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Resumen

Caracterizacion de Abfl en Candida glabrata
Abfl o ARS binding factor 1 es una proteina de union a ADN que participa en
multiples procesos celulares en la levadura Saccharomyces cerevisiae, tales como
la regulacion transcripcional de genes de diferentes vias metabdlicas, en la
replicacion del ADN, en el silenciamiento de los loci HML y HMR, asi como en
reparacion de ADN. Por otra parte, en Candida glabrata un hongo patégeno
oportunista filogenéticamente cercano a S. cerevisiae, se ha identificado un ort6logo
de este gen (CgABF1) y se determind que es esencial para su viabilidad y que
participa en el silenciamiento subtelomérico de varios genes EPA que codifican para
adhesinas y son unos de sus factores de virulencia. El objetivo de este trabajo fue
determinar la funcion de Abfl en C. glabrata. Para ello disefilamos un sistema de
expresion condicional de ABF1 con el promotor del gen MET3, y determinamos Si
habia pérdida de viabilidad cuando reprimimos su expresion adicionando metionina
y cisteina al medio. También estudiamos como se afecta el ciclo celular y cambios
en la morfologia celular cuando se reprime ABF1. Encontramos que el crecimiento
se detuvo y disminuyd su viabilidad después de 6 h de represion por estos
aminoacidos. También se afectd la morfologia y se alargd el ciclo celular.
Concluimos que la represion de Abfl conduce a un retraso en el ciclo celular, pero
al cabo de 6 h las células se dividen sin haber terminado las fases anteriores, lo que

resulta en disminucion de la viabilidad.

PALABRAS CLAVE: Represion, Abfl, met/cis, ciclo celular, promotor de MET3
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Abstract

Characterization of Abfl in Candida glabarata

Abfl or ARS binding factor 1, is a DNA binding protein involved in multiple cellular
processes in the yeast Saccharomyces cerevisiae, such as the transcriptional
regulation of diverse metabolic pathways, DNA replication, silencing of the cryptic
mating loci HML and HMR and DNA damage repair. In Candida glabrata, an
opportunistic fungal pathogen closely related phylogenetically to S. cerevisiae, the
orthologous CgABF1 has been identified and we have determined that it is essential
for viability and that it participates in the subtelomeric silencing of several EPA
genes, which code for adhesins and constitute some of the virulence factors of this
pathogen. In this work, we sought to determine the function of CgAbfl in C. glabrata.
To do this, we designed a conditional expression vector for the transcriptional
repression of CQABF1 under the MET3 promoter by the addition of the amino acids
methionine and cysteine. We determined that repression of CgAbfl resulted in
decrease of viability after 6 h loss of viability after 6 h of repression. We also
observed that the passage through the cell cycle was delayed and taken longer in
the absence of CgAbfl and that the cell morphology was also affected. We conclude
that repression of Abfl leads to a delay in the cell cycle. However, after 6 h the cells
divide without having completed the previous phase of the cell cycle, which results

in cell death.

KEY WORDS: Repression, Abfl, met/cis, cellular cycle, MET3 promoter
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INTRODUCCION

Abfl (ARS Binding Factor 1) es una proteina de unién a ADN, que se conserva entre
especies de hongos tanto patégenos como no patdégenos. En Saccharomyces
cerevisiae, un hongo no patdgeno, esta proteina se define como un factor general
de regulacion debido a que se ha descrito su participacion en diferentes procesos
del metabolismo del ADN, tales como la activacion y represion transcripcional de
genes, replicacion del ADN y el silenciamiento de los loci de apareamiento HMR y

HML

En S. cerevisiae el gen ABF1 codifica para la proteina ScAbfl, la cual tiene una
longitud de 731 aminoé&cidos. Su estructura consta de dos secuencias de union a
ADN: un dedo de zinc atipico con tres histidinas (H57, H61 y H67) y tres cisteinas
(C49, C66 y C77) y una secuencia de union y reconocimiento de ADN entre los

aminoacidos 323 y 496.(Halfter et al. 1989; Cho et al. 1995).

El dominio C- terminal se encuentra a partir del aminoacido 608 al 731 (Li et al.
1998), dentro de este dominio se encuentran dos secuencias importantes para el
funcionamiento de Abfl Secuencia C-terminal 1 y Secuencia C-terminal 2 (CS1y
CS2 respectivamente). La primera regula negativamente la transcripcién y se
encuentra entre los aminoacidos 624 a 628. En cambio, CS2 realiza las tres
funciones que se le atribuyen a Abfl en silenciamiento, replicacion y activacion de
la transcripcion, esta dltima se encontré en experimentos donde determinaron la
actividad de la enzima [(-galactosidasa como resultado de la activacion de la

transcripcion del gen LacZ por Abfl (Miyake et al. 2002).
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Abfl es una proteina que se considera esencial ya que desempefia multiples
funciones en la célula. Ademas, en cepas diploides de S. cerevisiae se construyo
una cepa con una interrupcion del gen de ABF1 por Tn3-LEUZ2, estas mutaciones
se insertaron en una cepa leu2, el andlisis de tétradas en su mayoria produjo
solamente dos esporas viables, que fueron leu2, lo que indic6 que es un gen
esencial de una sola copia (Rhode et al. 1989). Dentro de los procesos celulares en
los que participa Abfl se encuentra el silenciamiento regional de genes. Las
secuencias silenciadoras de los loci de apareamiento contienen sitios de union para
Abfl, que en conjunto con Rapl actlan para iniciar y mantener el silenciamiento de
estos (Buchman et al. 1988; Rivier et al. 1999). Se determiné también que participa
en la transcripcion génica ya sea reprimiendo o activando genes, en el analisis de
microarreglos se encontré expresion diferencial de al menos 86 genes, incluyendo
genes de metabolismo de carbohidratos o biogénesis de ribosomas, incluso el
propio gen ABF1, presentd cambio en su expresion lo que sugiere que se encuentra

sujeto a autorregulacion negativa (Miyake et al. 2004).

Uno de los procesos centrales que regula Abfl es el inicio de la replicacién del ADN
qgue ocurre durante la fase S del ciclo celular. Abfl se une en el elemento B3 de las
Secuencias Autonomas de Replicacion (ARS por sus siglas en inglés) que funcionan
como origenes de replicacion en levaduras. Las secuencias ARS estan
generalmente compuestas por 3 elementos: 1) el elemento A, en el que se
encuentra la secuencia consenso, rica en A-T, que define a las secuencias ARS; 2)
el elemento B que esta subdividido en B1, B2 y B3 y 3) el elemento C. Ademas, a

lo largo del genoma de S. cerevisiae se han identificado varias secuencias ARS que
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contienen sitios de unién para Abfl en su elemento B3 (Eisenberg et al. 1988;

Marahrens and Stillman 1992).

Laregion de la proteina necesaria para desempeniar la funcion durante la replicacion
del ADN se encuentra en el carboxilo terminal, a partir del aminoacido 608. En un
experimento en el que utilizaron una proteina quimérica en la que se fusionaron los
altimos 123 aa de ScAbfl (aminoacidos 608-731) con el dominio de union a ADN
de Gal4, evaluaron la estabilidad de un plasmido que contiene la secuencia ARS1
modificada en la que se sustituy6 el elemento B3 por el sitio de unién para Gal4
(GAL4-ARS1). Se encontré que la estabilidad del plasmido fue mayor, ya que la
proteina de fusion ScAbfl-Gal4 se unié con alta afinidad al ARS1 modificado del
plasmido (GAL4-ARS1), lo cual favorecio la replicacion y por lo tanto la estabilidad
del plasmido. El control donde solo se utilizd el dominio de unién a ADN de Gal4 (y
no la proteina de fusién) mostré6 que no mantiene la estabilidad del plasmido

(Eisenberg et al. 1988; Li et al. 1998).

Abfl también contribuye a la organizacién de la cromatina, tanto en los sitios ARS
manteniendo su estado condensado o relajado, como en el posicionamiento de los
nucleosomas. Abfl puede competir con las histonas y tomar el lugar de los
nucleosomas para permitir el acceso de otras proteinas, ya sea para la replicacion

del ADN o la activacién de genes regulados por Abfl (Yarragudi et al. 2004).

Otra funcion importante que se le atribuye a Abfl en S. cerevisiae, es en la
reparacion del ADN, por el sistema de reparacion por escision de nucledtidos. En
este sistema, la unién de Abfl en su sitio de unién en la secuencia del silenciador
HML-I promueve que se lleve a cabo la reparacion eficiente en una sola direccion,

3
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rioabajo de HML-I. Mutaciones en el sitio de unién de Abfl en el silenciador de HML-
[, provocan que la reparacion de ADN por dafio con radiacion UV sea menos
eficiente. Ademas, Abfl forma un complejo estable con las proteinas Rad7 y Rad16,

componentes del complejo de reparacion por escision de nucleétido (Yu et al. 2009)

Candida glabrata es un hongo ascomiceto que tiene una relacion filogenética
relativamente cercana a S. cerevisiae, posee un gen ortdlogo al gen ScCABF1, que
se encuentra en el cromosoma J y genera un producto de 479 aa. Los ultimos 10
aminoacidos son idénticos a la secuencia de ScAbfl y la proteina completa tiene
una identidad de 63.87% con esta. CgAbfl comparte alta homologia en las dos
regiones que corresponden al dominio de uniéon a ADN (dedo de zinc 90.24% y
dominio de unidn a ADN 65.22% de identidad con respecto a ScAbfl) asi como en
el C- terminal, donde la region CS2 también comparte 86.67% de identidad (Fig. 1).
Esto sugiere que algunas de las funciones también se comparten con respecto a

ScADbfl.

En C. glabrata Abfl es una proteina esencial para la viabilidad de la célula, lo cual
se determiné mediante un ensayo de pérdida de plasmido, donde una mutante nula
(abf1A) no puede perder el plasmido que complementa la mutacion, por lo que se
concluye que es esencial. Asimismo, una mutante donde se eliminan los altimos 43
aminodacidos del extremo C-terminal, que corresponde a la region de homologia con
el dominio conservado con S. cerevisiae, esta mutante presenta una menor tasa de
crecimiento comparada con la cepa silvestre en diferentes medios de cultivo.

(Hernandez-Hernandez, Tesis de maestria, 2017).
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En C. glabrata se ha estudiado el silenciamiento de algunos genes que codifican
para adhesinas (localizados cerca del telomero derecho del cromosoma E [ER]), Y
por lo tanto sujetas a silenciamiento subtelomérico; sin embargo, la expresion de los
genes que codifican para estas adhesinas representa uno de los principales factores
de patogenicidad. Para llevar a cabo el silenciamiento de regiones subteloméricas,
se requiere de la participacion de multiples factores e incluyen también secuencias
en cis a las cuales se unen varios de estos factores. Una de estas secuencias en
cis es el protosilenciador Sil2126 que se encuentra entre el gen EPA3 y el telébmero
E-r, en el que se encontraron sitios putativos de union para Abfl y Rapl (que es
una proteina represora/activadora que participa en el silenciamiento subtelomérico
y realiza funciones similares a Abfl). Sil2126 requiere de los sitios de union para
Rapl y Abfl, ya que, si estos se eliminan, la actividad de silenciamiento de Sil2126
se pierde. La actividad como silenciador se midié colocando Sil2126 a 32kb rio
arriba de su sitio original seguido del gen reportero URA3 y evaluando la
transcripcion del reportero. Cuando se elimina uno de los sitios de union, ya sea el
de Abfl o el de Rapl, solo disminuye el silenciamiento mas no lo elimina
completamente (Juarez-Reyes et al. 2012). Ademas, se analiz6 el enriquecimiento
de Abfl en la secuencia de Sil2126 por medio de ChIP-gPCR y se encontré que
Abfl se une tanto a Sil2126 como al Elemento Negativo (EN), que es otra secuencia
que actia en cis y media la represion del gen EPAL, asi como a otros sitios a lo
largo esta region subtelomérica. Por lo que se concluye que CgAbfl también

participa en silenciamiento en C. glabrata (Lopez-Fuentes et al. 2018).
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Este trabajo lo dirigimos a caracterizar la funcion de Abfl en C. glabrata. Para ello
evaluamos cémo afecta la ausencia de Abfl el crecimiento celular utilizando un
sistema de represion de la expresion del gen. Ademas, evaluamos coémo se afecta
el transcurso del ciclo celular cuando se reprime la expresion de ABF1l y

corroboramos la esencialidad de la proteina en experimentos de viabilidad celular.
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MATERIALES Y METODOS

Medios de cultivo
Las cepas de Candida glabrata se cultivaron en medio minimo (base nitrogenada
de levadura 1.7 g/L, sulfato de amonio 5 g/L, glucosa 2%). Cuando se requirié se
suplementé el medio con uracilo 25 mg/L o Nourseotricina a 100 pg/mL.
Adicionalmente en el medio suplementado con Nourseotricina se sustituyo el sulfato
de amonio por glutamato de sodio a 1 g/L. Para los medios solidos se afiadié 2% de
agar. Para preparar medio con acido 5-fluorootico (5-FOA Toronto Research
Chemicals), se afiadié 0.9 g/L de 5-FOA y uracilo 25 mg/L al medio minimo. El 5-
FOA es un compuesto que resulta toxico en cepas que expresan el gen URAS3.

Cuando fue necesario, se afiadié 0.2 mM de los aminoacidos metionina y cisteina.

Las cepas de E. coli se crecieron en medio LB, que contiene extracto de levadura
5g/L, Triptona 10g/L, NaCl 5g/L. Todas las construcciones en plasmidos se
introdujeron por electroporacion y se seleccionaron en medio LB suplementado con

carbenicilina (Invitrogen ™) 100 pug/mL, en medio solido con 1.5% de agar.

Todos los medios se esterilizaron en autoclave a 15 Ib de presiéon y 121°C por 15

minutos.

Cepas, oligos y plasmidos
Todas las cepas oligos y plasmidos generadas y utilizadas en este estudio se

muestran en las Tablas 1, 2 y 3 respectivamente



139

140

141

142

143

144

145

146

147

148

149

150

151

152

153

154

155

156

157

158

159

160

161

Construccion de cepas con expresion reprimible de Abfl
Para la construccion del vector de expresion reprimible del gen ABF1, subclonamos
el marco de lectura abierto (ORF) de ABF1 proveniente del vector de clonacién
pGH5 construido previamente (Hernandez-Henandez, 2017). Utilizamos la enzima
de restriccion Clal (New England Biolabs) para escindir el ORF. Este se cloné en el
vector pPRM153 el cual también se digirié con Clal. Este vector contiene el promotor
del gen METS3, el cual se reprime en presencia de los aminoacidos metionina y
cisteina y un epitopo Flag para etiquetar a Abfl en su N-terminal. Los fragmentos
se purificaron y ligaron con la enzima T4 ligasa de Invitrogen a 22°C, se transformé
en células de E. coli DH10 por electroporaciéon en cubeta de 0.1cm a 1800V en Gene
Pulser Xcell™ de BioRad. Las células se recuperaron en medio SOC y se
seleccionaron en medio LB con Carbenicilina 100 pg/mL. De las colonias obtenidas
analizamos 30 colonias por PCR y de estas se seleccionaron 6 para su analisis por

digestion enzimatica

El plasmido resultante se introdujo en la cepa de C. glabrata mutante nula para el
gen de ABF1 (abf1A) la cual esta complementada con un plasmido que expresa el
gen ABF1 de manera episomal bajo su propio promotor y con el marcador de
seleccibn URA3. Se transformd esta cepa con el protocolo de LiAc descrito
anteriormente por Castafio et al 2003. La cepa resultante contiene dos plasmidos
con un marcador de seleccion cada uno: el gen URA3 y el casete de resistencia a
NAT respectivamente. Para favorecer la seleccion del plasmido con resistencia a
NAT (pPweTs:Flag-ABF1) se inoculd esta cepa en medio minimo liquido con NAT y

glutamato de sodio como fuente de nitrégeno, ademas se afiadié uracilo 25 mg/L
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para permitir el crecimiento de las células que perdieran el plasmido con el marcador
URAZ3. Esto se hizo a través de pases secuenciales cada 12h por 3 dias, el ultimo
pase se realiz6 en medio minimo mas 5-FOA para contra-seleccionar las células
que pierden el plasmido con el marcador URA3, ya que las células que expresan el
gen URAS3 no sobreviven en este medio. Para finalizar las células se colocaron en
medio minimo solido con NAT y uracilo para seleccionar las células que mantienen
el plasmido pPwmeTs::Flag-ABF1.NAT. Para escoger aquellas células que perdieron
el plasmido URAZ3, se realizd un replica print en medio sin uracilo, se guardaron

aguellas que crecieron en medio con uracilo, pero no en medio sin uracilo.

Determinacion de la velocidad de crecimiento
Cada una de las cepas se cultivaron a partir de los resguardos en glicerol a -80°C
hasta alcanzar la fase estacionaria (48 h en incubacién con agitacion en el roller a
30°C) en los medios correspondientes. Una vez en fase estacionaria cada cultivo se
ajustdé a ODeoo de 0.01 en 300 pL del medio correspondiente y se colocaron por
duplicado en una placa de 100 pozos y en tres replicas biolégicas por experimento.
El cultivo se realizé a 30°C en constante agitacion, y segun la cepa, se dejoé de 24 a
48 horas. El crecimiento se registré por medio de lecturas de densidad 6ptica a una
longitud de onda de 600 nm, cada 15 minutos utilizando el equipo Bioscreen C. El
tiempo de duplicacion fue calculado de acuerdo con lo descrito por (Gutiérrez-

Escobedo et al. 2013)
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Ensayos de viabilidad
Para determinar el tiempo del cultivo en el cual ocurre la muerte celular de C.
glabrata en ausencia de Abfl, utilizamos la cepa que contiene el plasmido que
contiene el gen ABF1 cuya expresion es reprimible por la presencia de aminoécidos
y realizamos un ensayo de viabilidad a diferentes tiempos después de la represion
de ABF1. Partimos de un cultivo en fase estacionaria de 48h de la cepa mutante
nula (abf1A/pPvets::Flag-ABF1), ajustamos la densidad optica (ODeoo) a 0.1, en
medio ON (medio minimo) y medio OFF (medio minimo mas 0.2 mM de met/Cis).
Tomamos lecturas de ODeoo en el espectrofotbmetro de luz visible UV-1700
PharmaSpect cada hora durante seis horas seguidas tomando las primeras seis

horas en un primer experimento y después las segundas seis horas en otro.

Ademas de las lecturas, cada hora tomamos muestras para hacer diluciones
logaritmicas y obtener cuentas viables en cada punto de tiempo en medio minimo
sélido. Todos los experimentos los realizamos por triplicado. El nimero de unidades

formadoras de colonias (UFC) se obtuvo con el siguiente calculo:

CFU (CFU) ( 1000ul >
= *
ml FD Venul*1ml
Donde

UFC/mL: es el numero de unidades formadoras de colonias por mililitro en

determinado punto de tiempo
UFC: es el nimero de unidades formadoras de colonias contadas por caja

FD: es el factor de dilucidon de la placa
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V en pl: volumen tomado de la dilucién colocado en la placa

Microscopia de fluorescencia
Utilizamos cultivos en fase estacionaria (48 h) y ajustamos la ODsoo a 0.5 y tomamos
muestras después de 9h, las células se lavaron y fijaron con paraformaldehido al
4% durante 15 min, posteriormente se volvieron a lavar y se resuspendieron en H20
miliQ estéril. TeAimos los nucleos afiadiendo 1 pL de la solucidon de DAPI
(0.2mg/mL) a 1 mL de cada suspension celular para visualizar al microscopio de
fluorescencia Axio Imager2. Las imagenes obtenidas se analizaron en el programa
ZEISS ZEN. Medimos el tamafio de las células de C. glabrata en el programa
ImageJ, los datos obtenidos de los didmetros de las células los analizamos en
GraphPad Prism, ver. 8 y realizamos el andlisis de varianza de una via y

comparacion de medias de Dunn’s para datos no paramétricos.

Determinacion de contenido de ADN
Para determinar la progresion del ciclo celular de C. glabrata en ausencia de Abfl,
realizamos un experimento para determinar el contenido de ADN mediante tincion
del ADN con Sytox green y citometria de flujo a lo largo de una curva de crecimiento.
Para ello utilizamos las siguientes cepas: la cepa mutante nula con el vector que
complementa la mutacion nula (abflA/pPasr1::ABF1), la cepa mutante nula con
expresion reprimible de ABF1 (abflA/pPwers::Flag-ABF1), en medio ON (medio
minimo) y medio OFF(medio minimo + 0.2 mM de met/Cis). Partimos de cultivos de
48 h en fase estacionaria, ajustamos densidad optica a 0.5, y tomamos muestras
cada 3 h por 9 h para analizar la progresion del ciclo celular. Seguimos el protocolo

de fijacién y tincion con Sytox green estandarizado en el laboratorio de microbiologia
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molecular, de las poblaciones celulares en medios ON y OFF tomamos 1x10’
células en cada punto de tiempo, centrifugamos y resuspendimos las células en 450
UL de agua estéril y afiadimos lentamente etanol frio y dejamos incubando a
temperatura ambiente por una hora o a 4°C toda la noche. Lavamos la suspensién
celular en 1 mL de TRIS-HCI 50m. Para eliminar el RNA incubamos en solucién con
RNAsa (2 mg/mL) por dos horas a 37°C. Posteriormente tratamos con solucion de
proteinasa K (5mg/mL) durante 20 a 45 min a 37°C y lavamos las células con 1 mL
de TRIS-HCL 50mM pH8. En este punto las almacenamos por un dia a 4°C para
llevar a cabo la medicion las tefiimos con Sytox green (1 pL en 4mL de TRIS HCI
50mM) y las analizamos por citometria de flujo en el citbmetro BD FACS Calibur.
Los datos obtenidos los analizamos con el software FlowJo™ para datos de
citometria de flujo, donde utilizamos el modelo Dean Jet Fox para el célculo del ciclo
celular y en cada muestra se ajustd el modelo al mas cercano con los datos

obtenidos.

Andlisis de los plasmidos obtenidos de las cepas supresoras.
Durante los experimentos de viabilidad en ausencia de ABF1, encontramos colonias
gue sobreviven a la represion con aminodcidos. Para analizar si ocurrid alguna
mutacion en el plasmido, que llevan estas colonias supresoras, aislamos el plasmido
de las células que sobrevivieron a la represion en medio OFF (abflA/pPwmeTs::Flag-
ABF1l). El plasmido obtenido mediante el protocolo de smash and grab, lo
retransformamos en E. coli DH10, para resguardarlos y secuenciar la region del
promotor. Ademas, analizamos la estructura general de estos plasmidos mediante

PCR y restriccién enzimatica con las enzimas BamHI, Sacl y Clal y secuenciamos
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la region del promotor para localizar cambios puntuales en la secuencia que
pudieran ser responsables de que el plasmido se volviera no reprimible por met/Cis.
Ademas, retransformamos estos plasmidos recuperados (que inicialmente
llamamos plasmidos supresores) en la cepa de C. glabrata mutante nula
(abf1A/pPasr1::ABF1.URA3) para realizar el experimento de intercambio del
plasmido que complementa la mutacién nula en ABF1. Esta cepa obtenida se
selecciond en medio minimo con Nourseotricina (marcador de seleccion del
plasmido supresor) y en medio 5-FOA para obtener la cepa que solo contiene el
plasmido supresor recuperado de las cepas supervivientes en medio OFF. Estas
cepas se resguardaron en glicerol al 15% a -80°C. Para concluir evaluamos el

crecimiento en medio liquido con los aminoacidos met/cis 0.2 mM.
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RESULTADOS

Abfl es esencial para el crecimiento de Candida glabrata

Anteriormente demostramos en nuestro laboratorio que el gen ABF1 es esencial
para Candida glabrata, a través de un ensayo de pérdida de un pldsmido que
complementa una mutacién nula del gen ABF1. En esta cepa, el plasmido se
mantuvo en el 100% de células sometidas a seleccién negativa del mismo (Grecia

Hernandez, Tesis de Maestria 2017).

En este trabajo corroboramos por otro método, que CgAbfl es esencial. Este
experimento lo realizamos a partir de la represion transcripcional del gen ABF1 en
una mutante nula. Disefilamos un plasmido para la expresion condicional de Abfl
controlada por el promotor del gen MET3, el cual se reprime por la presencia de los
aminoacidos metionina y cisteina (met y cis) en el medio de crecimiento. Este
plasmido incluye el marco abierto de lectura del gen ABF1, que codifica para la
proteina Abfl, etiquetada con el epitopo Flag en el extremo amino-terminal (Fig.
2A). Con el plasmido pVS1 (pPwets::Flag-ABF1) se transformé a la cepa mutante
nula, que contenia otro plasmido con el gen ABF1 silvestre bajo su propio promotor,
el cual intercambiamos por el plasmido reprimible con la versién etiquetada con Flag
del gen ABF1 (cepa abf1A/pVS1l). En esta cepa, el promotor de MET3 dirige la
expresion del gen ABF1 del plasmido y nos permite reprimir su expresion para
evaluar las funciones en las que participa Abfl de C. glabrata cuando se reprime su

expresion.
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Evaluamos el crecimiento de C. glabrata en ausencia de expresion de ABF1 por 48
h en agitacién constante, tomando lecturas cada 15 min. Observamos que en medio
OFF esta cepa no crece a lo largo de las 48 h del experimento, por lo que

corroboramos que Abfl es esencial para el crecimiento de C. glabrata (Fig. 2B).

La ausencia de Abfl causa arresto y posteriormente, muerte celular

Determinamos primero si la ausencia de Abfl en la célula causa muerte celular y de
ser este el caso, evaluamos en qué punto del crecimiento de C. glabrata ocurre la
letalidad. Para ello partimos de un cultivo de 48 h, del cual inoculamos en medio ON
y OFF a una ODsoo de 0.1, tomamos lecturas de ODsoo cada hora. De cada muestra
realizamos diluciones logaritmicas seriadas y plateamos en cajas con medio sélido
ON para calcular las cuentas viables (UFC). Para obtener el numero de UFC/mL,
multiplicamos el niumero de colonias en cada caja por el factor de dilucion y el
volumen tomado correspondiente a 1 mL de la dilucién. Como esperabamos, en
medio ON las células de C. glabrata aumentaron el nimero de UFC a lo largo del
experimento hasta llegar a fase estacionaria (un aumento de ~100 veces, (Tabla
4)), mientras que en el medio OFF la densidad 6ptica aument6 ligeramente en las
primeras 6 h, posteriormente la ODsoo Se mantuvo entre 0.5y 0.6. Después de 48 h

se observé un aumento en la densidad 6ptica hasta un valor de 1.5 (Fig. 3Ay 3B)

Por otra parte, observamos que el nimero de células viables (UFC) provenientes
de medio OFF, aumento ligeramente en las primeras 6 h. A partir de este punto la
poblacion viable comenzé a reducirse hasta que la viabilidad se redujo
aproximadamente 10 veces a las 24 h (de 1.10x10° a 1.33x10% UFC/mL) por lo que
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concluimos que el tiempo de muerte de C. glabrata en ausencia de Abfl ocurre a

partir de la sexta hora de represion (medio OFF) (Tabla 4).

El ligero aumento de UFC en las primeras horas del experimento podria deberse al
remanente de Abfl en las células, lo que lleva a que la muerte celular comience a

presentarse transcurridas seis horas de represion.

La incubacion prolongada en medio de represion de ABF1 puede resultar en
la aparicion de mutantes supresoras.

En un experimento posterior se determind que a las 48 h después de la represion
de Abfl, aparecen células en las cuales ocurri6 una supresion del fenotipo de
ausencia de crecimiento al reprimir la expresion de Abfl. Inicialmente evaluamos si
estas células eran capaces de crecer en medio sélido OFF (con aminoé&cidos). Las
células tomadas de medio liquido ON y OFF se inocularon en medio sélido OFF, a
partir de diluciones logaritmicas seriadas de cada condicidn, las cajas se incubaron
a 30°C y calculamos las UFCs. Observamos que después de 24 h en condiciones
de represion (con aminoacidos) aparecen algunas células que pueden crecer en
medio con aminoé&cidos y después de 48 h el aumento es mas significativo (Fig. 4A
y 4B). Es posible que después de 48 h de incubacion en medio OFF, ocurra alguna
mutacion en el plasmido que permita la expresion de ABF1, ya sea por una mutacion
en el promotor de MET3 que ya no sea susceptible a la represion por los
aminoacidos met y cis; o bien, en otro lugar del plasmido que permita la expresion
de ABFL1. Otra posibilidad es que haya ocurrido una mutacién supresora en genoma
y no en el plasmido.
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Los plasmidos obtenidos de las cepas supresoras no confieren crecimiento
en medio OFF y no contienen cambios identificables.

Para distinguir entre las hipotesis planteadas en el parrafo anterior determinamos
si después de tiempos prolongados de represion de ABF1 ocurrieronn mutaciones
en el plasmido reprimible pVS1 que permitan de alguna manera la expresion de
Abfl, recuperamos el plasmido de las células que lograron crecer después de 48 h
de cultivarlas en medio de represion. El plasmido recuperado lo retransformamos
en Escherichia coli para obtener suficiente cantidad de ADN y realizamos un patrén
de restriccion para determinar si existen rearreglos visibles por restriccion. En la Fig.
5A observamos que el patron de restriccion es indistinguible del plasmido parental
pVS1. Secuenciamos la region del promotor de estos plasmidos y no se encontraron

cambios en la secuencia en ninguno de ellos.

Para evaluar el crecimiento de C. glabrata obtuvimos 3 plasmidos independientes
de células supresoras y transformamos a la cepa abf1A, complementada con un
plasmido que lleva el gen ABF1y el marcador de seleccién URA3 (pCl12). Con cada
uno de ellos realizamos intercambio del plasmido para obtener la cepa abfiA
complementada con los plasmidos obtenidos de las cepas supresoras (pSupl;
pSup2 y pSup3). Seleccionamos la pérdida del plasmido con el marcador seleccién
URA3 en medio 5-FOA sin aminoacidos. Una vez obtenidas las células que
contienen Unicamente cada uno de los plasmidos provenientes de las cepas
supresoras, evaluamos su crecimiento en medio represivo. Observamos el mismo

comportamiento que las células que contienen el plasmido parental pVS1, es decir
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estas células no crecieron en medio que contiene los aminoacidos metionina y
cisteina durante las primeras 24 h. Después de 24 h y 48 h, se observa un ligero
aumento en la absorbancia y aparicion de supresoras (detectadas como UFC en
medio OFF), igual que como ocurrié en los experimentos anteriores (Fig.6A y 6B

comparar con Fig. 3A).

La represion de Abfl causa retraso en el ciclo celular

Utilizamos microscopia 6ptica y de fluorescencia como primer acercamiento para
determinar si la represion de la expresion de Abfl en la cepa nula causa que las
células arresten su crecimiento en algun punto particular del ciclo celular.
Realizamos mediciones del tamafio de las células a partir de las imagenes
obtenidas y encontramos que las células de C. glabrata tienden a tener mayor
tamafio en condiciones de represion (Fig 7A). Para confirmarlo realizamos
mediciones de células en diferentes campos y encontramos que las células en
gemacion tienden a tener un mayor tamafio en medio OFF en comparacion con las
células en medio ON. Las células del medio OFF son ligeramente mas grandes con
diferencia estadisticamente significativa con un valor de p=0.016 y un valor a de 0.5.
entre las células que no estan gemando Fig(7B). Ademas, determinamos que
probablemente las células tienden a pasar tiempos mas largos en la morfologia de
células en gemacion con gemas grandes posiblemente en la fase S de sintesis de
ADN ya gque en medio OFF se apreciaron con mayor frecuencia células con gemas

(42%) que en medio ON (10%) después de 9 h de incubacién (Tabla 5).
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La ausencia de expresion de ABF1l causa retraso en el ciclo celular y
posteriormente su muerte.

Después de analizar la morfologia de las células de la cepa abf1A, con el sistema
reprimible de ABF1, estudiamos cémo se afecta el ciclo celular a través de la
medicion del contenido de ADN por citometria de flujo, partiendo de la premisa que
1C corresponde a células en la fase G1 del ciclo celular y 2C corresponde a G2/M.
Para esto realizamos tincion de ADN como se describe en metodologia, realizamos

citometria de flujo, y analizamos los datos obtenidos.

Observamos que, a las 3h en medio OFF, el cultivo de la cepa abf1A con el plasmido
reprimible, fue asincrénico con solo 2% de células en fase S, después de 6h se
acumularon en fase S donde aproximadamente el 35% de células se encontraron
en Sy el restante se distribuyeron en fase G1 y G2. Después de 9 h de reprimir la
sintesis de Abfl, las células pasaron de S, a G1 nuevamente, logrando sobrepasar
el arresto celular. Sin embargo, es probable que las células que se dividieron sin
haber terminado de duplicar su ADN, produjeron progenie no viable con contenido
incompleto de ADN y dafios en el ADN. En la Fig. 8 se muestran los histogramas
correspondientes a la cepa parental de ABF1+, y la cepa abf1A4, con los diferentes
plasmidos que se utlizaron. En la Tabla 6 se muestran los porcentajes
correspondientes a cada fase del ciclo celular calculados con el modelo de Dean-

Jet-Fox, Tabla 6
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DISCUSION

ABF1 es esencial para la viabilidad de C. glabrata

Abfl se ha estudiado ampliamente en Saccharomyces cerevisiae, un hongo con
relacion filogenética cercana a Candida glabrata y se observo que es una proteina
esencial que participa en multiples procesos por lo que se define como un factor
general de regulacién. La esencialidad de Abfl en S. cerevisiae se determiné a partir
de un experimento en el que se interrumpi6é una de las copias cromosémicas del
gen ABF1 en cepas diploides de S. cerevisiae, con el sistema Tn3-LEU2, de manera
que se generaron dos cepas haploides: 1) leu2-1/leu2-1, ABF1/ABF1; y 2), leu2-
1/leu2-1, abflA::LEU2 / ABF1. Cuando se sometieron a esporulacion y analisis de
tétradas se encontrd que la gran mayoria de las tétradas analizadas resultan en solo
dos esporas viables (el resto de las tétradas s6lo da una espora viable). Las esporas
gue resultaron viables son todas Leu-, o que indica que ABF1 es un gen esencial

de una sola copia.

En Candida glabrata por su parte, corroboramos que ABF1 es un gen esencial a
partir de la expresiéon reprimible de este gen en el contexto del promotor del gen
MET3, que es reprimible en presencia de los aminoacidos metionina y cisteina.
Observamos que, en medio OFF, que contiene 0.2 mM de cada uno de estos
aminodacidos, no hubo crecimiento a lo largo de 48h (Fig. 2). Estos datos confirmaron
lo observado anteriormente en nuestro laboratorio en donde se evalué la pérdida de
plasmido, en ese ensayo observaron que al someter células mutantes nulas con

expresion episomal de ABF1, a crecimiento en medio que selecciona la pérdida del
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plasmido, este permanecioé en el 100% de las células, es decir el plasmido no se
puede perder. Por lo que en conjunto estos datos apoyan la idea de que es un gen
esencial para el crecimiento de Candida glabrata. Abfl podria estar involucrada en

diferentes procesos celulares al igual que su ort6logo en S. cerevisiae.

La represion de Abfl disminuye la viabilidad de C. glabrata después de 9 h en
cultivo en medio de represion

El sistema de represion de ABF1 con aminoacidos, nos permitié medir la viabilidad
de C. glabrata cuando se reprime la sintesis de esta proteina. En la Fig. 3
observamos que después de 9 h de cultivo en medio liquido con met y cis (OFF), la
viabilidad disminuye 1 orden de magnitud hasta las 12 h de represion, ademas el
tiempo de duplicacion fue mas largo en comparacion con la cepa que expresd ABF1
con su propio promotor. Registramos detenidamente el aumento en la ODsoo cada
hora y notamos que aumento6 de 0.1 a 0.5 aproximadamente en las primeras 6 h de
crecimiento, lo que indica que al menos dos duplicaciones ocurrieron en este
periodo de tiempo con un tiempo de duplicacion aproximado de 180 min. Esto podria
deberse a niveles remanentes de Abfl que hacen posible estas primeras dos
duplicaciones después de la represién. En comparacion, la cepa mutante nula con
el plasmido que expresa ABF1 a partir de su propio promotor, en el mismo medio
OFF, su tiempo de duplicacion fue de 120+3 min (Fig. 2B). En S. cerevisiae, se
determind que Abfl es una proteina abundante y estad sujeta a autoregulacion
negativa (Halfter et al. 1989; Miyake et al. 2004), aunque no se conoce la
abundancia de Abfl en C. glabrata tanto a nivel de la proteina como a nivel

transcripcional ni se conoce su regulacién, es posible que sea igualmente
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abundante en cepas silvestres de C. glabarata y que no se alcancen niveles tan
altos cuando la transcripcion es a partir del promotor del gen MET3 en medio ON.
Esta idea es congruente con el hecho de que el tiempo de duplicacién de la cepa
donde la transcripcion de ABF1 proviene del promotor de MET3 en medio ON es de
127+4 min comparada con un tiempo de duplicacién de 85+8 min de la cepa en la

que la transcripcion es a partir del promotor de ABF1 (Fig. 2B).

La pérdida de viabilidad gradual que observamos en los cultivos de la cepa abf1A,
con aminodacidos, puede ser debido a que probablemente esta proteina esta
involucrada en procesos celulares como la replicacion de ADN y transcripcion de

genes que pueden ser esenciales.

La represién de ABF1, causa un ciclo celular méas lento y posteriormente su
muerte

En levaduras se han caracterizado los mecanismos de respuesta a dafio al ADN
mediados por los puntos de control o checkpoints, de los cuales se conocen dos: el
de dafio al ADN (DNA damage checkpoint, DDC) y Checkpoint de replicacion del
ADN (DNA replication checkpoint, DRC) que se activan durante la fase S del ciclo
celular por una cascada de sefializacidén que inicia con la proteina Medl y converge
en la proteina efectora Rad53, que activa genes de respuesta a dafio, induce arresto

celular, e inhibicién de la mitosis entre otros (Pardo et al. 2017).

En Saccharomyces cerevisiae cuando existe dafio al ADN se puede observar el
crecimiento mas lento, esto es el resultado del arresto en la fase S que permite
reparar el dafio y es dependiente de Rad53 y Mecl1(Paulovich and Hartwell 1995).
Nosotros observamos retraso en el ciclo celular: después de 6 h en represion
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encontramos que hay mayor acumulacién de células en la fase S del ciclo celular
en la mutante abf1A en medio OFF comparada con la misma cepa en medio ON.
Ademas, en este punto, hay mayor poblacién de células en la fase G1, lo que
sugiere que lograron superar el arresto, aun con posible dafio al ADN, ya que Abfl
podria estar involucrada en la replicacion de ADN (Fig. 7). El mecanismo de
reparacion de ADN que se activa en la fase S en S. cerevisiae difiere del sistema
encontrado y estudiado en C. glabrata. En C. glabrata al inducir dafio al ADN por
metil metasulfonato (MMS), no se observo la fosforilacion de Rad53 ni se activo la
respuesta a dafio en el ADN. Ademas, se observo que las células completaron su
ciclo celular, es decir no se arrestaron en la fase S. También observaron una
disminucién en la viabilidad frente al tratamiento en comparacion con cultivos de S.
cerevisiae, que si se arrestaron en la fase S, lo que permitié la reparacion del dafio
para después continuar con el ciclo celular y mantenerse viables (Shor et al. 2020).
La manera en que los hongos responden al dafio en el ADN varia ampliamente entre
especies del filo, En Ascomycota se ha observado que los genes de reparacion del
ADN que responden a dafio por luz UV, no estan conservados entre especies. En
el hongo Brettanomyces bruxellensis al igual que en C. glabrata, no presentan
respuesta ante el dafilo mientras que S. cerevisiae si puede recuperarse. Se
concluye que la falta de algunos genes de reparacién de ADN podria conducir a la
evolucion de las especies (Milo et al. 2019). En C. glabrata esta diferencia en la
respuesta al dafio al ADN, podria contribuir a la plasticidad gendmica que posee
para adaptarse a diferentes tipos de estrés después de exposicion prolongada a

agentes estresantes.
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La incubacion prolongada de abf1A/pPwers::Flag-ABF1 en met/cis, causa
aparicién de mutantes supresoras

El promotor de MET3 es un promotor caracterizado que se utiliza para generar
mutantes condicionales con fenotipo de letalidad (Mao et al. 2002). El promotor
corresponde al gen METS3, que codifica para una ATP-sulfurilasa y esta involucrado
en el metabolismo de aminoacidos y de asimilacion de azufre inorganico, para la
produccion de aminoacidos como metionina y cisteina, se reprime en presencia de

estos aminodcidos (Gierest et al. 1985)

En C. glabrata nosotros utilizamos este promotor para disefiar un sistema reprimible
de Abfl en presencia de los aminoacidos metionina y cisteina y poder medir el
crecimiento celular cuando se reprime su expresion por estos aminoacidos.
Sorprendentemente, en ensayos de crecimiento observamos que después de 48 h
de represion con aminoacidos, comenzo a haber células que pueden crecer a pesar
de los aminoé&cidos en el medio, es decir, se pueden obtener células supresoras.
Analizamos si los cambios en el crecimiento se deben a cambios o mutaciones en
el promotor del gen MET3 en el plasmido, mediante digestiones enzimaticas primero
y secuenciacion después y determinamos que no es asi. Es decir, los plasmidos de
las células supresoras son idénticos a los plasmidos parentales. Otra posibilidad
para explicar la aparicién de células supresoras es que haya habido mutaciones en
algun regulador transcripcional del promotor del gen MET3. En S. cerevisiae el gen
MET3 se regula por las proteinas Met4, Met32 y Met31 que forman un complejo que
responde cuando los niveles de S-adenosilmetionina son bajos y activa

transcripcionalmente la expresion de genes relacionados con la produccién de
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aminoacidos. Met31 y Met32, se unen a los promotores de los genes de esta via, y
atraen a Met4 el cual se estabiliza por la union de Met28 para activar la transcripcion.
(Gierest et al. 1985; Blaiseau and Thomas 1998; Lee et al. 2010). Candida glabrata
conserva estas proteinas y la misma regulacion del metabolismo de estos
aminoacidos (Heébert et al. 2011), entonces la aparicion de supresoras podria
deberse al efecto de mutaciones en la regulacion transcripcional de MET3 que
resulten en la activacion de este promotor, o bien en la sefializacion de la respuesta

a estos aminoacidos.

Este trabajo abre preguntas que seran resueltas con experimentos posteriores,
gueda por investigar la abundancia de la proteina Abfl en la célula cuando se
reprime por la presencia de metionina y cisteina, la cual sera determinada por
Westernblot. Ademas, analizaremos si el sistema de regulacion del gen MET3 sufrié
cambios en las cepas supresoras; de ser asi, determinaremos mediante
secuenciacion de los genes relevantes cuales son esos cambios. Por otra parte,
investigaremos con mayor detalle el papel de Abfl en la progresién del ciclo celular,
especificamente en la fase S donde se lleva a cabo la replicacion de ADN.
Investigaremos si los puntos de regulacién o checkpoints se activan en C. glabrata
por la represion de ABF1 mediante estudios de marcas tipicas de dafio celular, y
por abundaciaa formas fosforiladas de proteinas como Rad53 que responde a dafio

al ADN (Pardo et al. 2017).
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608

Tabla 1 Cepas de Candida glabratay E. coli

Cepa
Uso Genotipo Referencia
E.coli
F- mcrAA(mrr-hsdRMS-mcrBC)
80AlacZAM15AlacX74 deoR
Celulas Calvin y Hanawalt
DH10B recAl andAl araA139
electrocompetentes (1988)
A(ara,leu)7697 galU galK- rpsL
nupG
Cepas C.
Parental Genotipo Referencia
glabrata
Comarck y Falkow
BG14 BG2 ura3A::Tn903G418R
(1999)
pPwmets::Flag-linker::ABF1
abflA::FRT coleccion del
CGM3584 CGM2746
pCl12(pPasr1::ABF1) laboratorio
abflA:FRT
pCl12(pPasr1::ABF1)
CGM3838 CGM3584 Este trabajo

pPVS1(pPwvers::Flag-

linker::ABF1)
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CGM3874

CGM3838

abflA::FRT
pPVS1(pPwers::Flag-

linker::ABF1)

Este trabajo

CGM3842

BG14

ura3A::Tn903G418R
pVS1(pPwers::Flag-

linker::ABF1)

Este trabajo

CGM3882

BG14

ura3A::Tn903G418R

pRM153(pPweTs::Flag-linker

Este trabajo

CGM4279

CGM3584

abflA::FRT
PCI12(pPaer1::ABF1)
pPPVS9(pPweTs::Flag-

linker::ABF1) Sup

Este trabajo

CGM4280

CGM3585

abfl1A::FRT
PCI12(pPasr1::ABF1)
pPVS10(pPwveTs::Flag-

linker::ABF1) Sup

Este trabajo

CGM4283

CGM3586

abfl1A::FRT
PCI12(pPasr1::ABF1)
pPVS11(pPwers::Flag-

linker::ABF1) Sup

Este trabajo
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abflA::FRT

CGM4284 CGM4279 pPVS9(pPwmeTs::Flag- Este trabajo
linker::ABF1) Sup
abflA::FRT
CGM4287 CGM4280 pPVS10(pPwmeTs::Flag- Este trabajo
linker::ABF1) Sup
abflA::FRT
CGM4289 CGM4283 pPVS11(pPwmers::Flag- Este trabajo
linker::ABF1) Sup
609
610
611
612
613
614
615
616
617
618
619
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620

621
622

623

624

Tabla 2 Plasmidos utilizados en este trabajo
Plasmido | Cepa E. coli Genotipo relevante Referencia
Vectores replicativos y etiqguetados con Flag
Fragmento Flag-linker
Robledo-
(Spel/EcoRl).(oligonucleotidos 2340 y
pRM153 4163 Marquez no
2341) clonado en pCN(Spel/EcoRI) NatR,
publicado
AmpR, CgCEN/ARS) Pwvers::Flag-linker
Fragmento de 1.44 Kb ABF1 liberado de
pVS1 4379 pGH5 con Clal y clonado en pRM153 Este trabajo
digerido con Clal
pVSsupl plasmido recuperado por Smash
pVS9 4513 Este trabajo
and grab 1
pVSsup2 plasmido recuperado por Smash
pVS10 4514 Este trabajo
and grab 2
pVSsup3 plasmido recuperado por Smash
pVvS11l 4515 Este trabajo

and grab 3
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628

629

630

631

632

633

634

635

Tabla 3 Oligonucleétidos utilizados en este estudio

Sitios Sitio de
NUmero Secuencia (5'-3")

afiadidos | hibridacién
2579 CTCTGAACTTGGCGACATCA ninguno | ABF1I@ 796 Rv
2577 CAGTCGCGTTGCCCTATTAT ninguno | ABF1@ 165 Fw

13 GGCCATTAAGTTGGGTAACGCCAGGG| ninguno vector

2212 CTTGTCTCTGTAATGGTAATAGCTG | ninguno | PMET3@960 Fw
2578 TACTCGAGCTTGTGGTCGTG ninguno ABF1@374 Rv
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636 Tabla 4 Unidades formadoras de colonias en medio ON provenientes de los

637 cultivos liguidos en medio ON y OFF

ON OFF Tiempo

UFC/mL UFC/mL (h)
2.27E+06 1.10E+06 0
3.51E+07 3.70E+06 7
4.18E+07 2.37E+06 8
4.08E+07 1.23E+06 9
1.06E+08 6.67E+05 10
1.18E+08 4.67E+05 11
1.13E+08 5.33E+05 12
1.58E+08 1.33E+05 24
4.37E+08 1.05E+07 48

638

639

640

641

642

643

644

645

646

647
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648 Tabla 5 namero de células con gema y sin gema en medio ON y OFF en

649 microscopio de fluorescencia después de 9h de cultivo

Tipo de morfologia ON OFF

Sin gemas 76 (90.5%) 28 (58.3%)

Con gema 8 (9.5%) 20 (41.7%)

Total 84 (100%) 48 (100%)

650

651

652

653

654

655

656

657

658

659

660

661

662
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663 Tabla 6 Porcentajes poblacionales de cada fase del ciclo celular en las cepas

664 indicadas

Medio ON OFF

Plasmido Tiempo G1(%) | S(%) G2(%) G1l(%) S(%) G2(%)

Cepa abf1A

3h 21.8 56.9 |17.1 -- = -

abflA/pPasrF1::ABF1 6h 55.3 20.2 |199 |-- -- --

9h 62 498 |41 - - -

3h 295 [334 (222 |355 1.61 |57.3
abf1A/pPwvets::Flag-

6 h 32.3 33.7 | 28.1 19.8 35.3 |28.3

ABF1
9h 57.1 145 | 22.8 61.2 179 | 18.8
Parental ABF1*
3h 44.8 3.1 50.9 73 2 225
BGl4/pP|v|ET3—
6 h 54.6 26.1 | 16.5 13 69.3 |155
Vector

9h 52.8 37.5 | 10.1 56.9 -0.64 | 441

3h 49.1 10.88 [49.5 |76.8 3.45 |185
BG14/pPwmets::Flag-

6 h 21.2 62.6 | 5.15 55.5 5.68 |40.3
ABF1

9h 50 155 | 31.9 57.7 12.2 | 24.6

665 Porcentajes de la poblacion de cada cepa en distintas fases del ciclo celular en medio ON y OFF
666 calculadas a partir del contenido de ADN en FlowJoTM. **Experimento se llevd a cabo con NAT en

667 el medio de cultivo de las cepas sefialadas. (--): No se llevd a cabo el experimento en este medio

668
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PIES DE FIGURAS

Fig. 1 Comparacion de la estructura de ScAbfly CgADbfl

Estructura de ScAbfl-p y CgAbfl. Se muestra la posicion de los dominios de union
a ADN en negro y el dominio C-terminal que incluye a CS2 en azul, en rojo se
presenta la identidad de CgAbfl con respecto a ScAbfl a lo largo de toda la
proteina. Sc: Saccharomyces cerevisiae; Cg: Candida glabrata. Identidad obtenida

por alineamiento de secuencias con la matriz BLOSUMS80 en BLASTp de NCBI.

Fig. 2 Abfl es esencial para el crecimiento de Candida glabrata

A) Esquema de la cepa de Candida glabrata con expresién episomal y condicional
de ABF1 en un fondo genético tiene una mutacion nula de ABF1 en el cromosoma
(abf1A). B) Crecimiento de la cepa mutante nula con los plasmidos pPwmers::Flag-
ABF1 y pPagr1::ABF1 en medios rico (YPD: OFF), Medio minimo (ON) y medio
minimo con metionina y cisteina 0.2 mM (OFF) y CAA (Casaminoacidos). Se
muestran los tiempos de duplicacion con las desviaciones estandar al lado de cada

curva.

Fig. 3 Pérdida de viabilidad a través del tiempo en medio represivo

Crecimiento de la cepa mutante nula en medio minimo (ON) y medio minimo con
0.2 mM de los aminoacidos met y cis (OFF). A) Densidad optica a 600 nm durante
las primeras seis horas de crecimiento. B) Densidad éptica a partir de la séptima
hora. C) Unidades formadoras de colonias durante las primeras 6 h. D) Unidades

formadoras de colonias a partir de la séptima hora.

Fig. 4 Aparicion de mutantes supresoras de represion por met/cis
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Células viables después de 24 y 48 h de incubacién en medio minimo ON y medio
minimo con 0.2 mM de los amino&cidos met y cys (OFF), recuperadas en medio
solido con aminoacidos (OFF). A) Unidades formadoras de colonias después de 24
h del experimento 1 B) unidades formadoras de colonias después de 24 y 48 h del

experimento 2.

Fig. 5 Patron de restriccion de plasmidos recuperados de células supresoras

A) Esquema de los sitios de corte de las enzimas de restriccion utilizadas para
determinar si existen rearreglos visibles en el promotor de MET3 y/o en el ORF de
ABF1.

B) Plasmidos recuperados por smash y grab de las cepas supresoras que
crecen en presencia de met y cys y transformados en E. coli. Como control incluimos
el plasmido parental pVSL1. La digestion con BamHlI/Sacl (dirigida al promotor de
MET3) da un fragmento de 676 pb y la digestién con Clal escinde el fragmento que

corresponde al ORF de ABF1 de 1.4 kb.

Fig. 6 Crecimiento de células con plasmidos provenientes de células

supresoras de experimentos independientes en medios ON y OFF

A) Crecimiento de la cepa abf1A con plasmidos obtenidos de las células
supresoras (pSupl, pSup2; pSup3) en medio ON (YNB) durante 48 h, tomando
muestras cada 3 hpor9 h,alas24yalas48h

B) Igual que A) pero en medio OFF.

Fig. 7 Morfologia de Candida glabrata en medio ON y OFF

A) Fotografias de C. glabrata con tincion DAPI'y DIC a 9 h de crecimiento en medio

ON y OFF tomadas con microscopio de fluorescencia aumento 100x.
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B) Tamano de las células de la cepa abf1A/pPvers::Flag-ABF1 en medios ON y OFF
después de 9 h de crecimiento. *p=0.0166, por prueba de Dunn’s para datos no

paramétricos a valor de a=0.5

Fig. 8 Cuando se reprime la expresion de ABF1, se afecta el ciclo celular

Se muestran los histogramas con las fases calculadas del ciclo celular. En morado
fase G1, en amarillo fase S en verde fase G2. A) Cepa abf1A con los plasmidos
indicados: expresion episomal a partir de su propio promotor y con el plasmido
reprimible por aminoacidos crecidas tanto en medio ON como OFF durante los
tiempos sefialados. B) Cepa parental (ABF1+) con el plasmido con expresion

reprimible de ABF1 y el vector vacio.

* Cepas que crecieron con NAT, como marcador de resistencia de los plasmidos.
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