblacion
perdid el plasmido a pesar de haber crecido en medio selectivo para la presencia
del plasmido; esto puede deberse a la cantidad y la estabilidad de la proteina
Ura3, donde al estar repletas las pozas de esta proteina el pldsmido puede
perderse (Brachmann et al. 2006). Al hacer una dilucién en medio fresco se
seleccionan las células que aun conservan el plasmido para crecer en medio
SPORE, que carece de uracilo. Con base en los datos del ensayo de pérdida de
plasmido, se puede calcular que el 92% de la poblacion presenté actividad del
promotor de Cgalfal, el 63% de la poblacién exhibié actividad del promotor del

gen Cgalfa2 y 27% de la poblacién mostr6 actividad del promotor del gen Cgal.
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Por lo tanto, los promotores de los genes Cgalfal, Cgalfa2 y Cgal de C. glabrata
son reconocidos en S. cerevisiae. El promotor del gen Cgalfal es el mas fuerte
(presenta la mayor actividad de los tres promotores) y ademas es el que se
expresa en un mayor porcentaje de la poblacion (~92% si se corrige por la pérdida

de plasmido).

Los loci MTL de C. glabrata no complementan la funcién de

apareamiento en S. cerevisiae

Las proteinas relacionadas con el apareamiento de C. glabrata tienen en promedio
un 55% de similitud con las proteinas ortélogas de S. cerevisiae; sin embargo, en
C. glabrata no se mantiene identidad celular sexual ni se ha descrito un ciclo
sexual (Angoulvant et al. 2016; Ramirez-Zavaleta et al. 2010). Por esta razdn es
interesante determinar si las proteinas de C. glabrata pueden complementar la
funcion de apareamiento en S. cerevisiae mediante ensayos de complementacion
heterbloga, con base en que determinamos que los promotores de C. glabrata son

activos en S. cerevisiae.

Para la complementacion heter6loga realizamos cruzas con cepas control de tipo
de apareamiento definido (tester MATa y tester MATalfa) las cuales tienen una
auxotrofia distinta a las auxotrofias de nuestra cepa silvestre de S. cerevisiae. De
manera que solamente si existe apareamiento, se complementan las auxotrofias

de ambas cepas parentales de la cruza y podran crecer en medio minimo.
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Se usaron tres cepas de S. cerevisiae con diferente informacion de apareamiento:
a (MATa), alfa (MATalfa) o sin informacion de apareamiento (matA), a las cuales
se les transform6 con dos vectores replicativos que contienen los loci de C.
glabrata completos: CgMTLl1la (pYC174) y CgMTL1lalfa (pYC172) asi como el
vector vacio (pRS416). Una vez obtenidas las cepas transformantes se procedié a
realizar las mezclas para favorecer el apareamiento. Se mezclaron cada una de
las cepas con los plasmidos con cada cepa tester de S. cerevisiae (MATa y
MATalfa), las mezclas se emplearon para realizar diluciones logaritmicas y se
sembraron igual nimero de células en placas de Petri con medio minimo YNB
(para seleccion de cepas diploides prototrofas) y YPD (como control de

crecimiento). Se registr6 fotograficamente a las 48 h de la incubacion a 30°C.

Las tres cepas de S. cerevisiae complementadas con los plasmidos con los genes
de C. glabrata se pudieron aparear con la cepa tester con informacién
complementaria, independientemente del tipo de informacién de apareamiento de
C. glabrata que contienen los plasmidos. Incluso la cepa matA con informacién a o
alfa de C. glabrata se apared con el tester alfa, ya que la cepa matA se comporta

como una cepa MATa (Fig. 2)

Para descartar que la expresion de los genes codificados en el locus CgMTL1 de
C. glabrata no se regule correctamente en S. cerevisiae y esa fuera la razon de la
falta de complementacion heter6loga, realizamos el mismo experimento de
complementacién heteréloga, pero en lugar de utilizar todo el locus MTL de C.
glabrata, utilizamos vectores en los que clonamos solamente los genes

estructurales de las proteinas Cgalfal, Cgalfa2 y Cgalfa3 (para la informacion alfa)
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y Cgal (para la informacién a) de C. glabrata, bajo la propia regulacion
transcripcional de S. cerevisiae, es decir los propios promotores y la regién y 3’
UTR de S. cerevisiae de cada gen) (Fig. 3). Los vectores se transformaron en la
cepa matA y se realizaron los ensayos de apareamiento. Encontramos que, sin
importar la informacién presente en los vectores transformados, la cepa matA se
apare6 con el tester alfa como se esperaba, ya que la cepa matA se comporta
como MATa. Usamos como control positivo la cepa MATalfa con el vector

replicativo pRS416 (Fig. 3).

Para asegurarnos que las cepas diploides resultantes del apareamiento tuvieran el
plasmido transformado realizamos PCR de colonia amplificando los genes
estructurales de C. glabrata, en donde obtuvimos los amplicones correspondientes
(datos no mostrados), corroborando la presencia del plasmido. Por lo tanto, la
informaciéon genética de los loci CgMTL de C. glabrata no complementa para el

apareamiento en S. cerevisiae.

Actividad de los promotores de los genes Cgalfal, Cgalfa2z y Cgal en

Candida glabrata

Para determinar cual es la regulacién transcripcional de los genes relacionados
con el apareamiento de C. glabrata en su propio contexto genético, transformamos
por separado los vectores replicativos en C. glabrata que contienen cada uno de

los promotores de los genes Cgal, Cgalfal y Cgalfa2 fusionados con YFP, asi
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como su propia regidon 3’UTR (pKN1, pKN3 y pKN20). En este caso, también
utilizamos las cepas de C. glabrata con informacion a o alfa en el locus CgMTL1 y
la cepa que no tiene ninguna informacion de apareamiento (mtl1,2,3)A (Fig. 4A).
Cada una de estas cepas transformantes se cultivaron en medio rico YPD a partir
del resguardo congelado y de ahi se cultivaron en medio YPD (medio completo
con NAT 50ug/mL, para seleccionar la presencia del plasmido), y se incubaron
hasta fase estacionaria (48 h) a 30°C. A partir de estos cultivos se inicié una
cinética de expresién en distintos medios: CAA-NAT 50 pug/mL y medio SPORE-

NAT 25 pg/mL (fuentes limitantes de carbono y de nitr6geno).

El promotor del gen Cgalfal se expres6 en los tres fondos genéticos,
aparentemente sin presentar ninguna diferencia en los fondos genéticos probados;
pero la actividad del promotor es ligeramente mas alta en medio CAA que en
medio SPORE (~45x2.91 URF y ~30%£2.62 UFR respectivamente, Fig. 4), y el

porcentaje de la poblacién que mostré actividad de este promotor es el ~24%.

El promotor del gen Cgalfa2 también presento actividad indistinta en los tres
fondos y la actividad del promotor es muy similar en ambos medios probados
(~60+£6.48 URF en medio CAA y ~50+2.23 URF en medio SPORE) y el porcentaje

de la poblacién que tuvo activo este promotor es el ~36%.

El promotor del gen Cgal se encontr6 activo en el tiempo cero (Fase estacionaria:
48 h de cultivo) en los tres fondos genéticos en ambos medios (CAA 25+4.35 y
SPORE 25+2.72). En el medio SPORE decae su actividad a las 2 h y no se
recupera en ninguno de los tres fondos genéticos; a las 12 h presentdé un pico de

actividad en el fondo genético con informacién alfa en el locus MTL1 (26+2.2). En
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el medio CAA la actividad decayé inmediatamente después de la dilucion en
medio fresco y no se recuperd hasta las 48 h, cuando las células alcanzaron la
fase estacionaria de crecimiento. El porcentaje de la poblacién que expresoé el

promotor a las 48 h en medio CAA es el ~12% (Figs. 4B y 4C).

Por lo tanto, la actividad de los promotores de los genes de los loci MTL en C.
glabrata es independiente del tipo de informacion a o alfa presente en el locus
MTL1 en ambos medios de cutivo. Ademds, un mayor porcentaje de la poblacién
tiene activo el promotor del gen Cgalfa2 que las que tienen el promotor del gen
Cgalfal cuando se expresan en C. glabrata (36% vs 24% en medio CAA) (Fig. 4B

y 4C).

Los niveles de expresion de los promotores de los genes Cgalfal, Cgalfa2 y Cgal
en C. glabrata son menores a los que se observaron en S. cerevisiae (~200 URF
en S. cerevisiae vs ~60 URF en C. glabrata), asi como el porcentaje de la

poblacidén que expresa estos promotores es mayor en S. cerevisiae (Fig. 4B y 4C).
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Discusion

C. glabrata guarda una relacién filogenética cercana con S. cerevisiae, y conserva
los genes relacionados con el apareamiento que son ortélogos en S. cerevisiae. A
pesar de esto, en C. glabrata no se ha descrito apareamiento, pero si bajos
niveles de recombinacion genética (Dodgson et al. 2005; Gabaldén et al. 2013;

Roy & Thompson 2015).

Los promotores de los genes codificados en los loci MTL de C.
glabrata no estan conservados con los de S. cerevisiae, pero tienen cajas

TATA consenso.

Es interesante el hecho de que los promotores de C. glabrata sean reconocidos
por la maquinaria de transcripcion de S. cerevisiae, esto podria explicarse por la
cercania filogenética que presentan dichos organismos (Gabaldén et al. 2013).
Hicimos un alineamiento de los promotores de estos genes de ambos organismos
Yy no existe una alta similitud entre las regiones promotoras de C. glabrata con S.
cerevisiae (Fig. S2) y si hacemos la comparacion de esa region promotora de C.
glabrata contra todo el genoma de S. cerevisie no existe ninguna regién parecida

en su genoma.

Aoyama y colaboradores en 2014 describieron que aproximadamente el 91% de
los genes de C. glabrata necesitan de 200 pb rio arriba del sitio de inicio de la
traduccién, que es donde se encuentra el sitio de inicio de la transcripcién, que es

similar a lo que ocurre en S. cerevisiae, a su vez describieron que varios genes
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pueden tener mas de un sitio de inicio de la transcripcion que también es

consistente en S. cerevisiae (Aoyama et al. 2014).

El promotor de los genes Cgalfal y Cgalfa2 (307 pb) de C. glabrata tienen cajas
TATA consenso (TATAWAWR) (Basehoar et al. 2004), Cgalfal tiene al menos 3
cajas TATA-consenso y dos cajas TATA-parecidas; Cgalfa2 tiene al menos 3 cajas
TATA-consenso (Fig. S3), esta podria ser una de las razones por la cual estos
promotores son reconocidos en S. cerevisiae, y que el promotor del gen Cgalfal
es el que tiene mayor actividad, seguido del promotor del gen de Cgalfa2. El

promotor del gen Cgal (261pb) no posee ninguna caja TATA consenso, pero a

-564 pb presenta una caja TATA-parecida con secuencia consenso “TATAWAD”
(descrita para el promotor del gen CYC1l de S. cerevisiae), la caja tiene la
secuencia “TATATAG” que se describi6 como una secuencia TATA funcional
(Watanabe et al. 2015). Sin embargo, esta secuencia no estd presente en
nuestras construcciones ya que sélo se clonaron 261pb en estos plasmidos y a
esto podria deberse el hecho su baja actividad y del bajo porcentaje de la
poblacibn que presenta actividad de este promotor. Se ha descrito que la
regulacion de los genes depende de la presencia o ausencia de la caja TATA en la
region promotora (Basehoar et al. 2004), y esto podria explicar la expresion

diferencial que tienen estos genes en S. cerevisiae (Fig. S3).

Los promotores de los genes MTL de C. glabrata son reconocidos en
S. cerevisiae y presentan posibles cajas de reconocimiento para diversos

factores de transcripcion.
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En S. cerevisiae la actividad mayor de los tres promotores se observa en el medio
SPORE (Fig. S4) que se utiliza para inducir la meiosis y esporulacion, por su baja
concentracion de nitrdgeno y una fuente no Optima de carbono, lo cual puede
indicar que estos tres promotores responden a limitacién de nutrientes (tanto de
carbono como de nitrégeno) (Gimeno et al. 1992). Esto correlaciona con el hecho
de que en la regién promotora de los genes Cgalfal y Cgalfa2 se encuentran
posibles cajas de unidn a factores transcripcionales similares a los reconocidos en

S. cerevisiae.

Realizamos un andlisis en el servidor de la pagina Yeastract para encontrar
posibles cajas de union a factores transcripcionales, éste analisis se realiza con
las secuencias consenso descritas en S. cerevisiae, en la regién promotora de los
genes Cgalfal y Cgalfa2. Encontramos 11 posibles cajas de union a ocho factores
transcripcionales reconocidos y caracterizados en S. cerevisiae que pueden
controlar la transcripcién de estos genes cuando los expresamos en S. cerevisiae
(Fig. S5); Azfl (1), Fkh1(2), Fkh2 (2), Mcm1 (3), Mot3 (2), Rtgl (1), Rtg3 (1) y

Tecl (2).

En la region promotora del gen Cgal se encontraron 13 posibles cajas de union a
factores transcripcionales, reconocidos y caracterizados en S. cerevisiae (Fig. S6),
para ocho proteinas: Ashl (3), Fkhl (1), Fkh2 (1), Mot3 (3), Rgtl (1), Stb5 (3),

Xbp1l (1), Haal (1).

El promotor que exhibe mayor actividad en S. cerevisiae es el de Cgalfal,
recordemos que este promotor es divergente, la cadena en sentido 5'-3’ posee las

cajas de reconocimiento para la transcripciéon del gen Cgalfal, y en esta cadena
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encontramos las posibles cajas de unién para los factores transcripcionales Fkhl,
Fkh2 y Mot3; la proteina Fkhl se une al enhancer de HML en la region del
promotor de recombinacion y regula la preferencia de los donantes durante el
cambio de tipo de apareamiento. Fkh2 regula negativamente el silenciamiento de
la cromatina en los loci HML y HMR y la proteina Mot3 en general es un represor
de varios promotores (Saccharomyces genome database). El promotor del gen
Cgalfal es el que se expresa por el mayor porcentaje de la poblaciéon, que es el
67%, pero si consideramos que el porcentaje de la poblacion que pierde el
plasmido que es del 27%, aproximadamente el 92% de la poblacion tiene actividad

de éste promotor.

En el analisis de la region promotora del gen Cgalfa2 encontramos 11 posibles
cajas de unidon a ocho factores transcripcionales reconocidos y caracterizados en
S. cerevisiae (Fig. S5); Azfl (1), Fkh1(2), Fkh2 (2), Mcm1 (3), Mot3 (2), Rtgl (1),
Rtg3 (1) y Tecl (2). Azfl activa la transcripcion de genes involucrados en el
crecimiento y el metabolismo de carbono. Mcml est4d involucrado en
desencadenar la sefial en respuesta a la feromona y determinar la identidad
celular. Rtgl y Rgt3 son blanco de Hogl y son activados en pulsos estocasticos
de localizacion nuclear. Tecl participa en la activacion de Stel2 (Saccharomyces
genome database). El promotor del gen Cgalfa2z es el segundo con mayor
expresion, con un 46% de la poblacion que presenta actividad de este promotor.
Considerando el porcentaje de la poblacién que pierde el plasmido (que es el
27%), calculamos que aproximadamente el 63% de la poblacion tiene actividad de

éste promotor. Practicamente todos los factores transcripcionales que podrian
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participar en la regulacion de la expresién de estos genes estan relacionados con
condiciones de apareamiento o controlando genes relacionados con el

apareamiento.

Los posibles sitios de unién de factores transcripcionales encontrados en la regidn
promotora del gen Cgal (Fig. S6) estan involucrados en: Ashl (3) reprime la
expresion de la endonucleasa HO, Fkh1l (1), Fkh2 (1), Mot3 (3), Rgtl (1); Stb5 (3)
regula la resistencia a multidrogas y la respuesta a estrés oxidante, Xbp1 (1) es un
represor transcripcional y Haal (1) es un activador transcripcional

(Saccharomyces genome database).

Entre los promotores de los genes Cgalfal y Cgalfa2, y Cgal comparten posibles
regiones de unién para varios factores de transcripciéon, se quiere de un estudio
mas profundo de estds secuencias para saber si esas secuencias consenso son

funcionales.

Ademas, la actividad de los promotores de C. glabrata en S. cerevisiae es

independiente de la informacion del locus MAT.

Los promotores de los genes MTL de C. glabrata tienen menor

actividad en C. glabrata que en S. cerevisiae

La actividad de los promotores de los genes Cgalfal, Cgalfa2 y Cgal de C.
glabrata en su propio contexto genético es menor a la observada en S. cerevisiae,
eso puede deberse a que C. glabrata posee una regulacion mas estricta o que los
genes se expresan bajo diferentes condiciones a las probadas, ya que aiun no se

conoce su papel en C. glabrata. En este trabajo logramos ver la actividad del
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promotor del gen Cgal tanto en S. cerevisiae como en C. glabrata, esto fue
posible por la delimitacién de la region promotora a -261pb del sitio de inicio de la
traduccién, en experimentos previos usando como regién promotora la region
intergénica completa de 715 pb no fue posible detectar actividad de este promotor
en C. glabrata, tal vez por la presencia de elementos en cis que actilan como
reguladores negativos. La actividad de este promotor de 261pb sélo se observa a
las 48hrs de incubacion en fase estacionaria en medio CAA. En medio SPORE no
se recupera la actividad, ya que las células no llegan a fase estacionaria, por la
limitacién de nutrientes del medio. Ademés, como no se encontré una caja TATA
conservada cerca de este promotor, esto podria explicar la baja actividad de este

promotor tanto en S. cerevisiae como en C. glabrata.

El promotor del gen Cgalfal presenta mayor actividad en el medio CAA en
comparacion con SPORE, en comparacién Cgalfa2 donde practicamente

presentan la misma actividad en los dos medios.

En C. glabrata, el promotor del gen Cgalfa2 tiene mayor actividad que el promotor

del gen Cgalfal.

La baja actividad de los promotores de C. glabrata en su propio contexto no es tan
sorprendente ya que en un reciente estudio por Sorrells et al., encontraron en C.
glabrata en los genes relacionados con el apareamiento menos secuencias
regulatorias para factores transcripcionales como Stel2 en comparacion con S.

cerevisiae (Sorrells et al. 2015).
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Ademas, la actividad de los promotores de C. glabrata en C. glabrata es
independiente de la informacién a o alfa presente en CgMTL1 o en ausencia de
informaciéon en los tres loci. Ademas, el porcentaje de la poblacion y el nivel de
expresion de los promotores de los genes Cgalfal y Cgalfa2 en C. glabrata es

menor que la observada en S. cerevisiae.

Los genes MTL de C. glabrata no complementan la funciéon de

apareamiento en mutantes estériles de S. cerevisiae

A pesar del +55% de similitud que comparten las proteinas alfal, alfa2 y al de
ambos organismos (C. glabrata y S. cerevisiae), las proteinas de C. glabrata
aparentemente perdieron la funcion relacionada al apareamiento que tienen en S.
cerevisiae, pues con los vectores replicativos de expresiéon heteréloga no
observamos complementacién de la funcién en la cepa matA de S. cerevisiae. La
cepa matA se comporta como una cepa con informacién a, ya que las proteinas
gue activan los genes especificos de células a se encuentran presentes. Los
vectores de expresion heterdloga tienen los ORF de los genes Cgalfal, Cgalfa2,
Cgalfa3 y Cgal de C. glabrata bajo el control de las secuencias promotoras y
3’UTR de S. cerevisiae para cada gen (Scalfal, Scalfa2z y Scal). Con estos
vectores transformados en la cepa matA y estas cepas nos permitieron probar la
funcién de las proteinas y su papel en el apareamiento, ya que, si la funcion de las
proteinas de C. glabrata complementaran para el apareamiento de acuerdo a la
informacién del vector transformado, dicha cepa se comportaria como a 0 como
alfa. Esto no ocurrié por lo que Sc matA se pudo aparear con la cepa tester alfa

independientemente de la informacién de apareamiento presente de C. glabrata,
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incluso con los genes de C. glabrata bajo las propias secuencias de regulacion de
S. cerevisiae. Es posible que las proteinas relacionadas con el apareamiento de C.
glabrata tengan otra funcion, aun no se ha descartado la posibilidad de que sean

factores transcripcionales o que formen hetérodimeros.

Por otro lado, La informaciéon genética codificada en los loci MTL de C. glabrata
(genes Cgal, Cgalfal, Cgalfa2 y Cgalfa3), no complementa la funcién de

apareamiento en Saccharomyces cerevisiae.

De acuerdo con los datos obtenidos en el presente trabajo podemos concluir que
los genes Cgalfal, Cgalfa2, Cgalfa3 y Cgal de C. glabrata no conservan la
funcion de apareamiento de sus ortdlogos en S. cerevisiae, ni tampoco la
regulacion de la expresion de estos genes se conserva en ambos organismos. Se
requieren de mas experimentos para determinar la funcién de éstas proteinas
codificadas en estos genes para determinar si son factores de transcripcion, y de
ser asi, encontrar qué genes regulan. También es importante determinar si los
sitios putativos de unién de factores de transcripcién encontrados son funcionales,
lo que nos permitiria conocer las proteinas responsables de la regulacion de los

genes Cgalfal, Cgalfa2, Cgalfa3 y Cgal.
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Pies de figura

Fig. 1 Fusiones transcripcionales de los promotores de los genes

Cgalfal, Cgalfa2z y Cgal de C. glabrata con YFP y transformados en S.

cerevisiae

a) Esquema de los pladsmidos construidos para medir la actividad de los

promotores de los genes Cgalfal, Cgalfa2 y Cgal de C. glabrata en S.

cerevisiae.

b) Actividad de los promotores de los genes Cgalfal, Cgalfa2z y Cgal de

c)

Candida glabrata en Saccharomyces cerevisiae en medio de cultivo
SPORE.

1. Actividad de los promotores de los genes Cgalfal, Cgalfa2 de C. glabrata
en S. cerevisiae matA. 2. Actividad del promotor del gen Cgal de C.
glabrata en S. cerevisiae matA. Se muestran los valores promedio de tres
repeticiones independientes.

Porcentaje de la poblacién que presenta actividad de los promotores de los
genes Cgalfal, Cgalfa2 y Cgal de Candida glabrata en Saccharomyces
cerevisiae. 1. El 67% de la poblacion con informacién alfa presenta
actividad del promotor del gen Cgalfal. 2. EI 46% de la poblacion con
informacién alfa tiene activo el promotor del gen Cgalfa2. 3. El 18% de la
poblaciéon con informacion alfa tiene activo el promotor del gen Cgal. Estos
datos son representativos de los experimentos realizados en S. cerevisiae

matA en medio SPORE. La Tabla muestra el porcentaje de las células que
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perdieron el plasmido que expresa el promotor del gen Cgalfa2 a las 48

horas de incubacion.

Fig. 2 La informacion genética codificada en los loci CgMTL1la y

CgMTL1lalfa no complementa el apareamiento en Saccharomyces cerevisiae

Las tres cepas de S. cerevisiae transformadas con los plasmidos indicados se
aparearon con las cepas que tienen el tipo celular complementario sin importar el

tipo de informacién de C. glabrata que contienen en el plasmido.

Fig. 3 La informacién de los genes estructurales Cgalfal, Cgalfa2,
Cgalfa3 y Cgal de C. glabrata no complementa para la funcién de
apareamiento en Saccharomyces cerevisiae
Las dos cepas de S. cerevisiae transformadas con los pldsmidos indicados se
aparearon con las cepas que presentan el tipo celular complementario sin importar
el tipo de informacion de C. glabrata que contienen en el plasmido de expresion

heteréloga.

Fig. 4 Fusiones transcripcionales de los promotores de los genes
Cgalfal, Cgalfa2z y Cgal de C. glabrata que fueron transformandos en C.
glabrata

a) Esquema de los plasmidos construidos para medir la actividad de los
promotores de Cgalfal, Cgalfa2 y Cgal de Candida glabrata y las cepas de

C. glabrata usadas.

b) Actividad de los promotores de los genes Cgalfal, Cgalfa2 y Cgal de

Candida glabrata en su propio contexto genético. 1. Actividad del promotor
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alfal en los medios CAA y SPORE. 2. Actividad del promotor alfa2 en los
medios CAA y SPORE. 3. Actividad del promotor a1 en los medios CAA y
SPORE, para la construccion del PCgal se utiliz6 un fragmento itergénico
de 256 pb. Se muestran los valores promedio de tres repeticiones
independientes.

Porcentaje de la poblacién que presenta actividad de los promotores de los
genes Cgalfal, Cgalfa2z y Cgal de Candida glabrata. 1. El 24% de la
poblacién con informacion alfa en el locus MTL1 tiene activo el promotor del
gen Cgalfal. 2. El 36% de la poblacién con informacion alfa en el locus
MTL1 tiene activo el promotor del gen Cgalfa2. 3. El 12% de la poblacién
con informacién alfa en el locus MTL1 tiene activo el promotor del gen
Cgal. Estos datos son representativos de los experimentos realizados en

los 3 fondos genéticos de C. glabrata y de dos medios utilizados.
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Material Suplementario

Tabla S1. Cepas de Candida glabrata

Cepa Parental Genotipo relevante Referencia

CGM1975 | CGM531 | mtllA, mtl2A, mtl3A /pYC177::YFP | Coleccidon del
(YFP sin promotor) laboratorio.

CGM1995 | CGM904 | mtl1A::MTL1a, mti2A, mtI3A | Coleccion del
/IpYC177::YFP (sin promotor) laboratorio.

CGM2001 | CGM707 | mtllA::MTL1alfa, mtl2A, mtl3A/ | Coleccién del
pYCL177:YFP (sin promotor) laboratorio.

CGM2642 | CGM531 | mtilA, mtl2A, mtI3BA/ pKN1 P2 :YFP:: | Este trabajo
3'UTR alfa2

CGM2644 | CGM531 | mtll1A, mtl2A, mti3A /pPKN3 | Este trabajo
Para1::YFP::3’UTR alfal

CGM2645 | CGM904 | mtllA::MTL1a, mtl2A, mtiI3A /pKN3 | Este trabajo
Pafa1::YFP::3’UTR alfal

CGM2646 | CGM707 | mtiLA:MTL1a, mtl2A, mtI3A/ pKN1 | Este trabajo
Paa2:YFP:: 3’UTR alfa2

CGM2648 | CGM707 | mtiLA:MTL1a, mtl2A, mtiI3A/ pKN3 | Este trabajo
Paa1::YFP:: 3'UTR alfal

CGM2650 | CGM904 | mtllA::MTL1a, mtl2A, mtl3A /pKN1 | Este trabajo
Paia2:YFP::3’'UTR alfa2

CGM3016 | CGM531 | mtl1A, mti2A, mti3A /pPKN20 | Este trabajo
P.i::YFP::3’UTRal

CGM3040 | CGM707 | mtilA::MTL1a, mtl2A, mtlI3A/ pKN20 | Este trabajo
Pai:YFP:: 3’UTR al
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CGM3042

CGM904

mtlIlA::MTL1a,

mtl2A, mtl3A/ pKN20

P.1i::YFP:: 3'UTR al

Este trabajo
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Tabla S2. Cepas de Saccharomyces cerevisiae.

Cep | Parenta Genotipo Comentari Referenci
a I 0] a
L13 MATa lys9A MATa Lis™ | Lab Fink

tester
L14 MATa lys9A MATalfa Lab Fink
Lis™ tester
L120 | BY4741 | MATa his3A0, leu2A0, metl5A0, | Ura Lab
ura3A0. Alexander
de Luna
L244 | BY4741 | MATa his3A0, leu2A0, metl5A0, | Ura Lab
ura3A0. Alexander
de Luna
L245 | BY4742 | MATa his3A0, leu2A0, metl5A0, | Ura Lab
ura3A0. Alexander
de Luna
L247 | L120 BY4741 his3A0, leu2A0, metl5A0, | Ura’, Nat® Este
ura3A0. (mata)A::Nat trabajo
L257 | L247 BY4741 his3A0, leu2A0, metl5A0, | Nat®, Ura* Este
ura3A0. (mata)A::Nat/pYC172 — trabajo
CgMTL1a
L259 | L247 BY4741 his3A0, leu2A0, metl5A0, NatR,Ura+ Este
ura3A0. (mata)A::Nat/pYC174 — trabajo
CgMTL1a
L261 | L247 BY4741 his3A0, leu2A0, metl5A0, NatR,Ura+ Este
ura3A0. (mata)A::Nat/pYC203 — trabajo
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R

+

L263 | L247 BY4741 his3A0, leu2A0, metl5A0, | Nat", Ura Este
ura3A0. (mata)A::Nat/pYC205 — trabajo

L265 | L247 BY4741 his3A0, leu2A0, metl5A0, | Nat®, Ura® Este
ura3A0. (mata)A::Nat/pYC207 — trabajo

L267 | L247 BY4741 his3A0, leu2A0, metl5A0, | Nat®, Ura® Este
ura3A0. (mata)A::Nat::Nat/pRS416 trabajo

L269 | L244 BY4741 MATa his3A0, leu2A0, | Ura" Este
metl5A0, ura3A0 /pYC172 — trabajo
CgMTL1alfa

L271 | L244 BY4741 MATa his3A0, leu2A0, | Ura" Este
metl5A0, ura3A0 /pYC174 — trabajo
CgMTL1la

L273 | L244 BY4741 MATa his3A0, leu2A0, | Ura® Este
metl5A0, ura3A0 /pYC203 — trabajo

L275 | L244 BY4741 MATa his3A0, leu2A0, | Ura" Este
metl15A0, ura3A0 /pYC205 - trabajo

L277 | L244 BY4741 MATa his3A0, leu2A0, | Ura" Este
metl5A0, ura3A0 / pYC207 — trabajo
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L279 | L244 BY4741 MATa his3A0, leu2A0, | Ura Este
metl5A0, ura3A0 / pRS416 trabajo

L281 | L245 BY4742 MATalfa his3A0, leu2A0, | Ura® Este
metl5A0, ura3A0 /pYC172 — trabajo
CgMTL1alfa

L283 | L245 BY4742 MATalfa his3A0, leu2A0, | Ura® Este
metl5A0, ura3A0 /pYC174 — trabajo
CgMTL1a

L285 | L245 BY4742 MATalfa his3A0, leu2A0, | Ura® Este
metl5A0, ura3A0/pYC203 - trabajo
chal::YFP

L287 | L245 BY4742 MATalfa his3A0, leu2A0, | Ura® Este
metl5A0, ura3A0/pYC205 - trabajo

L289 | L245 BY4742 MATalfa his3A0, leu2A0, | Ura Este
metl5A0, ura3A0 /pYC207 — trabajo

L291 | L245 BY4742 MATalfa his3A0, leu2A0, | Ura" Este
metl5A0, ura3A0 / pRS416 trabajo

L295 | L247 BY4741 his3A0, leu2A0, metl5A0, | Ura® Este
ura3A0. (mata)A::Nat/pKN16 trabajo

‘ Sc
-alphal
Sc CEN/ARS
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L297 | L247 BY4741 his3A0, leu2A0, metl5A0, | Ura® Este
ura3A0. (mata)A::Nat/pKN18 trabajo
ScPal Cg al cDNA . Sc3'UTR
L295 | L247 BY4741 his3A0, leu2A0, metl5A0, | Ura® Este
ura3A0. (mata)A::Nat/pKN24 trabajo

Sc
Sc3UTR. Cgalpha2 il .m»m
-alphal
Sc CEN/ARS ]
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651 Tabla S3. Plasmidos

Plasmido Descripciéon y/o genotipo relevante Referencia
pRS416 Vector replicativo, CEN/ARS de Saccharomyces | Christianson,
cerevisiae, URA3, Ap" TW. et al
1992.
pYC172 Vector replicativo MTL1alfa EcoRI/Xbal clonado en | Coleccién del
pRS416 laboratorio.
pYC174 Vector replicativo MTL1a EcoRI/Xbal clonado en | Coleccion del
pRS416 laboratorio.
pYC55 Vector base replicativo para Cg para determinar | Coleccién del
actividad de promotores con YFP, Nat® laboratorio.
pYC181 Fragmento con el promotor de alfa2 clonado en | Coleccion del
pMJ22 (Nat) Pcgaitaz::YFP::T wiss laboratorio.
pYC182 Fragmento con el promotor de alfal clonado en | Coleccién del
pMJ22 (Nat) Pcgaifar::YFP i THiss laboratorio.
pYC203 Fragmento con el promotor de al clonado en | Coleccién del
PRS416 Pcga1::YFP:Thiss laboratorio.
pYC205 Fragmento con el promotor de alfal clonado en | Coleccién del
PRS416 Pcgaifar::YFP::Thiss laboratorio.
pYC207 Fragmento con el promotor de alfa2 clonado en | Coleccién del
pRS416 cha|faz::YFP::T HIS3 laboratorio.
pKNO1 Fragmento Cg3’UTR alfa2 clonado en pYC182 | Este trabajo
(Pcgaitaz::YFP), digerido con Xbal.
pKNO3 Fragmento Cg3’UTR alfal clonado en pYC181 | Este trabajo
(Pcgaira1::YFP), digerido con Xbal.
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Fragmento Cg3’UTR al de 141 pb digerido con | Este trabajo
Xbal clonado en pKNO8 (Pcga1::YFP) cortado con
Xbal.

Vector replicativo, CEN/ARS de Saccharomyces | Este trabajo

cerevisiae, URA3, Ap~®

Vector replicativo, CEN/ARS de Saccharomyces | Este trabajo

cerevisiae, URA3, Ap"

Vector replicativo, CEN/ARS de Saccharomyces | Este trabajo

cerevisiae, URA3, Ap"
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Tabla S4 Oligonucleétidos

Secuencia
13 Universal 1505 ggcgattaagttgggtaacgccaggg -
14 Universal 1504 tatgttgtgtggaattgtgagcgga -
320 | EMGl@135XbaFw cgcTCTAGActgctgaactgtgacgaccatc Xbal
MTL1
334 | alfaz@ntlaaaR1 Fw | ggGAATTCaaaatgtcaaagaaatcaagaattagtattac
EcoRl
9
569 | Nat-FRT@551 Rv tacaaagcttgttcaccatcggaagc -
597 | alphal@ laaaXba gagTCTAGAaaatgttaactgaaacactgactatgaagta Xbal
Rv tactgc
1097 | Nat-FRT@+11 Fw | catGTCGACcagtagtgacaataaaaagattcttgttttc Sall
Sall
1386 | alphal@+1 MTL1 | caaTCTAGAcagaacttggagcaggcgacg Xbal
Xba Fw
1388 | alpha2z@+3 Xba Fw | gacTCTAGAcaaacatatacatttctctttg Xbal
1389 | BUD5@-35 Xba Rv caaTCTAGAgcgtctttcctgtgattatgatg Xbal
1399 | al@+1 Xba Fw cacTCTAGActatagttcctccttactcttttatag Xbal
1400 | al@+140 Xba Rv cacTCTAGAcaaacccacaccgaggactc Xbal
1410 | Diag Sc | ccaacaacaacctagagtaatgg -
alphal@+330 Rv
1411 | Diag Sc BUD5@618 | gctgtattagtgctgtgaccc -
Rv
1532 | alMTL1@-39 Bam | tcaGGATCCttattgatttgtctaaagattitgaatagtaatga Bam
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Rv cacaag HI

2008 | Cgalphal@576Not ttGCGGCCGCtcatggcgctgaggacgcatg Notl
Rv

2009 | Cgalpha2z@561Xho | tatCTCGAGtcaagtgtcgaggctgttttg Xhol
Rv

2010 | Cgalpha3@633 Xho | tatCTCGAG ttatgtaagacaactcaaagaaaagacc Xhol
Rv

2011 | Sc3'UTR tatGCGGCCGCagtgtggtcgtggcggag Notl
alphal@+1 Not Fw

2012 | Sc3'UTR tagGCGGCCGCgcttgagtctgagtaatatcatattttatac | Notl
alphal@+198 Not
Rv

2013 | Scalpha2@+1 Xho | tatCTCGAGgcccgaaaaacaaatatgtatatatc Xhol
Fw

2014 | Scalpha2@+252Xho | tatCTCGAGtgaattgttgtagaaggacgtc Xhol
Rv

2015 | Cg al@393 cDNA | tcaTCTAGAgctagtcacgattgtttagatctttcg Xbal
Xba Rv

2016 | Cgal@1 AAA cDNA | catGGATCCaaaatgatgacagtagacccaatacaag BamHI
Bam Fw

2017 | Cgal@-262 R1 Fw catGAATTCcgatctcatgctcccgtag EcoRI

2018 | Scal @+1 Xba Fw tacTCTAGAattcgttttcaatgattaaaatagc Xbal

2019 | Scal@+294 3' UTR | tacGAGCTCatgagtgtataaacaaacattggg EcoRV
Sacl Rv

2020 | Scal@-1 Bam Rv tacGGATCCgttgtccttcttgatttictttg BamHI

2021 | Scal@-296 R1 Fw tacGAATTCtictttgagtaatacagtaatggtagtagtg EcoRl
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Pies de figuras suplementarias
Fig. S1 Circuito de regulacién del tipo celular en S. cerevisiae

Se muestra la regulacion a la que son sujetos los genes que determinan el
tipocelular (Madhani 2006). En las células tipo a la expresién de los genes
especificos de células a es activada por los factores transcripcionales Stel2 y
Mcml; y a su vez la proteina Mcml reprime la transcripcion de los genes
escpecificos de células alfa y Ste 12 activa la expresion de genes especificos de
haploidia. En las células de tipo alfa, los factores transcripcionales Scalfa2 y Mcm1
reprimen la expresion de los genes especificos de células a, de la activacion de
los genes especificos de células alfa se encargan las proteinas Scalfal, Stel2 y
Mcml, asi como Stel2 activa los genes especificos de haploidia. Cuando las
células son diploides los genes especificos de células a son reprimidos por las
proteinas Scalfa2 y Mcm1, los genes especificos de células alfa son reprimidos
por el dimero de Mcml y los genes de haploidia son reprimidos por el

heterodimero de las proteinas Scal-Scalfa2.

Fig. S2 Alineamiento de los promotores alfal, alfa2z y al de C. glabrata

con S.cerevisiae

A. Alineamiento del promotor Cgalfal de C. glabrata con el promotor Scalfal
de S. cerevisiae. B. Alineamiento del promotor Cgalfa2 de C. glabrata con el
promotor Scalfa2 de S. cerevisiae. C. Alineamiento del promotor Cgal de C.
glabrata con el promotor Scal de S. cerevisiae. Realizado con el programa

Mega 6 por el programa Muscle.

47



677

678

679

680

681

682

683

684

685

686

687

688

689

690

691

692

693

694

695

696

697

Fig. S3 Region promotora de los genes Cgalfal, Cgalfa2 y Cgal de C.

glabrata

En rojo se sefialan las cajas TATA-consenso y en morado se marca cajas TATA-

parecidas.

Fig. S4 Actividad de los promotores de los genes Cgalfal, Cgalfa2 y

Cgal de C. glabrataen S. cerevisiae en medio de cultivo CAA

Actividad del promotor del gen Cgalfal en el medio de cultivo CAA. b) Actividad
del promotor del gen Cgalfa2z en el medio de cultivo CAA. c) Actividad del
promotor del gen Cgal en el medio de cultivo CAA, para la construccién del
PCgal se utiliz6 un fragmento intergénico de 715 pb. Se muestran los valores

promedio de tres repeticiones independientes.

Fig. S5 Posibles sitios de wunion de factores transcripcionales
encontrados en la region promotora de los genes Cgalfal-Cgalfa2 de C.

glabrata

Fig. S6 Posibles sitios de wunion de factores transcripcionales

encontrados en laregion promotora del gen Cgal de C. glabrata

Fig. S7 Posibles sitios de union de factores transcripcionales
encontrados en la regién promotora de los genes Scalfal-Scalfa2 de S.

cerevisiae

Fig. S8 Posibles sitios de union de factores transcripcionales

encontrados en la region promotora del gen Scal de S. cerevisiae
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707
708

Cg P alfal

gtactttggtatttttaaaccacaTATATAT Tcactagttcagactgaatttcattccgttc
ctttTATATAAAtttattgaggttcaaccgcctaaaaattgcaatttTAATAAAActac
actccctgtctatcatatttacctaatatggtaaaatactgtaaatacTATATTAAtctta
cacaagtctcatatccaagagaattaaTATAAAAGaaacccaaaaaattgecatgtta

acatgattaatgagcagaaattaaccattcctttatgtcagttgtacaatatctgaagtcac
tctacﬂﬁ

Cg P alfa2

gtagagtgacttcagatattgtacaactgacataaaggaatggttaatttctgctcattaat
catgttaacatggcaattttttgggtttcttt TATATTAAttctcttggatatgagacttgtg
taagattaatatagtatttacagtattttaccatattaggtaaatatgatagacagggagtg
tagttttattaaaattgcaatttttaggcggttgaacctcaataaattTATATAAAagga
acggaatgaaattcagtctgaactagtgaaTATATATGtggtttaaaaataccaaagta
C

Cg P al construccion para Sc

cgcttgtgttttatttttttggatgtttatcgttatacaaacttgtcctcaagggtttgatatcta
gtttcattcttttgctcttcactcaacgtactccttgatctatgtaatagttactattctaattg
agatccgaaacaaTATATAGactttggtaaggttttgattgtcccggaaaatcaaaatg
aacagtgtgggcccttttctttacaaatttgttttcttcttctgtttgctacccagtttttgatct
gtatttttgagaggtttgtcttctgtgctagatattgctggetgttgtggtcgaggtatgggtt
gtcgatatggttgeggtaccaggtctctagtatctgtacgttttcecttgtgaageggtggece
tcgataggaagcggcatagtgattggggacgcecttttttaagcagatggtctttggtaacc
acattgaatacgatctcatgctcccgtagttttgacagaagagtagacagtcgataggttg
tcttgatcaaccctatctcttgtgggtccaagttgtttctcgataggaaccttaggatatcgg
acgacggccccgggagegactgtcttttgggtaaactggaacacaatgaTATAAGTT
ggttattaatctcttgcaatttttcctttaaattticttcttgt TATAACT Tgtgtcattactat
tcaaaatctttagacaaatcaataa d

Cg P al construccion para Cg

Fig. S3

cgatctcatgctcecgtagttttgacagaagagtagacagtcgataggttgtcttgatcaac
cctatctcttgtgggtccaagttgtttctcgataggaaccttaggatatcggacgacggecc
cgggagcgactgtcttttgggtaaactggaacacaatgaTATAAGT Tggttattaatct
cttgcaatttttcctttaaattitcttcttgt TATAACT Tgtgtcattactattcaaaatcttt
agacaaatcaataaﬂ
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Region promotora de los genes alfal-alfa2 de C. glabrata

5!

-307 pb
N
<

- =
3 EE @
= S3: =
[Franscription Factor|[Consensus |[Position][Strand |
Target Sequence: misecuecia (size 307)
Backtotop 4

Azf1p |[AAAAGAAA 212 |[R
Fkh1p, Fkh2p |[RYMAAYA -143  ||F
|[Fkh1p, Fkh2p |[RYMAAYA 161 |R
[Mem1p |[FTWCCYAAWNNGGWAAWW][139 |[R
|[Mem1p DCCYWWWNNRG -141 |R
|[Mem1p CCYWWWNNRG 142 |R
|[mot3p WAGGTA -146  ||F
|[mot3p TAGGTA -146  |[F
[Rta1p, Rtg3p GTCAC 297 ][R
[Tectp CATTCC 52 |R
711 |[Tectp CATTCC 265 |R

712 Fig. S5
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Region promotora del gen al de C. glabrata

’

-261 pb

E

=D

Stbs
[ Ash1

Factor|[Consensus|[Position| [Strand|
Target Sequence: misecuecia (size 261)
Back to top &
[Ash1p yTeaT  J[208 |F |
[Ash1p YTGAT [3 |
[Ash1p YTGAT _ |[200 |R
Fkh1p, Fkh2p [RYMAAYA |[-& I[F
([Mot3p TAGGAT |[-158  |[F
[Mot2p [TMGGAA 167 |[F
[Mot3p AAGGWT |[157 R |
[Ratip CGGANNA 150 |F |
|[stb5p CGGNs |50 |[F
StbSp CGGNS 143 |F_ |
Stb5p CGGNS _ |[135 R |
[Xbp1p cTcGA 172 |F |
713 Haalp SMGGSG |[-134 |[R

714  Fig. S6
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Region promotora de los genes alfal-alfa2 de S. cerevisiae

5'

-263 pb Ea

| Ash1 ]
AAnn
Mcm1

ffranscription Factor [Consensus ——[Positon Strand

Target Sequence: misecuecia (size 263)
Backtotop &
Ash1p YTGAT 221 JF___]
[Ash1p YTGAT 35 R
[Azf1p [AAGAAAAA 234 R |
[Azf1p [AAGAAAAA 255 R ]
[Gat1p. Gin3p, Gzf3p |[GATAAG 248 R ]
Gerip CTTCC 249 JF ]
Gerip cTTCC 22 JF ]
Gerip cwTce 249 JF ]
Gerip cwrce 122 J[F ]
Gerip cwTcc (327 R
[Mcm1p DCCYWWWNNRG|[-[120 |[F |
Mcm1p CCYWWWNNRG |[119 |[F |
Mot3p [AAGGWT 57 R ]
[Ste12p TGAAACA 95 F__]
[Ste12p TGAAACA 166 R |
[Ste12p |[MTGAAACA E G
715 [Ste12p |[ATGAAACA 96 |F___ |

716  Fig. S7
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Region promotora del gen al de S. cerevisiae
5!
-296 pb

Gisl

Fkh1,2

|Franscription Factor |(_:onsomm|
Target Sequence: misecuecia (size 296)
[Ash1p |[¥TGAT -97 F
[Ashi1p [¥TGAT -10 R
[Aship [¥TGAT -20 R
Fkh1p, Fkh2p RYMAAYA |[-[122 F
[Fkh1p. Fkh2p RYMAAYA |[-203 R
Fkh1p, Fkh2p RYMAAYA |[-247 R
Gatip, Gin3p, Gzf3p |[GATAAG -199 F
Gerlp CcTTCC -63 F
Gerip CWTCC -63 F
Gis1p TWAGGGAT|[-174 R
GIn3p GATTAG 220 R
Mot3p wAGGTA  |[-135 F
|[Mot3p TAGGTA 135 F
[Mmot3p TAGGAT -186 R
[Mot3p AAGGKA |[[175 R
[Sto5p CGGNS 81 F
[¥ap1p TTACTCA |[-284 R

717
718  Fig. S8
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