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RESUMEN

Construccién de cepas de Candida glabrata con deleciones en los loci MTL y
analisis del estado transcripcional en el locus MTL1. Implicaciones en un

posible ciclo sexual.

C. glabrata es una levadura haploide, patégena oportunista, considerada
asexual; sin embargo, conserva genes ortdlogos a los de Saccharomyces
cerevisiae relacionados con el proceso de apareamiento, meiosis y esporulacion.
Los genes que controlan el apareamiento se encuentran localizados en los loci
MTL1, MTL2y MTL3. MTL1y MTL3 se encuentran en el cromosoma By MTL2 en
el E. Se cree que MTL1 es el locus que se expresa y que MTL2 y MTL3, que se
encuentran localizados cerca de sus respectivos teldmeros, a 11 y 29 Kb de ellos
respectivamente, son probablemente silenciosos. Estos loci pueden tener

informacién de tipo “a” o “a”, presentando diferentes combinaciones.

Dado que C. glabrata posee genes homodlogos a los que controlan el
apareamiento en S. cerevisiae, nos preguntarnos si podria desarrollar un proceso
de apareamiento bajo ciertas condiciones, o bien si estos genes han sido
conservados por su participacion como reguladores transcripcionales en otros
procesos, tales como la virulencia. C. albicans, otro patégeno oportunista
relacionado filogenéticamente a C. glabrata, responde a la feromona a activando

genes involucrados en virulencia.

En este trabajo clonamos y secuenciamos el locus MTL1 de C. glabrata y
determinamos que nuestra cepa silvestre tiene informacion tipo “a” en este locus.
Para determinar si este Jocus es transcripcionalmente activo realizamos
inserciones del gen reportero URA3 y observamos mediante ensayos de

crecimiento en medio YPD, CAA (sin uracilo) y 5-FOA, la expresién del locus

12
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MTL1. Encontramos que la region del Jlocus MTL1 se encuentra
transcripcionalmente activa, ya que cinco inserciones diferentes del reportero
URAS3 a lo largo del locus, expresan este gen. Construimos cepas con deleciones
sencillas, dobles y triples de cada uno de los loci MTL, a las cuales se les
reconstituyéo el gen URAS3, que se utilizaran para realizar experimentos de
infeccion sistémica en ratén para conocer si existe una posible relacion entre

apareamiento y virulencia.

Estas cepas con deleciones sencillas, dobles vy triples en los loci MTL permitiran
conocer la expresion de cada uno de los genes presentes en cada locus, y
reconstituir cepas que expresen solamente informacion tipo a o bien tipo a, lo cual
nos permitira buscar experimentalmente condiciones propicias para que el proceso

de apareamiento se lleve a cabo.

13
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INTRODUCCION

Diversas infecciones oportunistas afectan a pacientes deprimidos
inmunolégicamente; sin embargo, en los ultimos afios la incidencia de estas

infecciones ha aumentado considerablemente.

Las levaduras del género Candida forman parte de la flora normal en
humanos, en una relaciéon natural de comensalismo; sin embargo, debido a
diversas alteraciones tanto en el sistema inmunolégico como en la microflora, se

propicia el desarrollo de infecciones oportunistas importantes.

Estas levaduras son responsables de hasta el 15% de todas las infecciones
sistémicas hospitalarias, y en los ultimos afios se han realizado estudios que
demuestran que aunque Candida albicans sigue siendo la especie mas frecuente,
los casos causados por otras levaduras como Candida parapsilosis, Candida
tropicalis, Candida krusei y Candida glabrata han incrementado su frecuencia, y
exhiben una mayor resistencia a los antifungicos considerados hasta hace algunos

afios de primera eleccion (Reyna-Figueroa et al., 2007).

Varios hongos patégenos de humanos parecen no tener reproduccion
sexual, se ha argumentado que esta reproduccién podria ser desventajosa para la
colonizacién de tejidos. En C. albicans la reproduccion sexual origina células
tetraploides que posteriormente, por pérdida al azar de cromosomas, generan
células diploides nuevamente; sin embargo, esta pérdida al azar puede causar la
muerte o deficiencia de la levadura en el proceso de patogenicidad (Bennett et al.,
2003).

14
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La reproduccion sexual es el proceso por el cual dos células que contienen
diferente informacién genética se unen y recombinan su informacion, lo que
produce progenie genotipicamente diferente que puede adaptarse al ambiente
cambiante que la rodea (Fig. 1). Este tipo de reproduccion juega un papel crucial
en la redistribucién de genes, generando diversidad a través de la recombinacion
genética, lo que permite la evolucion de especies y la aparicion de variantes

beneficiosas mejor adaptadas para sobrevivir.

Célula haploide Célula haploide

Célula diploide

Replicacion

Recombinacion
genética

Células haploides

Figura 1. Reproduccion sexual y proceso de meiosis. Esquema representativo de la reproduccién sexual.
Modificado de http.//www.harlem-school.com/10TH/sci_pdf/sci.html

Es interesante que diversos hongos patégenos no lleven a cabo el proceso
de apareamiento y las poblaciones aisladas son principalmente clonales. De
hecho, existen levaduras asexuales como Candida parapsilosis, que

definitivamente al no requerir de este proceso perdid toda esta maquinaria

15
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(Heitman et al., capitulo Ill, 2007). Sin embargo muchos de estos hongos, si bien
no presentan aparentemente un ciclo de reproduccion sexual, si han conservado
casi todos los genes necesarios para hacerlo. Esto lleva a la pregunta de ;como
es que pueden sobrevivir a ambientes cambiantes sin esta recombinacion?, y mas
importante aun, si no requieren de este proceso, ¢por qué conservan toda la

maquinaria necesaria para el proceso de apareamiento?

Una posible explicacion es que quizas los genes que participan en este
proceso de apareamiento jueguen un papel adicional al de simplemente proveer
un mecanismo de recombinacion genética en la poblacion y por este motivo sea

indispensable su conservacion para la sobrevivencia de la levadura.

En el caso de C. glabrata y C. albicans, levaduras patégenas oportunistas
que conservan toda esta maquinaria de apareamiento, podria existir una presion
selectiva para mantener este sistema, si es que éste jugara un papel importante

en virulencia u otro proceso importante para el comensalismo.

C. glabrata es una levadura del grupo de los ascomicetos, con un genoma
haploide compuesto de 13 cromosomas. Desde que se describio, se ha
considerado asexual. C. glabrata es filogenéticamente mas cercana a
Saccharomyces cerevisiae que a C. albicans, y cuenta con un gran numero de

genes ortologos involucrados en diferentes procesos (Wong et al, 2003).

En S. cerevisiae el apareamiento se regula por los genes codificados en el
locus MAT, que contiene genes que codifican para factores transcripcionales que
pueden ser de tipo “a” o “a”. S. cerevisiae contiene ademas dos /oci llamados
HML y HMR que contienen informacion idéntica al locus MAT, ‘a” y’a”
respectivamente (Fig. 2). El unico locus que se expresa es el MAT, y los otros

dos se encuentran silenciosos a través de un mecanismo muy eficiente de

16
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silenciamiento que depende de secuencias en cis que flanquean a estos loci, y de

varias proteinas de silenciamiento codificada en el genoma (Zou et al., 2006).

Saccharomyces cerevisiae

CROM III = HMLa MATaoa HMRa. TEL
of f on off

Figura 2. Los loci de apareamiento en S. cerevisiae. Loci de apareamiento de la levadura S. cerevisiae

ubicados en el cromosoma lll, solo el locus MAT se encuentra activo y puede contener informacién de tipo a o a. Los loci
HML y HMR se encuentran silenciosos y casi siempre cuentan con informacién tipo a y a respectivamente .CROM Il —
Cromosoma lll de S. cerevisiae, TEL — Telémeros, off — indica que el locus se encuentra silencioso, on - indica que el locus

se encuentra activo.

La regulacion negativa por silenciamiento de las copias adicionales de la
informacién tipo a y tipo a en los loci HML y HMR permite que la célula exprese un
solo tipo de informacion. Esto es indispensable para que se lleve a cabo el
proceso de apareamiento, ya que de lo contrario la célula contaria con ambos

tipos de informacion, como si fuese diploide, y no llevaria a cabo este proceso.

El apareamiento en S. cerevisiae se da entre células haploides que
expresan cada una un tipo distinto de informacién de apareamiento a partir del
locus MAT (una célula tipo a con otra tipo a). Una vez que se aparean, se genera
una célula diploide que expresa ambos tipos de informacion de apareamiento
(células ala). La expresion simultanea de la informacion a y a tiene como
consecuencia la expresion de una serie de genes indispensables para la meiosis y
esporulacién, y al mismo tiempo para la regulacion negativa de otro conjunto de
genes que se expresan especificamente en cada uno de los tipos de células
haploides (Herskowitz et al., 1992; Rusche et al., 2003).
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Las células haploides de S. cerevisiae pueden cambiar de ser MATa a
MATa y viceversa por un mecanismo de conversion génica en el que la
informacion genética del locus MAT, se reemplaza por la contenida en los loci

silenciosos, mediante la recombinasa HO.

C. albicans también se consider6é asexual desde que se describid, pero
recientemente se descubrid que posee genes de apareamiento similares a los
encontrados en S. cerevisiae, denominados MTL (Mating-Type Like) (Fig. 3) (Hull
and Johnson, 1999). Sin embargo, a diferencia de S. cerevisiae, C. albicans es
una levadura patégena diploide, que contiene dos copias de la informacion

involucrada en este proceso (Johnson et al., 2003, Noble et al., 2007).

Candida albicans

Diploide DI U/l a TEL
cROM 5 [HIEF Y a =n
on

Figura 3. Locus MTL de apareamiento de C. albicans. C. albicans una levadura diploide cuenta con el

locus de apareamiento MTL ubicado en el cromosoma 5, la mayoria de las sepas aisladas cuentan informacién de tipo a y
a. On - indica que el locus se encuentra activo, CROM 5 — Cromosoma 5 de C. albicans, TEL — Telémeros.

La mayoria de las cepas de laboratorio y aislados clinicos estudiados son
heterocigotos para el locus MTL y expresan ambos tipos de apareamiento, a/a,
lo cual puede explicar, al menos en parte, por qué no se habia encontrado un ciclo

sexual.
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Para tratar de inducir un ciclo sexual, Hull et al. (2000) y Mcgee et al.
(2000), construyeron cepas que solamente presenten un tipo de informacion de
apareamiento en el locus MTL, cepas homocigotas al/a, a/a; o bien cepas con una
mutacion nula del locus MTL en uno de los dos cromosomas, a/A y a/A 'y que por
lo tanto solamente expresan informacién a o a respectivamente. Con estas cepas,
se logro inducir el proceso de apareamiento entre ambas cepas bajo condiciones

de laboratorio e in vivo, en un modelo de infeccidn en ratones.

El proceso de apareamiento en C. albicans esta sujeto ademas a
mecanismos reguladores unicos que incluyen un paso adicional de control en
relacion al apareamiento de S. cerevisiae. C. albicans requiere primero producir
un cambio en la morfologia de la colonia llamado “switch fenotipico” donde las
colonias cambian de una morfologia blanca y abombada, a una morfologia
‘opaca” y plana formada por células alargadas y mas oscuras (Bennett et al.,
2005).

Este cambio en la morfologia de la colonia es estocastico y ocurre a una
baja frecuencia. El switch fenotipico esta controlado por procesos epigenéticos
(Zordan et al., 2006), que involucran a los reguladores transcripcionales del locus
MTL, los cuales a su vez regulan la expresion del gen WORT1, el cual es
indispensable para inducir el cambio morfologico. Una vez que se activa la
transcripcion de WOR1, ésta se mantiene por generaciones. Esto se debe a que
Wor1p activa su propia transcripcion uniéndose a su promotor lo que resulta en la
acumulacion de esta proteina en células opacas. En células blancas por el
contrario, Wor1p se encuentra presente en muy bajos niveles. Wor1p contiene
motivos de union al DNA y regula la expresion de otros genes involucrados en
este proceso.
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Este switch fenotipico o cambio en la morfologia de la colonia esta
controlado también por los genes de apareamiento expresados en el locus MTL;
de tal manera que para llevar a cabo este cambio fenotipico la célula debe tener
informacién homocigota en el locus MTL y expresar un solo tipo de
apareamiento, “a” o “a”; una vez que se ha llevado a cabo el switch fenotipico el

apareamiento es mucho mas eficiente.

Las células opacas expresan una bateria de genes distinta a la informacion
genética expresada en células blancas, y estos estados se heredan durante varias
generaciones. La presencia de los factores transcripcionales a1 y a2 que forman
el complejo represor al/a2, reprime la expresion del gen WOR1, cerrando el
circuito de expresion. Entre los genes que se expresan diferencialmente entre
células opacas y células blancas, estan aquellos que se requieren para la
respuesta a la feromona de apareamiento, y esto puede explicar en parte por qué
solamente las células opacas, y no las blancas, son competentes para aparearse
(Noble et al., 2007).

Cepas de C. albicans que son heterocigotas en el locus MTL tienen una
pequena ventaja en la virulencia y competitividad para la colonizacién de tejidos
dentro del hospedero comparadas con cepas homocigotas (Wei et al., 2007,
Lockhart et al., 2005). Es posible que estos factores transcripcionales regulen vias

implicadas en virulencia (Bennett et al., 2003, Nielsen et al., 2007).

Ademas el proceso de switch fenotipico le da la ventaja a la levadura de
tener dos tipos celulares distintos que tienen la capacidad para colonizar
diferentes tejidos, lo que le proporciona ventajas para adaptarse a las condiciones
cambiantes durante la interaccién con el hospedero. Por ejemplo, células del tipo
“opacas” son sensibles a temperaturas altas y son mas eficientes que las células

“blancas” para colonizar la piel en un modelo de colonizacion en ratones; este

20



Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnologica, IPICYT Griselda Edith Salas Delgado
Director de Tesis: Irene Castario

fendmeno podria estar relacionado con la virulencia y capacidad de colonizacién
(Kvaal et al., 1999; Lachke et al., 2003).

C. albicans cuenta ademas con genes que codifican para las feromonas
involucradas en el proceso de apareamiento, en el caso de células con
informacién tipo ala, la feromona a, y en células tipo a/a, para la feromona a
(Bennett et al., 2003). Como se mencioné anteriormente, células del tipo “opacas”
tienen un patrén de expresion genética caracteristico. Las células opacas con
informacién tipo “a@” responden a la feromona sexual “a” y reprograman la
expresion genética para inducir genes involucrados en el proceso de
apareamiento (Panwar et al., 2003; Dignard et al., 2007).

62 genes inducidos por la feramona a en . albicans

Genes implicados

en apareamiento
Genes cuya funcién de 5pa ey é- .

se desconoce

Genes implicados
[——— en apareamiento
de £ a.

Genes no relacionados
en apareamiento

Figura 4. Genes inducidos por la feromona a en C. albicans. Mediante microarreglos en cepas de C.
albicans a las cuales se les traté con la feromona a, se observé la induccién de 62 genes, de los cuales algunos estan
involucrados en el proceso de apareamiento en S. cerevisiae y C. albicans, otros genes también implicados en el proceso
de apareamiento solo se encuentran en C. albicans, de algunos mas su funcién se desconoce y otros genes inducidos por
la feromona estan relacionados en otros procesos. Sin embargo, 7 de los 62 genes inducidos por la feromona a estan

involucrados en virulencia. Modificado de Bennett et al., 2003. S. c. — S. cerevisiae, C. a. - C. albicans
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De estos 62 genes inducidos por el factor “a” destaca un grupo de 7 genes
algunos de los cuales codifican para proteinas de pared celular importantes en la
virulencia (Fig. 4); esto sugiere que algunas de las proteinas que median la
comunicacion celular durante el apareamiento, también pudieran mediar

interacciones entre C. albicans y las células del hospedero.

0.005 1,000 5. cerevisiae
—_

S. bayanus
S. exiguus
5. servazzii
1.000 C. glabrata

K. delphensis
857 .
Z. rouxii
088 5. Kluyveri
K. thermofolerans
991 A. gossypii
1,000 .
887 K. lacfis
1,000 K. marxianus
P angusta
L 1,000 D. hansenii
P, sorbitophila

1,000 {C. tropicalis
1,000 C. albicans

Figura 5. Arbol filogenético de DNA ribosomal. Tomado de Wolfe et al., 2003, las lineas oscuras muestran
los linajes asexuales, el arbol se construyé mediante en método de neighbor-joining y valores de bootstrap se muestran en

cada nodo (1,000 replicas)

Sorprendentemente C. glabrata, presenta una relacion filogenética mas
estrecha con S. cerevisiae que con la levadura patéogena C. albicans; sin
embargo también comparte diferentes genes ortélogos con esta ultima Tabla

2. Arboles filogenéticos de DNA ribosomal (Fig. 5), revelan que estd mas
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cercana filogenéticamente a S. cerevisiae, y que cuenta con genes ortdlogos a
los implicados en los procesos de apareamiento, meiosis y esporulacion (Wong et
al., 2003).

Los genes que controlan el apareamiento se encuentran localizados en los
loci MTL1, MTL2 y MTL3; MTL1y MTL3 se encuentran en el cromosoma B, MTL2
en el cromosoma E (Srikantha et al, 2003) (Fig. 6). Se cree que MTL1 es el locus
de expresion y que MTL2 y MTL3, que se encuentran localizados cerca del
teldbmero a 29 y 11 Kb de este respectivamente, probablemente se encuentran
silenciosos. MTL1 puede tener informacién de tipo “a” o “a” y los loci MTL2 y

(1P i} [1l]

MTL3 generalmente contienen informacién tipo “a” y “a”, respectivamente.

Saccharomyces cerevisiae Ciclo sexual bien definido

cron 11 G TR
of f on of f

Ciclo sexual criptico

Candida albicans

Diploide HESE /L a TEL
cROM 5 HI=E Uil a TEL
on
Candida glabrata
CROM B_MHTI_
|
29 kb
crom E RN i 77X
ik

Figura 6. Esquema comparativo de los loci de apareamiento de S. cerevisiae, C. albicans y

C. glabrata. Comparacioén de los loci de apareamiento presentes en S. cerevisiae, C. albicans y C. glabrata. CROM Il —

Cromosoma Il de S. cerevisiae, CROM 5 — Cromosoma 5 de C. albicans, CROM E — Cromosoma E de C. glabrata, CROM
B — Cromosoma B de C. glabrata, TEL — Telébmeros.
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C. glabrata cuenta con 234 genes ortdlogos de 245 genes involucrados de
alguna manera en los procesos de apareamiento, meiosis y esporulacion en S.
cerevisiae, incluyendo todos los genes implicados en la via de senalizacion de la
feromona a (Fig. 7). De los 11 restantes seis tienen un paralogo en S. cerevisiae
cuya funcion se encuentra conservada y C. glabrata cuenta con genes ortdlogos a
estos (Tabla 1).

MFal|  MFa2]

Pheromone

234/245 ortélogos
apareamiento
meiosis

esporulacion

Aglutinacion

Fusién celular \

arresto en &1

‘\ -/’ '
* Crecimiente polarizeds
Caricgama 4" pe

Figura 7. Via de sefializacion en respuesta la feromona a en S. cerevisiae la cual esta

conservada en C. glabrata. Esquema representativo de los genes involucrados en la via de sefalizacion y

respuesta a la feromona a en S. cerevisiae. Nimero de genes involucrados en los procesos de apareamiento meiosis y
esporulacion en S. cerevisiae y genes ortdlogos a estos presentes en C. glabrata. Modificado de Wong et al., 2003.
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Cuatro de los genes restantes estan especificamente en S. cerevisiae y
participan en etapas tempranas de la recombinacion meidtica y en el
procesamiento de RNAm durante la meiosis. El ultimo de los genes que no se
encuentran presentes en C. glabrata es el gen SIR1 que se requiere para el
establecimiento de cromatina silenciosa en S. cerevisiae (Rusche et al., 2003);
sin embargo, trabajo previo del laboratorio sugiere que a pesar de no existir el gen
SIR1, C. glabrata es capaz de establecer zonas de cromatina silenciosa en

regiones subteloméricas (Tabla 1). (De las Pefias et al., 2005).

Tabla 1. Genes involucrados en el proceso de apareamiento en S. cerevisiae y
genes paralogos presentes en C. glabrata

I
Pardl < Pardl
GEN | S.cerevisiae | _ O o °9° DESCRIPCION ard’ogo
S.cerevisiae C.glabrata
Regulador negativo del
AFR1 YDRO85C YER158¢ receptor de la feronoma CAGLOI08591
alfa.
YPLO49¢ Regultlxd.or' de genes )
o162 YDR480OW (bI61) especificos de apareamiento | CAGLOL12782
y de crecimiento invasivo.
Frez YCRO8SW YNRO44w Adhesina de pared celular. CAGLOC03575
(AGA1)
Controla la segregacién de
McK1 YNL3O7C YOL128c cromosomas Yy la entrada a CAGLOE01683
(Y6K3) .
la_meiosis.
Proteina con dominio de
SPS18 YNL204C YDL226¢ unién a Zn inducida en CAGLOG05445
esporulacién.
Requerido para la
S5F1 YHRO66W YDR312w maduracién de la subunidad | CAGLOJ10890
(SSF2) I
grande del ribosoma.
Necesario para el
MER? YNL210W NO profe_samlen‘ro de mRNAs NO
meiéticos y para la
recombinacién meiotica.
Involucrada en estadios
REC104 YHR157W NO tempranos de la NO
recombinacién meiotica
SIRI Represién transcripcional de
YKR101W NO los /oci de apareamiento NO
HMLY HMR.
Requerida para la formacién
SPO20 YMRO17W NO de la membrana durante la NO
esporulacién.
Proteina especifica de
meiosis requerida para la
SPO71 YDR104C No formacién de la pared de la NO
espora.
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Ademas se ha comprobado que C. glabrata puede llevar a cabo un tipo de
“switch” fenotipico, que es el proceso adicional que requiere llevar a cabo C.
albicans para el apareamiento. El switch de C. glabrata consiste en cambiar
espontaneamente a 4 tipos diferentes de colonia en agar con 1mM de CuSOy (Fig.
8). Brockert et al. (2003) realizaron un estudio de diferentes cepas procedentes de
distintos sitios de colonizacion y comprobaron que una sola cepa de C. glabrata
infecta diferentes sitios y esta clona puede llegar a producir cambios fenotipicos en
cada tejido, produciendo asi diferentes tipos de colonia dependientes del sitio de

colonizacién del que provengan.

A. Core Switching System

Vihite (Wh)
a
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ot e ¥ 03
2 "o
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+

Figura 8. Proceso de “switch” fenotipico en C. glabrata, 4 diferentes fenotipos. Tomado de Soll et

al., 2002. Proceso adicional necesario para el apareamiento en C. albicans, el Switch fenotipico, este cambio en la
morfologia de la colonia también se presenta en C. glabrata (agar con CuSQOy), los cambios fenotipicos observados son:

blanco, café claro, café oscuro y café muy oscuro. Se muestran las frecuencias en las que se presentan estos cambios.

Estos datos sugieren que C. glabrata ha conservado los genes necesarios

para el proceso de apareamiento aunque este proceso no se lleve a cabo de

26



Instituto Potosino de Investigacién Cientifica y Tecnolégica, IPICYT
Director de Tesis: Irene Castafio

Griselda Edith Salas Delgado

manera espontanea. Es posible que C. glabrata pudiera desarrollar un ciclo
sexual bajo ciertas condiciones; incluso, una hipotesis interesante es que un

posible ciclo sexual este relacionado con el proceso de virulencia. Esta relacion
podria consistir por ejemplo, en que los factores de transcripcién codificados en
los loci MTL regularan la expresion de genes importantes para la virulencia, y/o
que C. glabrata mantuviera reprimido el ciclo sexual para que algunos genes
importantes para la sobrevivencia dentro del hospedero no se perdieran como
consecuencia de la recombinacion genética durante la reproduccion sexual. Esto
favoreceria la conservacion de toda la maquinaria de la reproduccion sexual, pero
principalmente manteniendo reprimida la mayor parte del tiempo la capacidad de
apareamiento en condiciones normales. Algunos ejemplos de genes de C.
albicans inducidos por la feromona a que estan implicados en crecimiento

filamentoso, adherencia o virulencia se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Genes inducidos por la feromona a en S. cerevisiaey C. albicans que
participan en apareamiento, crecimiento filamentoso y virulencia.
También se muestran sus ortélogos en C. glabrata

FUNCION

Genes de apareamiento
STE2 STEZ2 Receptor de la feromona a. CAGLOK12340g
AXL1 AXL1 Maduracidn del factor a. CAGLODO04686g
HS5TE STE6 Exportador del factor a. CAGLOKO0363g
Genes requeridos para el crecimiento filamentoso
CPHI STE12 Regulador transcripcional CAGLOH214549
cs120 STE20 Componentes de la cascada de la MAP-cinasa. CAGLIOMIO153g
ST STE7 MAPKc.:m.asa que'. Se requiere para apareamiento CAGLOLO1771g
y crecimiento filamentoso.
Genes implicados en virulencia en C. albicans
HWPI - Adhesina EPAs
Aspartil-proteasas CGYPS3
SAP4, 5, 6 yrs3 CAGLOE01727¢
RBT4 PRY1 Proteina de secrecion. CAGLOGO76679
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El interés general de nuestro laboratorio es entender el proceso de
patogenicidad de C. glabrata e identificar los factores de virulencia importantes
para este proceso, asi como los genes necesarios para sobrevivir en el
hospedero. Es importante determinar si C. glabrata al contar con genes
necesarios para llevar a cabo el proceso de apareamiento, bajo condiciones
especiales puede aparearse, o bien investigar por qué ha conservado este grupo
de genes a lo largo del tiempo. Una caracteristica importante es que C. glabrata
comparte homologia con C. albicans, la cual presenta una inducciéon de genes
relacionados con virulencia en respuesta al factor a. Estos genes también se
encuentran presentes en C. glabrata lo cual podria ser la razén para conservar

esta compleja maquinaria.

Existen reportes de que el locus MTL1 es el locus de expresion (Fabre et
al., 2004), por lo cual en este trabajo nos enfocamos en este locus, el cual
clonamos para establecer el tipo de apareamiento de nuestra cepa tipo. Ademas
determinamos el estado transcripcional de la cromatina en este locus utilizando
inserciones del gen reportero URA3 a lo largo del mismo. Posteriormente
construimos las cepas con deleciones sencillas, dobles, y triples de los loci MTL
para determinar la expresion de los genes presentes en estos loci, asi como para

encontrar cual o cuales de estos /loci se encuentran transcripcionalmente activos.

Como se menciond anteriormente para que pueda llevarse a cabo el
proceso de apareamiento se requiere que la célula solo exprese un tipo de
informacién, por lo cual es importante conocer la expresion de los loci de
apareamiento de C. glabrata, ya que si existe expresion de mas de un locus
podria significar la expresion de dos tipos de informacion, tal como lo hace una

célula diploide, lo que imposibilitaria su apareamiento.
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Realizamos la construccion de cepas con diferentes combinaciones de
deleciones en los loci de apareamiento, para generar mutantes sencillas, dobles y
triples de los loci MTL. Esta bateria de cepas se utilizaran para realizar estudios de
expresion de cada uno de los genes presentes en cada locus, mediante RT-PCR.
También se utilizaran posteriormente reconstituir cepas con diferente informacion,

a fin de buscar condiciones necesarias para el proceso de apareamiento.

Realizamos la reconstitucion del gen URA3 en todas nuestras cepas
construidas con deleciones de los loci MTL para colaborar con el Doctor Brendan
Cormarck (Universidad de Johns Hopkins, USA), y llevar a cabo experimentos in
vivo utilizando un modelo murino de infeccion por via sanguinea. Utilizaremos la
cepa con la delecion total de los tres loci, asi como las mutantes sencillas y

dobles, para analizar una posible relacién entre apareamiento y virulencia.
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Todas las cepas de E. coli utilizadas para tanto para transformar y para la

construccion de plasmidos se presentan en la Tabla 3. Y las cepas que se

utilizaron para las diferentes construcciones realizadas de C. glabrata se

presentan en la Tabla 4.

Tabla 3. Cepas utilizadas y generadas de E. coli

CEPA | NOMBRE GENOTIPO RESISTENCIA | REFERENCIA
Cepas utlizadas
F" mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
Calvin N M
1396 DH10 $80dlacZAM15 AlacX74 deoR recA 1_ endA1 i otal, 1988
araD139 A(ara,leu)7697 galU galK 1" rpsL
nupG
- Calvin N M
1410 pcnB DH10 pcnB - eta.l 1988
F/endA1hsdR17(r-m)ginV44thi- Wo;’dfigg’é ot
DH5a 1recA1(Nal)relA1A(laclZYA- - Ra,ae;iqh of al.
argF)U169deoR(p80dlacA(lacZ)M15) 1989
Alac-169 robA1 creC510 hsdR514 endA recA Haldiman
BW23473 | AvidA:pir" ' ot al, 1996
Plasmidos utilizados
TRANSPOSON | Contiene un Tn7 modificado con el origen de Castario ef al
1374 pIC6 replicacién RGKS, el gen reportero URA3 y Km o
resistencia a kanamicina.
. Cormarck
1484 pBC34.1 | pUC::URA3 Amp of al 1999
Contiene un casete de resistencia a
higromicina con el promotor PGK y el b
1628 pAP599 | terminador HIS3, flanqueado por secuencias Amp e‘;”;fg%‘é%’
FRT y el gen que confiere resistencia a
ampicilina.
1792 Contiene el prpmotor de EPA? fusionado al Coleccion
pMZ18 gen que codifica para la proteina FLP, el gen Amp Cormack B.
etal.

reportero URAS3, resistencia a ampicilina.
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Ramirez, Salas-
AP599, con los fragmentos 3" y 5” de locus ) etal,
1817 | pRZ15 | T 9 y Amp Delgado ot al
publicados
pAP599, con los fragmentos 3" y 5° de locus Rggglgi gta 58
1819 pRZ17 MTL3. Amp datos no
publicados
Contiene un promotor T7 y SP6 RNA
polimerasa flanqueando un sitio multiple de
pGEM-T | clonacién que con el péptido a de la [3- Amp Promega
galactosidasa, un origen de replicacion del
fago f1, resistencia a ampicilina.
Fragmento del gen LacZa de las bases 1-
pTOPO 547, sitio multiple de clonacién, promotor T7 Amp/Km Invitrogen
y resistencia a kanamicina y ampicilina.
MTL1 clonado con Bam Hl en pTOPO ESTE
1808 plC122 P Amp/Km TRABAJO
Cepas construidas
3'MTL1- pGEM, Sac I/Bam HlI, oligos ESTE
1776 | PSDT 1 448/149, 3.51 Kb, colonia 11, células DH10 Amp TRABAJO
3'MTL1- pGEM, Sac I/Bam HlI, oligos ESTE
1717 | PSD2 1 148/149, 3.51 Kb, colonia 20, células DH10 Amp TRABAJO
5"MTL1- pGEM, Kpn I/Hind IIl, oligos ESTE
1778 PSD3 | 146/147, 3.54 Kb, colonia 6, células pcnB Amp TRABAJO
5°'MTL1- pGEM, Kpn I/Hind IIl, oligos ESTE
1779 PSD4 | 146/147, 3.54 Kb, colonia 7, células pcnB Amp TRABAJO
3'MTL1- pAP599, Sac I/Bam HI, oligos ESTE
1782 | PSDS 1 148/149, 6.931 Kb, colonia 1, células DH10 Amp TRABAJO
3'MTL1- pAP599, Sac I/Bam HI, oligos ESTE
1783 | PSD6 | 148/149, 6.931 Kb, colonia 2, células DH10 Amp TRABAJO
5°"MTL1- pAP599, Kpn I/Hind llI, oligos ESTE
1793 | PSD8 | 446/147,6.980 Kb, colonia 13, células DH10 Amp TRABAJO
5°'MTL1- pAP599-3'MTL1, Sac I/Bam HI; Kpn £STE
1802 pSD7 I/Hind 11, oligos 146/147-148/149, 7.505 Kb, Amp TRABAJO
células DH10
pTOPO-MTL1;Km-, Nco I/Klemow/Msc |, 6.7 ESTE
1846 | PSD9 | kp celulas DH10 Amp TRABAJO
pTOPO-MTL1;Km-, Nco I/Klemow/Msc |, 6.7 ESTE
1847 | PSD10 | 4y “celulas DH10 Amp TRABAJO
pSD10::Tn7, 9.989 Kb, a1::Tn7, a1 nt +168
bp rio abajo de a1, colonia 13, DH10
ESTE
1857 pSD11 Amp/Km TRABAJO
M1
EME1 at PROMOTOR
pSD10::Tn7, 9.989 Kb, colonia 15, DH10,
EMG:Tn7
ESTE
1858 pSD12 Amp/Km TRABAJO
EME1 EL PROMOTOR
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pSD10::Tn7, 9.989 Kb, a1::Tn7, a1 nt 333
exoén 2, colonia 6, DH10
ESTE
1859 pSD13 v Amp/Km TRABAJO
emsr a1 promotor [
pSD10::Tn7, 9.989 Kb, colonia 20, DH10,
EMG:Tn7
1860 pSD14 W Amp/Km TRABAJO
EME1 al mmmi I
pSD10::Tn7, 9.989 Kb, a1::Tn7, a1 nt 29
exon 1, colonia 21, DH10
1861 pSD15 Amp/Km TRABAJO
EMEs1 al PROMOTOR
pSD10::Tn7, 9.989 Kb, colonia 23, DH10,
EMG:Tn7
1862 | pSD16 _ Amp/Km | o=
EM&J.;I at PROMOTOR
pSD10::Tn7, 9.989 Kb, a1::Tn7, a1 nt 92
exon 1, colonia 25, DH10
1863 pSD17 Amp/Km TRABAIO
emMé1 a1 promoTor N
pSD10::Tn7, 9.989 Kb, colonia 30, DH10,
EMG:Tn7
1864 pSD18 Amp/Km ESTE
TRABAJO
EME1 a1t PROMOTOR
pSD10::Tn7, 9.989 Kb, colonia 32, DH10,
EMG:Tn7
1865 pSD19 Amp/Km TRABAID
EME1 a1t PROMOTOR
pSD10::Tn7, 9.989 Kb, colonia 36, DH10,
BUDS5::Tn7
1866 pSD20 Amp/Km TRABAIO
EMel  al  FPROMOTOR
pSD10::Tn7, 9.989 Kb, a1::Tn7, a1 nt -747
rio arriba de a1, colonia 67, DH10
1923 pSD21 Amp/Km TRABAIO
EME1 at prOMOTOR [
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Tabla 4. Cepas utilizadas y generadas de C. glabrata

CEPA GENOTIPO RESISTENCIA | REFERENCIA
Cepas utilizadas
Bg14, ura3A(-85 a +932)::Tn903, derivada del Cormack
CCM1 | Lislado clinico CGM2 Kan et al. 1999
CGM2 | Bg2, aislado clinico - Fidel et al. 1996
Cepas construidas
CGM383 | CGM1-mtl1A::hph, pSD7/Bsg |, colonia 1 Hph ESTE TRABAJO
CGM384 | CGM1-mtl1A::hph, pSD7/Bsg |, colonia 2 Hph ESTE TRABAJO
CGM390 | 383-mt/1A, pMZ18, colonia 2 - ESTE TRABAJO
CGM391 | 383-mtl1A, pMZ18, colonia 5 - ESTE TRABAJO
CGM1-pSD13/Mfe |, a1::Tn7, a1 nt 333 exén 2,
colonia 1
CGM469 w URA3 ESTE TRABAJO
emsr a1 eromotor [N
CGM1-pSD17/Mfe |, a1::Tn7, a1 nt 92 exén 1,
colonia 2
CGM470 URA3 ESTE TRABAJO
EMssr a1  PromoTOR
CGM1-pSD17/Mfe |, a1::Tn7, a1 nt 92 exdn 1,
colonia 1
CGM471 URA3 ESTE TRABAJO
ems:  al  promoTor
CGM472 | 383-mtl1A; mtI3A::hph, pRZ17/Bsg |, colonia 5 Hph ESTE TRABAJO
CGM497 | 472-mtl1A; mtiI3A, pMZ18, colonia 13 - ESTE TRABAJO
CGM498 | 472-mtl1A; mtI3A, pMZ18, colonia 20 - ESTE TRABAJO
CGM499 | 383-mtl1A; mtI2A::hph, pRZ15/Bsg |, colonia 4 Hph ESTE TRABAJO
CGM500 | 383-mtl1A; mtI2A::hph, pRZ15/Bsg |, colonia 5 Hph ESTE TRABAJO
CGM501 | 383-mtl1A; mtI2A::hph, pRZ15/Bsg |, colonia 11 Hph ESTE TRABAJO
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CGM1-pSD15/Mfe |, a1::Tn7, a1 nt 29 exén 1,
colonia 13

CGM524 URA3 ESTE TRABAJO

EME1 a1l PROMOTOR

CGM1-pSD15/Mfe |, a1::Tn7, a1 nt 29 exén 1,
colonia 17

CGM525 URA3 ESTE TRABAJO

EMEL a1l PROMOTOR

CGM526 | 497-mtl1A; mtI3A:mti2A:hph, pRZ15/Bsg |, colonia 2 Hph ESTE TRABAJO

CGM529 | 499-mtl1A; mti2A, pMZ18, colonia 14 - ESTE TRABAJO

CGM530 | 499-mtl1A; mti2A, pMZ18, colonia 4 - ESTE TRABAJO

CGM531 | 526-mtl1A; mtI3A:mti2A, pMZ18, colonia 1 - ESTE TRABAJO

CGM532 | 526-mtl1A; mtI3A:mtI2A, pMZ18, colonia 9 - ESTE TRABAJO

CGM1-pSD11/Mfe |, a1::Tn7, a1 nt +168 bp rio abajo
de a1, colonia 1

CGM533 URA3 ESTE TRABAJO

at PROMOTOR

CGM1-pSD11/Mfe |, a1::Tn7, a1 nt +168 bp rio abajo
de a1, colonia 6

CGM534 URA3 ESTE TRABAJO

M1

EMEL al PROMOTOR

CGM1-pSD21/Mfe |, a1::Tn7, a1 nt -747 rio arriba de
a1, colonia 4

CGM535 URA3 ESTE TRABAJO

ems: a1 eromoTor

CGM1-pSD21/Mfe |, @a1::Tn7, a1 nt -747 rio arriba de
a1, colonia 5

CGM536 URA3 ESTE TRABAJO

EME1 a1t PROMOTOR _

CGM539 | 383-mtl1A::hph;ura3A::URA3 pBC34.1, colonia 6 URA3 ESTE TRABAJO
CGM540 | 383-mtl1A::hph;ura3 A::URA3 pBC34.1, colonia 22 URA3 ESTE TRABAJO
CGM541 | 390-mtl1A;ura3 A::URA3 pBC34.1, colonia 15 URA3 ESTE TRABAJO
CGM542 | 390-mtl1A;ura3 A::URA3 pBC34.1, colonia 17 URA3 ESTE TRABAJO
CGM543 ig%—rﬁlgm mtl2A::hph;ura3 A::URAS3, pBC34.1, URAS ESTE TRABAJO
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CGM544 499—mtl1A; mitl2A::hph;ura3 A::URA3, pBC34.1, URAS ESTE TRABAJO
colonia 18
CGM545 | 529-mtl1A; mti2A;ura3 A::URA3, pBC34.1, colonia 4 URA3 ESTE TRABAJO
CGM546 | 529-mtl1A; mtI2A;ura3 A::URA3, pBC34.1, colonia 12 URA3 ESTE TRABAJO
CGM547 gé—:igl;m mtI3A::hph; ura 3 A::URA3, pBC34.1, URA3 ESTE TRABAJO
CGM548 472-mtl1A; mtI3A::hph;ura3 A::URA3, pBC34.1, URA3 ESTE TRABAJO
colonia 10
CGM549 | 497-mtl1A; mtI3A;ura3 A::URA3, pBC34.1, colonia 10 URA3 ESTE TRABAJO
CGM550 | 497-mtl1A; mtI3A;ura3 A::URA3, pBC34.1, colonia 13 URA3 ESTE TRABAJO
CGM551 Sgl?)-rr]riv;l;A; mtI3A:mti2A:hph;ura3 A::URA3, pBC34.1, URA3 ESTE TRABAJO
CGM552 Sgggg/ﬁ mtI3A:mtI2A:hph;ura3 A::URA3, pBC34.1, URA3 ESTE TRABAJO
CGM553 2(:;10 -rr]‘:ivezl‘IZA; mtI3A:mtI2A;ura3 A::URA3, pBC34.1, URA3 ESTE TRABAJO
CGM554 2;10 r:vgl% mtI3A:mti2A;ura3 A::URA3, pBC34.1, URA3 ESTE TRABAJO

Oligonucleétidos utilizados, (Tabla 1, anexos1)

Soluciones

TE: Tris 10 mM-EDTA 0.1 mM; NaOAc 3M; glicogeno 20 pg/uL; etanol 100%,
70%; TER 10 mM: Tris 10 mM, EDTA 0.1 mM, RNasa 5 uL; GTE: glucosa 50 mM,
Tris-Cl pH8 25 mM, EDTA 10 mM; NaOH/SDS: NaOH 0.2 N, SDS 1 %, Acetato de
potasio: acido acético glacial 29.5 mL, aforar a 100 mL con KOH; PEG 50%
(PM4000); LiOAc 1 M; esperma de salmoén, ssDNA, 2 mg/mL desnaturalizado;
buffer A:Tris 50 mM, EDTA 10 mM, NaCl 150 mM, Triton 1 %, SDS 1 %, buffer A
sin detergente: Tris 50 mM, EDTA 10 mM, NaCl 15 OmM; glicerol 15 %, 60 %;
LiOAc 1 M; Dimetilsulféxido DMSO; fenol:cloroformo:isoamilico (24:24:1); cloruro
de sodio 5M.
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Medios utilizados para E. coli

Los medios utilizados para el crecimiento y transformaciones en E. coli
fueron LB liquido: triptona 10 g/L, cloruro de sodio 2 g/L, extracto de levadura 5
g/L; LB-carbenicilina solido en cajas: triptona 10 g/L, cloruro de sodio 5 g/L,
extracto de levadura 5 g/L, agar 15 g/L, carbenicilina 700 ug/mi; LB-
carbenicilina/kanamicina sélido en cajas: triptona 10 g/L, cloruro de sodio 5 g/L,
extracto de levadura 5 g/L, agar 15 g/L, carbenicilina 50 ug/ml, Kanamicina 50
ug/ml; SOB: extracto de levadura 5 g/L, triptona 20 g/L, cloruro de sodio 10 mM,
cloruro de potasio 2.5 g/L; SOC: SOB 10 mL, sulfato de magnesio 10 mM, cloruro
de magnesio 10 mM, glucosa 4 %.

Medios utilizados para C. glabrata

En el caso del crecimiento, expresion de genes reporteros y transformacion
en C. glabrata utilizamos YPD liquido: extracto de levadura 10 g/L, peptona 20 g/L,
uracilo 50 mg/mL, glucosa 2 %; YPD sdlido en cajas, se le adiciona agar al 2 % al
YPD liquido. De igual manera para los casos necesarios se le adiciona ademas
higromicina a una concentracion final de 400 mg/mL. YP-glicerol: extracto de
levadura 10 g/L, peptona 20 g/L, uracilo 50 mg/mL, agar 20 g/L, glucosa 2 %,
glicerol al 3 %; CAA (medio sin uracilo): base nitrogenada de levadura 1.7 g/L,
sulfato de amonio 5 g/L, casaminiacidos 6 g/L, agar 20 g/L, glucosa 2 %; CAA-5-
FOA: agar 20 g/L, CAA 6 g/L, sulfato de amonio 5 g/L, uracilo 56 mg/mL, 5-FOA 0.9
g/L, base nitrogenada de levadura 1.7 g/L, glucosa 2 %.
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Transformacion en E. coli

Para las transformaciones de E. coli utilizamos el método de
electroporacion, descrito en Current Protocols in Molecular Biology. Se usaron las
cepas electrocompetentes previamente preparadas DH10 6 pcnB, Tabla 3.
Brevemente las células se descongelan en hielo y se agrega el plasmido a
transformar; posteriormente se transfiere la mezcla a celdas de electroporacion y
se aplica un pulso de 1800 v, 200 mA y 50 F; inmediatamente después se agrega
1 mL de SOC. Se incuba 1 hora a 37 °C con agitacion; las células se platean luego
en dos cajas de LB con antibiético, 100 pL de la suspension en una y el resto en la

segunda; se incuban 24 horas a 37 °C.

Transformacién en C. glabrata

En C. glabrata las transformaciones las llevamos a cabo utilizando el
método de transformacion en acetato de litio, el cual consiste en poner un
precultivo de las cepas de interés (Tabla 4), en medio liquido YPD, a 30°C, con
agitacién toda la noche. Se inocula un matraz con 30 mL de YPD fresco con 300
WL del precultivo y se incuba a 30°C hasta obtener una densidad 6ptica a 600nm,
(ODggp) entre 0.8 y 1.0. Una vez alcanzada la densidad éptica se centrifuga el
cultivo y se lava la pastilla celular con un volumen igual de agua estéril, se hace un
segundo lavado con 1 mL de LIAOAc 100 mM y finalmente se resuspende en 300
ML de LIAOAc 100mM y de aqui se toman 50 uL de células y se afiade una mezcla
que contiene el DNA a transformar resuspendido en TE, 240 uL de polietilenglicol
50%, 36 pL de LIAOAc 1 M y 50 ug de DNA de esperma de salmon

desnaturalizado.
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Mezclamos e incubamos en agitaciéon a 30°C por 45 minutos, finalmente
agregamos 43 pL de dimetilsulféxido, sometemos a choque térmico por 15
minutos a 42 °C y centrifugamos. Cuando seleccionamos resistencia a algun
antibidtico se resuspende la pastilla celular en 900 uL de YPD e incubamos en
agitacion a 30°C de 4 a 8 horas, finalmente plateamos las células en 3 cajas de
medio YPD con antibiético, 300 uL de células transformadas por caja e incubando
por 2 dias a 30°C. En el caso de que se seleccione para la complementacion de
alguna auxotrofia, a las cepas receptoras transformadas, tras el choque térmico
afiadimos agua estéril y plateamos 300 uL por caja e incubamos a 30°C durante 2

dias.

Preservacion de plasmidos y cepas

Los plasmidos construidos en este trabajo se preservaron como cepas de
E. coli en glicerol al 10%. Las cepas de C. glabrata en glicerol al 15%; ambas a
-80 °C.

Extraccion de DNA en E. coli

Para la extraccidn de plasmidos de E. coli y la extraccion de DNA de gel

utilizamos kit comercial de Qiagen (Valencia, CA 91355).
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Extraccion de DNA genémico en C. glabrata

Las cepas de interés se cultivan toda la noche en YPD liquido por 12 a 20
horas a 30°C, posteriormente centrifugamos el cultivo y la pastilla se resuspende
en 500 pL de Buffer A y se afiade un volumen igual de fenol:cloroformo:isoamilico,
incubamos a 44°C con agitaciéon por 30 minutos. Centrifugamos y se separa la
fase acuosa a la cual agregamos 500 pL de Buffer A sin detergente para incubar
por 30 minutos a 44°C, y finalmente agregamos 15 pL de cloruro de sodio 5M y 2
volumenes de etanol al 100%. Centrifugamos y lavamos la pastilla con etanol al
70%, resuspendimos en 250 yL de TER.

Construccion de plasmidos.

a. Clonacion del locus MTL1

Para obtener el locus MTL1 disefiamos oligonucleotidos que amplifiquen una
region especifica del locus MTL1, en los que ademas se incluyeron sitios de

reconocimiento para la enzima de restriccion Bam HI. Realizamos reacciones de
PCR con los oligonucleétidos disenados 160/161 (Tabla 1 anexos1), y obtuvimos

un fragmento de 3.1 Kb. Posteriormente este se clono en el vector pCR2.1 TOPO

(Invitrogen) y transformamos en E.coli DH5a Fig. 9 (Tabla 3).

Seleccionamos las transformantes en cajas de LB - carbenicilina y
comprobamos mediante PCR de colonia que el locus MTL1 estuviera en la

construccién utilizando los mismos oligonucledtidos que se utilizaron para

amplificar el locus MTL1 (Tabla 1 anexos1). Posteriormente extrajimos DNA
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plasmidico, con el Kit Qiagen y mediante digestiéon de la enzima Bam HI

comprobamos la presencia del producto original de 3 Kb y el vector 4Kb.

BamH T

BamH T

Figura 9. Plasmido pIC122 que contiene el locus MTL1. Cionacién del locus MTL1 en el plasmido pTOPO

2.1, que contiene resistencia a ampicilina y kanamicina. Imagen del plasmido construido, pIC122. AMP"- Resistencia a
ampicilina, KANFR- Resistencia a kanamicina.

b. Plasmidos para generar deleciones/inserciones del locus MTL1

La estrategia general para la construccién de estos plasmidos consiste en
amplificar los fragmentos 3y 5" que flanquean el locus a eliminar. Estos
fragmentos deben tener un tamafo igual o mayor a 500 pb, y se clonan a ambos
lados de un casete que confiere resistencia a higromicina, el cual se cloné

previamente en el plasmido pAP599 (Fig. 10), (Domergue et al., 2005).
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Genoma de Candida glabrata

3 locus MTL 5

Bsgl Bsg1

Plasmido pAP599 con el casete de
resistencia a higromicina digerido con 8sg I

Figura 10. Clonaciéon de los fragmentos 3" y 5" que flanquean el locus MTL de interés.
Obtencién de las construcciones para la delecion/insercion del locus MTL1, mediante PCR de los fragmentos 3’y 5°que
flanquean el locus MTL1 y su posterior clonacién delimitando el casete de resistencia a higromicina y las regiones FRT.
Finalmente la digestion con la enzima de restriccion Bsg | que corta al 3 de su sitio de reconocimiento. 3'- Fragmento 3" que
flanquea el locus a deletar, 5°- Fragmento 5" que flanquea el locus a deletar, FRT - Flp Recombinase Target, hph —

Resistencia a higromicina, Bsg | — Enzima de restriccion utilizada.

Para obtener ambos fragmentos disefiamos oligonucleétidos que contienen
sitios para diferentes enzimas de restriccibn que permitieran clonar ambos
fragmentos en el vector pAP599. Los oligonucledtidos ademas contienen sitios
para Bsg |, que corta 15 pares de bases al 3" del sitio de reconocimiento y genera
extremos romos. De esta manera escindimos la construccion completa: el
fragmento 5°, el casete de resistencia a higromicina y el fragmento 3" sin tener

segmentos de vector.

Mediante PCR obtuvimos ambos fragmentos, el 5"MTL1 de 554 pb con los
oligonucleodtidos 146, con sitios para las enzimas de restriccion Kpn |y Bsg |, y el
147, con el sitio para la enzima de restriccién Hind Ill. El fragmento 3" de 510 pb lo
obtuvimos con los oligonucleotidos 148, con el sitio para la enzima de restriccidon

Bam HI, y el oligonucledtido 149, con los sitios para las enzimas de restriccion Sac
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l'y Bsg |, (Tabla 1, anexos1), ambos fragmentos fueron clonados individualmente

en el plasmido pGEM-T, (mapa anexosz).

Seleccionamos en cajas de LB - carbenicilina y mediante PCR en colonia
. 34 .
de alrededor de 50 colonias (geles, anexos), comprobamos la presencia de

nuestra construccion, (Tabla 1 anexos1). Extrajimos DNA plasmidico de las
cepas obtenidas; la cepa 1776, plasmido pSD1 con el fragmento 3" y el plasmido
pAP599, que contiene el casete de resistencia a higromicina, los digerimos con
las enzimas de restriccion Sac | y Bam HI. Extrajimos de gel el fragmento 3, los

ligamos y clonamos en E. coli pcnB seleccionando en cajas de LB- carbenicilina.

Realizamos PCR de aproximadamente 50 colonias, encontramos clonas

con el plasmido, (ge/5 anexos). Posteriormente extrajimos DNA plasmidico de las
cepas 1778, con el plasmido pSD3 que contiene el fragmento 5" de MTL1, y 1782,
plasmido pSD5 que contiene el casete de resistencia a higromicina y el fragmento
3" de MTL1. Digerimos con las enzimas Kpn | y Hind lll, extrajimos de gel el

fragmento 5°.

Ligamos este fragmento al vector pSD5 y transformamos en E. coli DH10

seleccionando en cajas de LB — carbenicilina; mediante PCR de aproximadamente

50 colonias encontramos aquellas que contenian nuestra construccion, (gel6
anexos), cepa 1802, pSD7 (Fig. 11).
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Sacl

Uw ¢

Bam HL

Bsg I

Figura 11. Plasmido final pSD7 que contiene los fragmentos 3" y 5" que flanquean el locus

MTL1. Obtencion de las construcciones para la delecién/inserciéon del locus MTL1, mediante la clonacién de los

fragmentos 3’y 5°que flanquean el locus MTL1 en el vector pGEM (pSD1, pSD3), y posteriormente en el vectorpAP599
(pSD7), que contiene el casete de resistencia a higromicina y las regiones FRT. Este Ultimo se digiri6 con la enzima de

restriccion Bsg | que corta al 3'de su sitio de reconocimiento. FRT - Flp Recombinase Target, hph — Resistencia a

higromicina, Bsg I, Sac I, Bam HI, Kpn | — Enzimas de restriccion utilizadas.
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c. Plasmidos que contienen las inserciones del Th7URA3 en el locus
MTL1 clonado

Para generar inserciones del reportero URA3 en distintas posiciones a lo largo
del locus MTL1, realizamos una mutagénesis in vitro con el transposén modificado
Tn7 URA3 Kan, con lo cual se obtienen inserciones al azar de este elemento en
cualquier DNA que se utilice como aceptor. Las proteinas que catalizan la

transposicion son comerciales y el proceso es altamente eficiente.

La mutagénesis del locus MTL1 se realizd con el plasmido plC6, cepa 1374
Tabla 3, el cual contiene un transposon Tn7 modificado con el gen reportero
URA3, ademas cuenta con el gen que confiere resistencia a Kanamicina, y un
origen condicional de replicacion R6Ky que requiere de la proteina Pir2 para su
replicacion (Fig. 12). La inmunidad de este transposon permite una sola insercion
cada 40 Kb, por lo que solo obtuvimos una insercion por vector (Metcal et al.
1996).

Tn7L RéKy Kan L'RA3 Tn7R
Tn 7 UKR

Figura 12. Plasmido pIC6, cepa 1374, contiene un Tn7 modificado, con el gen reportero

URA3Yy el gen que confiere resistencia a Kanamicina. Transposén Tn7 utilizado para realizar inserciones

del gen URA3 y monitorear el estado transcripcional de la cromatina en el locus MTL1. El transposén contiene un origen de
replicaciéon dependiente de la proteina Pir2 (R6Kd), el gen que confiere resistencia a kanamicina (Kan), el gen reportero
URAS3 y las secuencias repetidas directas de reconocimiento (Tn7L, Tn7R). Modificado de Castaro et al., 2003.

Para realizar la mutagénesis in vitro del locus MTL1, utilizamos la
construcciéon plC122 como plasmido aceptor, la cual contiene marcador de
resistencia a Ampicilina y Kanamicina (del vector TOPO); por lo cual para poder
realizar la mutagénesis del locus MTL1 eliminamos la resistencia a Kanamicina
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presente en el plasmido. Para esto digerimos con las enzimas de restriccion Nco |,
rellenamos los extremos cohesivos en una reaccién con el fragmento Klenow de la
DNA polimerasa de E. coli, posteriormente digerimos con la enzima Msc |, y
obtuvimos un plasmido que se religd con extremos romos, y perdié un fragmento

de 496 pb, del gen que confiere resistencia a Kanamicina.

Una vez que obtuvimos el plasmido sensible a Kanamicina transformamos
en E. coli DH10 y seleccionamos en cajas de LB — carbenicilina; posteriormente
sembramos las colonias obtenidas en cajas con Kanamicina para asegurarnos de
la pérdida de la resistencia. Las clonas con la construccion correcta se
comprobaron mediante una digestion con la enzima Bam HI y se obtuvieron 2

bandas: 3.183 Kb y 3.420 Kb, esta ultima banda presenta el cambio por la pérdida

de 496 pb procedentes de la resistencia a Kanamicina (gel7 anexos).

Realizamos la mutagénesis con aproximadamente 100 ng de plasmido
donador, plC6, y 400 ng de plasmido aceptor, pSD10, en una reaccién de 20 pL
con la enzima transposasa. La transposasa es un conjunto de 3 proteinas: TnsB

que reconoce las terminaciones repetidas directas del Tn7 y escinde el
*
transposoén, la TnsC que se une a secuencias blanco del DNA aceptor y ademas

interacciona con TnsB. Finalmente TnsA se une TnsB que a su vez esta unida al
DNA, este complejo formado por las 3 proteinas de la transposasa y las 2
moléculas de DNA (el donador, Tn7 y el aceptor o blanco) es necesario para llevar

a cabo la reaccion de transposicion (Fig. 13).

La reaccion se incuba por 1 hora a 37 °C y se para mediante una extraccion
con fenol para posteriormente electroporar en E. coli DH10; esta cepa no produce
la proteina Pir2, por lo que el plasmido donador no podra replicarse.
Seleccionamos en cajas de LB- carbenicilina/Kanamicina y purificamos 2 veces las

colonias obtenidas.
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Figura 13. Reacciones de transposicion para las inserciones del transposén Tn7 en el locus

MTL1. Proceso de transposicién donde la proteina TnsB reconoce las secuencias repetidas directas del transposén Tn7 y

lo corta del plasmido donador. La proteina TnsC reconoce al azar sitios en el plasmido aceptor y finalmente se forma un
complejo de estas dos proteinas con la TnsA llevando a cabo la insercion del transposén. Tn7 — transposén, a1 — gen af,

pSD10, plasmido aceptor que contiene el locus MTL1, AMPR — Resistencia a ampicilina.
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Comprobacioén de clonaciones en E. coli

Para todas las comprobaciones de clonaciones o transformaciones en E.
coli utilizamos la técnica de PCR en colonia, para la cual preparamos la mezcla de

PCR con oligonucledtidos internos de los fragmentos clonados, con
oligonucledtidos del vector o con distintas combinaciones Tabla 1, anexos .

Anadimos un poco de la colonia y posteriormente analizamos la mezcla en geles
de agarosa por electroforesis. Estos analisis se realizan en ambos extremos del

fragmento clonado.

Generacién de mutantes sencillas, dobles y triples de los loci MTL en

C. glabrata

Para la generacion de mutantes utilizamos los plasmidos antes construidos
que contienen el casete de resistencia a higromicina con dos secuencias
repetidas directas FRT (Elp Recombinase Target) en sus extremos, flanqueado
por las regiones 5y 3" del locus a deletar. Digerimos con la enzima de restriccion
Bsg | que corta 15 nucledtidos hacia el 3" del sitio de reconocimiento, con lo cual
nos aseguramos de solo escindir la construccion que contiene DNA homologo a C.

glabrata sin tener segmentos del vector.
Una vez realizada la digestion transformamos en la cepa CGM1 Tabla 4, y

mediante doble recombinacién homdloga realizamos la delecién del locus MTL e

insercidon del casete de resistencia a higromicina.
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Para construir las cepas con deleciones dobles vy triples de los loci MTL
retiramos el casete de resistencia a higromicina mediante la transformacion de la
cepa que contiene la delecion/insercion, con el plasmido pMZ18 Fig. 14, cepa
1792, el cual contiene el promotor inducible del gen EPA1. Este gen codifica para
una adhesina que se induce en fase exponencial, y se encuentra fusionado al gen
que codifica para la proteina Flp1p y contiene ademas al gen reportero URA3
(Tabla 3).

Figura 14. Imagen del plasmido pMZ18 que codifica el gen de la proteina FLP. Piasmido utilizado

para eliminar el casete de resistencia a higromicina en las cepas construidas con las diferentes deleciones en los loci MTL.
Contiene al promotor del gen EPA!, una adhesina que se expresa en fase exponencial, fusionado con el gen que codifica
para la enzima recombinasa, ademas cuenta con el gen URA3.

La proteina Flp1p codificada en pMZ18 corta en las secuencias FRT del
casete de resistencia a higromicina vy libera el casete, quedando la cepa
nuevamente sensible a higromicina. De esta manera se pueden construir
deleciones sucesivas utilizando el mismo marcador de resistencia a higromicina

con las secuencias FRT, flanqueado por los fragmentos 3°-5" de otro locus MTL.
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Comprobacion de la delecion/insercion de los loci MTL en C. glabrata

Para las transformaciones realizadas en C. glabrata mediante doble
recombinacion homologa, comprobamos mediante PCR con oligonucleotidos
internos al casete integrado y oligonucleétidos que hibridan en la region
cromosOmica aledafa a los loci MTL, pero externos al casete y a los fragmentos

3"y 5" clonados (Fig. 15, Tabla 1 anexos1). Esta comprobacion se realizé para

ambos lados del casete integrado.

3 locus MTL 5
Y 4 ~ 4
Y rd A Y 4
SN N
N N
Fd ALY s ~
rd \ rd ~
3 FRT hpoh FRT 5
3 FRT hph FRT 5
- = =) =
L. 7 . i
Tamafic esperado Tamafio esperado

Figura 15. Imagen de las comprobaciones mediante PCR de las deleciones/inserciones de

los loci MTL. Imagen de las deleciones/inserciones de los loci MTL mediante doble recombinacién homéloga y su
posterior comprobacion mediante PCR. 3" y 5°- Fragmentos 3" y 5" que flanquean el locus a deletar, FRT - Flp

Recombinase Target, hph — Resistencia a higromicina.
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En el caso de las transformaciones en las cuales eliminamos la resistencia
a antibidtico realizamos PCR con oligonucledtidos externos al casete y a los
fragmentos 3°, 5, que hibridan en la region aledafa. De esta manera obtenemos
una banda de menor tamafo que indica la pérdida del casete (Fig. 16).

3 FRT hph FRT 5
K] FRT 5
= -
“ j
Tamafio esperado

Figura 16. PCR para verificar la eliminacion del casete de resistencia a higromicina. Eliminacién del
casete de resistencia a higromicina en las deleciones/inserciones de los diferentes loci MTL. Utilizamos la enzima
recombinasa que reconoce los fragmentos repetidos directos FRT y escinde el casete de resistencia a higromicina. 3" y 5'-

Fragmentos 3" y 5" que flanquean el locus a deletar, FRT - Flp Recombinase Target, hph — Resistencia a higromicina,
Flp1p — Recombinasa
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Determinacion de la posicion y orientacion de las inserciones en el
locus MTL1

Localizamos el sitio de insercion y la orientacién de las inserciones en el

locus MTL1 mediante PCR de colonia (g91938 anexos), para ello utilizamos los

oligonucleodtidos 146 / 149 que hibridan en las regiones 3" y 5° del locus y los

oligonucledtidos 20 / 21 en los extremos del Tn7 (Tabla 1 anexos1).

En total monitoreamos 100 colonias independientes que se encontraron a
todo lo largo del plasmido pSD10 (Fig. 17) y finalmente decidimos trabajar con 5
de ellas que estan localizadas a lo largo del locus MTL1 y casualmente estan en la

misma orientacion.

6648pb

Kanamicina sensible

Figura 17. Determinacidn de la posicion de las inserciones mediante PCR de colonia en el

plasmido pSD10. Mediante PCR en colonia determinamos las posiciones de diferentes inserciones del gen reportero
URAS3 en el plasmido aceptor pSD10. Se muestran los oligonucledtidos (146 — 149) utilizados en estas reacciones que
hibridan tanto en el fragmento MTL1 clonado como dentro del transposén Tn7. a1 — gen a1, M4 — insercién en el gen a1 nt

92, exén 1::Tn7, AMPR-Resistencia a ampicilina.
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Transformacion de las inserciones independientes en el locus MTL1 de C.

glabrata

Una vez elegidas las inserciones con las que se iba a trabajar, extrajimos
DNA plasmidico y digerimos con la enzima Mfe |, la cual corta y escinde el locus
MTL1 completo (Fig. 18). Las bandas obtenidas fueron de 4.36 Kb y 5.3 Kb, esta

ultima contenia el locus mas las inserciones.

| | AMPR |

6598

Figura 18. Digestion de los plasmidos obtenidos con Mfe | para transformar en C. glabrata.

Los 5 plasmidos construidos que contienen las diferentes inserciones del gen reportero URAS, a lo largo del locus MTL1
(M1, M2, M3, M4, M5), se digirieron con la enzima de restriccion Mfe I, la cual corta fuera de las inserciones en regiones con

homologia para el locus MTL1. Posteriormente estas digestiones se transformaron en C. glabrata (cepa CGM1) para

. . R . . L
realizar los ensayos de crecimiento. AMP - Resistencia a ampicilina

Transformamos en la cepa CGM1, ura3A::Tn903(G418%), y mediante doble
recombinacion homaologa introdujimos una a una las diferentes inserciones del Tn7
a lo largo del locus MTL1 en el genoma de C. glabrata. Seleccionamos a las
transformantes en cajas de CAA (sin uracilo), purificamos las colonias obtenidas,
verificamos que no tuvieran dafio a mitocondria y extrajimos DNA gendémico de
aproximadamente 30 colonias por insercion, siendo un total de 150 en total.
Mediante PCR con los oligonucleétidos 173/174 que hibridan en el genoma de C.
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glabrata y 20/21 que hibridan en el Tn7 buscamos las colonias que generaran un

producto de PCR del tamafio esperado (Fig. 19, gel9 anexos).

locus Tn7 MTLI
=) -=
L )

Tamafio esperado

Figura 19. PCR para encontrar colonias con las inserciones en el genoma de C. glabrata.
Después de transformar las 5 inserciones en la cepa CGM1 de C. glabrata se extrajo DNA genémico y se realizaron PCR

para determinar la presencia de las inserciones en el genoma de C. glabrata. Tn7 — transposon.

Expresion del gen reportero URA3

Realizamos un analisis del estado transcripcional de la cromatina del locus
MTL1 evaluando la expresion del gen reportero URA3 (previamente insertado en

varias posiciones a lo largo de este locus), a través de ensayos de crecimiento.

Para determinar la expresién del gen reportero URA3 a lo largo del locus
MTL1 inoculamos en YPD las cepas que contienen estas inserciones dejando
crecer los cultivos a 28°C por 20 horas, posteriormente medimos la densidad
Optica a 600nm (ODggo), de cada uno de los cultivos y calculamos las diluciones
necesarias para ajustarlos a una ODgyy de 1. Estas suspensiones celulares se
diluyen logaritmicamente en agua estéril en placas de 96 pozos; tomamos 5 pL de

cada pozo depositando el cultivo en cajas con medio YPD, CAA (sin uracilo) y
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5-FOA, Fig. 20. Incubamos a 28°C y tomamos fotos de las cajas a las 24 y 48

horas de crecimiento; cada goteo de las cepas utilizadas se realiza por duplicado.

CEM1 ura3A
CEM2 URA3Z

M1
M2
M3
M4
M5

YPD CAA (sin uracilo) 5-FOA

CRECIMIENTO

_  SILENCIAMIENTO
5 - FOA B L/RA3Z off

Figura 20. Diluciones seriadas de las cepas con las inserciones del gen reportero URA3 y su

expresion. Realizamos ensayos de crecimiento para determinar el estado transcripcional de la cromatina en el locus
MTL1. Las cepas construidas se crecieron a 28 °C por 20 hrs, se diluyeron a ODggo de 1 se realizaron diluciones seriadas en
placas de 96 pozos. Posteriormente se tomaron 5 ul de cada pozo y se depositd una gota en cajas de YPD, CAA (sin
uracilo) y 5 — FOA. Si la cromatina presente a lo largo del locus MTL1 se encuentra silenciosa no habra crecimiento en las
cajas sin uracilo (CAA) a diferencia de las cajas con 5- FOA donde si existira crecimiento. En cambio, si existe crecimiento

en cajas sin uracilo (CAA), y no en cajas de 5-FOA, indicara que la cromatina se encuentra transcripcionalmente activa.
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Reconstitucion del gen URA3 en las cepas mutantes

Reconstituimos el gen URA3 en cada una de las cepas con deleciones de
los loci MTL, ya que la cepa tipo CGM1, donde se realizaron estas deleciones,
tiene una delecién del gen URAS3 e insercion del gen que confiere resistencia a
Geneticina, Tabla 4. Para ello utilizamos el plasmido pBC34.1 Tabla 3, (Cormack
et al. 1999, cepa 1484, digerido con la enzima de restriccidn Pst |. Las bandas
obtenidas fueron de 2.2 Kb, donde se encuentra el gen URA3 flanqueado por

fragmentos 3" y 5" del gen original y una banda de 2.9 Kb.

Transformamos las cepas con las distintas combinaciones de las deleciones
en los loci MTL con este plasmido. Seleccionamos en cajas de CAA (sin uracilo),
purificamos y sembramos en cajas de YPD—geneticina para asegurarnos de la

pérdida de la resistencia y reconstitucion del gen URAS.

Finalmente a cada una de las cepas sensibles a geneticina les extrajimos
DNA gendmico, aproximadamente 40 colonias, y mediante PCR con los
oligonucledtidos externos a la insercion, 134/137, y los oligonucledétidos internos al
gen URA3, 135/136, comprobamos la reconstitucion del gen. Primero con los
oligonucledtidos 137/136, con un fragmento de 1.002 Kb, Fig. 21. A las colonias

positivas les realizamos el PCR del otro lado de la insercibn con los

oligonucledtidos 134/135, con una banda de 0.782 pb (gelm anexos).
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Figura 21. Reconstitucion del gen URA3 en las cepas con deleciones de los loci MTL,

tamanos de los fragmento de PCR. Reconstituimos todas las cepas construidas con las diferentes deleciones en
los loci MTL, con el gen URA3. Utilizamos el plasmido pBC34.1 que contiene el gen URA3 silvestre con regiones de
homologia, es te plasmido se digiri6 con la enzima de restriccion Pst I. Mediante doble recombinaciéon homdloga se

reconstituyo con el gen silvestre a todas nuestras cepas. Tn903 — Resistencia a geneticina, CGM1 — Cepa de trabajo.
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RESULTADOS

La cepa silvestre contiene informacion tipo “a” en el locus MTL1

Una vez que clonamos el locus MTL1 en el vector pCR2.1 TOPO (plC122),
el DNA obtenido por medio de miniprep lo enviamos a secuenciar con una
concentracion aproximada de 1 pg/ul utilizando oligonucledtidos universales que
hibridan con el vector. Con la secuencia obtenida disefiamos oligonucleotidos para
continuar con la secuenciacion, y asi sucesivamente hasta secuenciar todo el

fragmento clonado de 2.993 Kb.

El resultado de la secuenciacion mostré que nuestra cepa de laboratorio
CGM1 presente un apareamiento tipo “a” en el locus MTL1, a diferencia de la
cepa reportada en la base de datos que cuenta con un apareamiento tipo “a” en
el locus MTL1. El locus MTL1 de nuestra cepa secuenciada de C. glabrata consta
del gen a1 y su promotor, asi como un fragmento con homologia al gen a2 de S.
cerevisiae, pero no tiene un codon de inicio, ademas de que deleciones del
ortélogo en S. cerevisiae no presentan fenotipos detectables (Srikanta et al.,

2003), por lo que no se considera un gen.
Clonamos y secuenciamos también los loci MTL2 y MTL3, y encontramos

que en el locus MTL2 existe informacion “a” y en el locus MTL3 tipo “a” (Fig. 22),

(Ramirez, Salas-Delgado et al., datos no publicados).
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Candida glabrata
crROM B _MHM_
| |
29 kb
CROM E
11 kb

Figura 22. Informacion de apareamiento en los diferentes loci MTL de nuestra cepa de

laboratorio. Informacién presente en cada loci MTL de nuestra cepa de trabajo CGM1. El locus MTL1 contiene

informacién tipo a, el locus MTL2 también contiene informacion tipo a y el locus MTL3 informacién tipo a.
CROM E — Cromosoma E de C. glabrata, CROM B — Cromosoma B de C. glabrata, TEL - Telémeros

Con la informacion del tipo de apareamiento de nuestra cepa de laboratorio
y la informacion de los otros loci podemos investigar la expresion de cada uno de
los genes presentes en los loci MTL y conocer cual o cuales son los locus de
expresion. En S. cerevisiae los loci HML y HMR, equivalentes a MTL3 y MTL2
respectivamente, se encuentran silenciosos y solo el locus MAT se expresa, por lo
que cada célula expresa un solo tipo de informacién lo que le permite llevar a cabo
el proceso de apareamiento cuando se encuentra con otra célula que exprese el

tipo de apareamiento opuesto.

En caso de que el locus MTL1 sea el de expresion, es importante
determinar que genes se encuentran regulados por el factor transcripcional a1,
para conocer posibles relaciones entre diversos procesos y el apareamiento; asi

como para investigar posibles condiciones de apareamiento.
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El locus MTL1 se encuentra transcripcionalmente activo

Existen reportes de que este locus se encuentra transcripcionalmente activo
aunque en baja proporcidn (Fabre et al., 2004); sin embargo, nosotros decidimos
investigar si la cromatina a lo largo de este locus se encuentra en una
conformacion transcripcionalmente activa en nuestra cepa silvestre. Mediante las
inserciones del gen reportero URA3 a lo largo del locus MTL1, en la cepa CGM1
(ura3::Tn903(G418%)), monitoreamos la expresién de este gen a través de

ensayos de crecimiento en medios sin uracilo, CAA, y en medio adicionado con 5-

FOA, estos ensayos se realizaron por duplicado (Tablas" anexos).

Para poder construir estas inserciones se utilizo el plasmido previamente
generado que contiene al locus MTL1, plC122, el cual modificamos para eliminar
la resistencia al antibidtico Kanamicina y asi poder llevar a cabo la mutagénesis.
Tras realizar dicha modificacion obtuvimos los plasmidos pSD9 y pSD10 (Fig.23),

con resistencia solo a Ampicilina (Materiales y Métodos).

I“{/ pSD10

f 6648pb
\ Kanamicina sensible

. piC122
| 7099 Kb

T BamHI

Mscl

Figura 23. Construccion del plasmido pSD10 al eliminar la resistencia a Kanamicina de

plasmido pTOPO-MTL1. Eliminamos Ia resistencia a kanamicina del pléasmido pIC122, que contiene clonado el locus

MTL. . Construimos asi el plasmido pSD10, el plasmido aceptor, para poder realizar la transposicion con el Tn7 modificado;

ya que este transposon contiene también resistencia a kanamicina. a1l — gen a1, AMP - Resistencia a ampicilina.
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La mutagénesis se realiz6 utilizando el plasmido pIC6 como se describié en
Materiales y Métodos, realizamos la determinacion de las posiciones y orientacion

de aproximadamente 100 inserciones en todo el plasmido pSD10 (Tabla 3).

J
O

pSD10
6648pb

Kanamicina sensible

U4
IDyiIN3TY

4

NO

Figura 24. Inserciones finales que utilizamos para transformar en C. glabrata. imagen con las 5

inserciones independientes (M1, M2, M3, M4, M5), con sus posiciones aproximadas a lo largo del locus MTL1 y su
orientaciéon. pSD10 — plasmido construido tras la eliminaciéon de la resistencia a kanamicina, a1l — gen af, AMPR-

Resistencia a ampicilina.

Finalmente decidimos trabajar con 5 construcciones (Fig. 24), que tienen la
misma orientacion a largo del locus MTL1, los plasmidos se mencionan en la
Tabla 5, cada uno de ellos se obtuvieron de colonias independientes y se
conservaron por duplicado. Secuenciamos cada uno de ellos encontrando asi las

posiciones exactas de las inserciones a lo largo del locus MTL1.
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Tabla 5. Plasmidos construidos con las inserciones a lo largo del locus MTL1

Plasmido Posicion

pSD11

+168 pb rio abajo de a1 ems: a1 eromoror [N
w
al, nt 333, exon 2 exne1 a1 promoror [

pSD13

pSD15
al, nt 29, exén 1 EM&! @l PROMOTOR

pSD17
a1, nt 92, exon 1 Emel  al  promoToR NN

w
-747 rio arriba de a1 £vMer a1 peomoToR [N

pSD21

Cada una de estas construcciones las digerimos con la enzima Mfe | que
escinde el locus MTL1, incluyendo la insercién, sin secuencias del plasmido (Fig.
17, materiales y métodos). Transformamos mediante doble recombinacion
homologa la cepa CGM1, ura3A::Tn903(G418%), de C. glabrata con cada una de
las 5 inserciones obtenidas. Extrajimos DNA gendmico de aproximadamente 250

colonias para buscar aquellas cepas con las inserciones integradas a su genoma.

Cada insercion se comprob6 mediante PCR con oligonucledtidos externos a
la construccion e internos a esta, por ambos lados. Los tamainos esperados de los
productos de PCR para cada una de las diferentes inserciones son los que se

muestran en la Figura 25.
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pSD13 pSD15 pSD17
Oligonucleétidos: 20/173 21/174 20/173 21/174 21/174 20/173
Tamafo PCR: 1.5Kb 1.60 Kb 1.756 Kb 1.594Kb 1.728 Kb 1.590Kb

13 17 wmem 13 17 1 3 mpm 1 3

No. colonia:

1 2 wmpm 1 2
H h
X
- 150K

- - 1756 kn - o 1490k -
EMe1 a1 PRONOTOR Ems1 | al  proMoTOR EMs! | al  PROMOTOR
1.60 Kb - T8
ﬁ = 180e - ~ S a

Figura 25. Busqueda de las inserciones en el locus MTL1 del genoma de C. glabrata. Geles de

comprobacién de algunas inserciones (pSD13, pSD15, pSD17) en el genoma de C. glabrata. Se muestran ademas

iméagenes con los fragmentos de PCR esperados a ambos lados de las inserciones. MPM — Marcador de peso molecular

Una vez comprobado que habiamos construido 5 cepas de C. glabrata,
presentadas en la Tabla 6 las cuales se conservaron por duplicado de colonias
independientes, cada una con una insercion del reportero URA3 (Tn7) a lo largo

del locus MTL1, se realizaron ensayos de crecimiento en medio YPD, CAA (sin
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uracilo), 5-FOA, para determinar si el Jlocus MTL1 se encuentra

transcripcionalmente activo.

Tabla 6. Cepas construidas con las diferentes inserciones en el locus MTL1
de C. glabrata

Genotipo

w
a1 nt 333, exon 2::Tn7 eme: a1 promoror [N

alnt 92, exén 1::Tn7 EmMer a1 promoToR N

alnt 29, exén 1::Tn7 EM&1  al  PROMOTOR
M1

+168 pb rio abajo de a1::Tn7 emor a1 eromoror [N
w

-747 pb rio arriba de a1::Tn7 ems: | ail  promoron NN

El gen URAS3 codifica para la enzima orotidina-5-fosfato descarboxilasa que
convierte al acido 5-fluorotico en un compuesto toxico para la célula y esta muere;
entonces en estos ensayos de crecimiento si el locus MTL1 se encuentra
silencioso obtendremos crecimiento en 5-FOA, ya que no se estara expresando el
gen URAS3; sin embargo, en el medio sin uracilo (CAA), no creceran ya que se
requiere de la actividad de Ura3p para la sintesis de uracilo. Por otro lado, si el
locus se encuentra transcripcionalmente activo expresara el gen URA3 y crecera
en el medio que no contiene uracilo (CAA), pero no en el medio con 5-FOA, ya

que en este producira un compuesto toxico que matara a la levadura.
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Los resultados que obtuvimos muestran que el Jlocus MTL1 es
transcripcionalmente activo, ya que todas las cepas que contienen inserciones del
gen reportero a lo largo del locus MTL1 mostraron crecimiento en el medio sin
uracilo, CAA, y no lo hicieron en 5-FOA (Fig. 26).

GOTECS I CAA (-uracilo)

CGM2, URA3 +

CGM1, ura3A

M1

™

cxsr a1 moworos [N

M2

-

2 al
M3
w
51 @1 mROWOTOR
M4

CRECIMIENTO _ g7) ENCTAMIENTO

Figura 26. Estado transcripcional de la cromatina a lo largo del locus MTL1 mediante la

expresion del gen reportero URA3, crecimiento a 48 hrs., 28 °C. Ensayos de crecimiento para observar
el estado transcripcional de la cromatina en el locus MTL1. Las cepas construidas con las diferentes inserciones del gen
reportero URA3, a lo largo del locus, se crecieron a 28 2C por 20 hrs. y se realizaron diluciones a ODgoo de 1. En placas de
de 96 pozos se realizaron diluciones seriadas y se tomaron 5 ul colocandose en cajas de YPD, CAA (sin uracilo) y 5-FOA.
Se tomaron fotos de las cajas a las 24 y 48 hrs. observandose el crecimiento en el medio sin uracilo (CAA) y 5- FOA.

Se encontré crecimiento en CAA (sin uracilo) a diferencia de las cajas de 5-FOA, esto indica que la cromatina en este locus,

MTL1, se encuentra transcripcionalmente activa.
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Datos de laboratorio con los mismos ensayos de crecimiento (Ramirez,
Salas-Delgado et al., datos no publicados), muestran que el locus MTL2 también
se encuentra transcripcionalmente activo, a diferencia del locus MTL3 el cual se
encuentra en una configuracion represiva ya que no presenta crecimiento en el
medio sin uracilo, CAA, lo que indica que los genes a1 y a2 presentes en este

locus, podrian estar silenciosos.

Esto puede explicar por qué no se ha encontrado apareamiento en C.
glabrata, ya que si tiene expresion en dos de sus loci de apareamiento podria
expresar informacion tanto tipo “a” como “a” y comportarse como diploide. En este
caso no podria llevar acabo el proceso de apareamiento, a menos de que la
informacién en estos dos /loci fuera igual, como es el caso de nuestra cepa
silvestre, y se encontraran las condiciones éptimas para este proceso utilizando
otra cepa que exprese del mismo modo informacién contraria (es decir igual en
los loci de expresion). En S. cerevisiae no existe expresion de dos tipos de
informacién, solo el locus MAT se expresa y los loci HML y HMR se encuentran
silenciosos, por lo cual la levadura presenta un solo tipo de informacién y puede

llevar a cabo el proceso de apareamiento, Figura 27.

Saccharomyces cerevisiae

CROM 3 TEL HMLa MATaoa HMRa TEL
of f on of f
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Figura 27. Comparacion entre el estado transcripcional de los loci de apareamiento de S.

cerevisiae y C. glabrata, cepa CGM1. Comparacién entre el estado transcripcional de la cromatina en los

diferentes loci de apareamiento en S. cerevisiae y C. glabrata. Los datos obtenidos por el laboratorio (Ramirez, Salas-
Delgado et al., datos no publicados), demuestran que la cromatina presente en los loci MTL1 y MTL2, los cuales expresan
ambos informacién tipo a se encuentra, transcripcionalmente activa. CROM E — Cromosoma E de C. glabrata, CROM B —

Cromosoma B de C. glabrata, TEL - Telémeros

Cepas con deleciones sencillas, dobles y triples en los loci MTL

Dado que en C. glabrata puede haber expresion de los genes presentes en
el locus MTL2, asi como en el locus MTL1, es necesario construir cepas que solo
contengan uno de los 3 /loci para poder determinar de cual de ellos se expresa la
informacién. La construccion de diferentes cepas con deleciones en los loci MTL
es indispensable para comprobar la expresion de cada uno de estos, mediante

RT-PCR de cada uno de los genes presentes en estos /oci.

En este trabajo se construyé una bateria de plasmidos intermediarios con
los fragmentos 5" y 3" de los loci MTL, (todas estas construcciones se muestran en
la Tabla 7) hasta construir finalmente el vector con el casete de resistencia a

higromicina y las secuencias repetidas directas FRT, flanqueado por los
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fragmentos 5" y 3" de cada loci MTL. De cada construccion se conservé un

duplicado independiente (Tabla 3).

Tabla 7. Plasmidos construidos con los fragmentos 5" y 3" del locus MTL1, para la
delecion/insercion de los loci MTL.

Plasmido ) Caracteristicas

pSD1 pGEM::3'MTL1, (510pb)
pSD3 pGEM::5"MTL1, (554pb)
pSD5 pAP599::3'MTL1, (510pb)
pSD8 pAP599::5"MTL1, (554pb)
pSD7 pAP599::mti1A=hph

El plasmido final contiene los fragmentos 5° MTL17 y 3° MTL1 que
flanquean al casete de resistencia a higromicina, pSD7. Este plasmido digerido
con la enzima Bsg | lo transformamos en la cepa CGM1, ura3::Tn903(G418%) y
mediante doble recombinacion homodloga obtuvimos la delecion / insercién del
locus MTL1 (Fig. 28). Para comprobar la Delecién del locus MTL1 e insercion del

casete de resistencia a higromicina realizamos PCR a ambos extremos de la

. 12
construccién (gel ~ anexos).
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Figura 28. Construcciéon de la primera mutante sencilla en el locus MTL1 por doble

recombinacion homéloga. Delecion del locus MTL1 e insercién del casete de resistencia a higromicina mediante

doble recombinacién homéloga. Comprobacién mediante PCR de la delecién/insercion a ambos lados de la construccion,
fragmentos esperados 1159 pb y 710 pb. CROM E — Cromosoma E de C. glabrata, CROM B — Cromosoma B de C.

glabrata, FRT - Elp Recombinase Target, hph — Resistencia a higromicina, TEL - Telémeros

Las mutantes sencillas en el locus MTL1 obtenidas fueron las cepas
CGM383 y CGM384, mtl1A::hph (Fig. 29). En esta cepa solo existe informacion
tipo “a@” del locus MTL2, ya que el locus MTL1 fue deletado, e informacion tipo “a”
proveniente del locus MTL3; esta cepa permitira confirmar si existe expresion del
locus MTL2 mediante RT-PCR del gen a1, de igual manera se analizara la

expresion de los genes a1y a2 del locus MTL3 (Tabla 8).
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Figura 29. Delecion del locus MTL1 y su genotipo con informacion tipo a del locus MTL2 y

tipo a del locus MTL3. Cepa CGM383 que contiene la delecién del locus MTL1 e insercion del casete de resistencia

a higromicina. Informacion presente en esta cepa, MTL2a, MTL3a, a1, a1, a2... CROM E — Cromosoma E de C. glabrata,
CROM B — Cromosoma B de C. glabrata, FRT - Flp Recombinase Target, hph — Resistencia a higromicina, TEL -
Telémeros

Para poder realizar las deleciones / inserciones sucesivas y asi obtener
dobles y triples mutantes eliminamos el casete de resistencia a higromicina
mediante el uso de la recombinasa FLP, que reconoce las secuencias repetidas
directas FRT y cataliza una reaccién de recombinacidn homologa entre ellas,
resultando en la escisidon del casete de resistencia a higromicina (Fig. 30).
Comprobamos la eliminacion de cada casete mediante PCR con oligonucledtidos

externos que indican la pérdida de este fragmento.
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Figura 30. Eliminacion del casete de resistencia a higromicina mediante la

recombinasa FLP de la cepa con la delecidon en el locus MTL1. Escisién del casete de resistencia a

higromicina de la cepa mtl1A mediante la recombinasa Flp1p (cepa CGM390).CROM E — Cromosoma E de C. glabrata,
CROM B — Cromosoma B de C. glabrata, FRT - Flp Recombinase Target, hph — Resistencia a higromicina, TEL —

Telébmeros, Flp1p — Recombinasa.

Una vez eliminado el casete de resistencia a higromicina obtuvimos las
cepas CGM390 y CGM391, mtl1A, (Tabla 4), que serviran para la construccion de
cepas con tipos de apareamiento deseados para el estudio de este proceso bajo

las condiciones adecuadas.
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La construccion de la doble mutante mtl1A,mtI3A::hph, se llevé a cabo
mediante la digestion del plasmido pRZ17, que contiene los fragmentos 5" y 3" del
locus MTL3, con la enzima de restriccion Bsg|l. Transformamos en la cepa
CGM390 (mtl1A) y nuevamente mediante doble recombinacion homodloga

eliminamos el locus MTL3 e insertamos el casete de resistencia a higromicina,

Figura 31.
Candida glabrata
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Figura 31. Doble recombinacion homoéloga para la delecion del locus MTL3 en la cepa mtl1A.

Delecién del locus MTL3 e insercién del casete de resistencia a higromicina en la cepa CGM390, mediante doble
recombinacién homéloga. Comprobacién mediante PCR de la delecién/insercion a ambos lados de la construccion,
fragmentos esperados 809 pb y 850 pb. CROM E — Cromosoma E de C. glabrata, CROM B — Cromosoma B de C. glabrata,

FRT - Flp Recombinase Target, hph — Resistencia a higromicina, TEL - Telémeros

Comprobamos mediante PCR la delecidén / insercién, (geles13anexos),

obtuvimos la cepa CGM472 mtl1A,mtI3A::hph. A esta cepa también le eliminamos

el casete de resistencia a higromicina, (gel14 anexos), las cepas construidas
fueron CGM497 y CGM498, mtl1A,mtI3A (Fig. 32).
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Nuestra cepa de laboratorio cuenta con informacion tipo a en dos loci, MTL1
y MTL2, para establecer cual de estos loci se encuentra activo, o si ambos lo
estan, la cepa con la doble delecion mtl1A,mtI3A, permitira analizar mediante RT-
PCR la expresion del gen a1. En caso de detectar transcrito, este provendra
unicamente del locus MTL2.
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cRom B m_i_'/—_
TEL MTLZ2a

T
Crom B .

|
i MUTANTES:
T INFORMACION
MILZ 6ENOTIPO  ppEgENTE
crom E L ﬁ mti1A, mti3A at
(I
29 kb

Figura 32. Eliminacion del casete de resistencia a higromicina del locus MTL3 en la cepa

mtlTA,mtI3A, y su genotipo. Escision del casete de resistencia a higromicina, cepa CGM497 que contiene la

delecion de los loci MTL1 y MTL3. Informacién presente en esta cepa, MTL2a, a1. CROM E — Cromosoma E de C. glabrata,
CROM B — Cromosoma B de C. glabrata, FRT - Elp Recombinase Target, hph — Resistencia a higromicina, TEL —
Telébmeros
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De igual manera construimos la doble mutante, mt/1A,mti2A::hph, utilizando
el plasmido pRZ15, que contiene los fragmentos 3" y 5° del locus MTL2, para
transformar en la cepa CGM390, mt/1A. Las transformantes se comprobaron
mediante PCR (gel15 anexos). Las cepas obtenidas son CGM499, CGM500,
CGM501 mtl1A,mtI2A::hph. Eliminamos el casete de resistencia a higromicina,
comprobando por PCR la escision de este (gel 16 anexos), cepas CGMS529 y
CGM530, mtl1A, mtI2A (Fig. 33).

Candida glabrata
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Figura 33. Doble recombinacion homéloga para la delecién del locus MTL2 en la cepa

mtl1A y eliminacion del casete de resistencia a higromicina, mtl1A,mtI2A. Delecion del locus MTL2
e insercién del casete de resistencia a higromicina en la cepa CGM390, mediante doble recombinacién homdloga.
Comprobacion mediante PCR de la delecién/inserciéon a ambos lados de la construccioén, fragmentos esperados 640 pb y
609 pb. CROM E — Cromosoma E de C. glabrata, CROM B — Cromosoma B de C. glabrata, FRT - Flp Recombinase Target,

hph — Resistencia a higromicina, TEL - Telomeros
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En esta cepa se observara si el locus MTL3 se expresa al medir los niveles
de RNAm de los genes a1 y a2 en la cepa con la delecidon mtl1A,mtI2A (Fig.34),

donde esta informacién proviene del locus MTL3.
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Figura 34. Genotipo de la cepa doble mutante mtITA,mtI3A. Escisién del casete de resistencia a

higromicina, cepa CGM529 que contiene la delecion de los loci MTL1 y MTL2. Informacién presente en esta cepa, MTL3a,
a1, a2. CROM E — Cromosoma E de C. glabrata, CROM B — Cromosoma B de C. glabrata, FRT - Flp Recombinase Target,

hph — Resistencia a higromicina, TEL — Telomeros

Para la construcciéon de la cepa triple mutante en los loci MTL utilizamos la
cepa CGM497 (mtl1A, mtI3A), para transformarla con el DNA plasmidico pRZ15
digerido con Bsg |. Mediante PCR identificamos la cepa (ge/" anexos), CGM526
mtl1A, mtI2A, mtI3A::hph; a la cual también le eliminamos el casete de resistencia
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a higromicina. Esta cepa también se comprobd mediante PCR, (gel 18 anexos), y
se obtuvieron las cepas CGM531y CGMS32, mtl1A, mtl2A, mti3A (Fig. 35).

Candida glabrata
crom B EE_E_IW
cROM E mtI3A mtlIA

mH2A

Figura 35. Triple mutante en los loci MTL, mtl1A,mtI2A,mtI3A. Escisién del casete de resistencia a

higromicina, cepa CGM531 que contiene la delecién de los loci MTL1, MTL2 y MTL3. No contiene ningtn tipo de
informacién de apareamiento. CROM E — Cromosoma E de C. glabrata, CROM B — Cromosoma B de C. glabrata, FRT - Flp

Recombinase Target, hph — Resistencia a higromicina, TEL — Telomeros.

Construimos cepas con diferentes deleciones en los loci MTL que presentan
cada una diferente informacién y se encuentran descritas en la Tabla 8. Estas
cepas son indispensables para el analisis mediante RT-PCR, de la expresion de
cada uno de los genes presentes en ellas, para determinar cual o cuales de estos
loci se encuentran transcripcionalmente activos. Esto por un lado nos puede
ayudar a entender las causas por las cuales no se ha encontrado apareamiento en
C. glabrata, y ademas nos permitiran reconstituir los /oci de apareamiento. De tal
manera que construiremos cepas que expresen uno u otro tipo de informacion de
apareamiento, tanto a partir de los promotores nativos de cada gen como a partir
de promotores fuertes constitutivos, para poder desarrollar posibles condiciones

de apareamiento.
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Tabla 8. Cepas construidas con las deleciones en los loci MTL y sus genotipos

MUTANTES:

INFORMACION
PRESENTE

GENOTIPO
mti1An al, al, a2
mti1A, mti3An al
mtl1A, mti2\ al, a2

mtiTA, mti3A, mti2\ -
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Posible relacion entre virulencia y apareamiento

Los genes presentes en los tres loci MTL de apareamiento son factores
transcripcionales que inducen o reprimen diversos genes involucrados en
diferentes procesos. Estudios realizados en C. albicans han demostrado la
induccion de genes involucrados en virulencia, principalmente aspartil-proteasas,
en respuesta al factor a (Pla et al., 2001, Gow et al., 2007, Hube et al., 2003).
Dado que C. glabrata posee ortélogos de algunos de estos genes, es posible que
exista también en C. glabrata un circuito de regulacién que comunique a estos
factores transcripcionales con la expresion de genes importantes para la

colonizacién o persistencia en el hospedero.

Para conocer una posible relacidon entre estos factores transcripcionales y la
virulencia de C. glabrata, las cepas con diferentes deleciones de los loci MTL, las
probaremos en modelos de infeccibn murinos en colaboracion con el Doctor
Brendan Cormarck de la Universidad Johns Hopkins. Se inocularan ratones por
via sanguinea con las cepas mutantes y se determinara la capacidad de
colonizacién en riidn, bazo e higado; para establecer si estos factores de
transcripcién son importantes para la sobrevivencia en el hospedero. Para poder
realizar este experimento, reconstituimos el gen silvestre URA3 en todas las cepas

construidas con las deleciones de los loci MTL, Tabla 9.
De las cepas descritas en la Tabla 7 se enviaron las cepas CGM552,

mtlTA,mt3A, mti2A::hph;ura3A:::URA3 y la cepa CGM554 mtl1A,mtI3A,mtI2A;ura3

A:::URAS3, para los experimentos de infeccién en raton.
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Tabla 9. Cepas construidas con las deleciones en los loci MTL reconstituidas

Cepa

con el gen URA3

Genotipo

Informacion presente

CGM539
CGM540

mtl1A::hph; ura3 A::URA3

MTL2a, MTL3a, a1, a1, a2

CGM541
CGM542

mtl1A; ura3 A:: URA3

MTL2a, MTL3a, a1, a1, a2

CGMb543
CGMb544

mtl1A,mti2A::hph; ura3 A:: URAS3

MTL3a, a1, a2

CGM545
CGM546

mtl1A,mti2A; ura3 A:: URA3

MTL3a, a1, a2

CGMb&47
CGMb548

mtl1A,mtiI3A::hph; ura3 A:: URA3

MTL2a, a1

CGMb549
CGM550

mtl1A, mtI3A; ura3 A:: URA3

MTL2a, a1

CGM551
CGM552

mtl1A,mtI3A, mtI2A::hph; ura3 A:: URA3

CGM553
CGM554

mtl1A,mtI3A, mti2A; ura3 A:: URA3

Estas cepas se utilizaran ademas para la incorporacion de marcadores de

seleccion, ya que al reconstituir este gen las cepas no cuentan con ningun tipo de

resistencia. Asi que tras incorporar marcadores de seleccién diferentes, asi como

tipos de informacion a y a se podran buscar condiciones especiales para

desarrollar el proceso de apareamiento.
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DISCUSION

La reproduccion sexual hace posible la aparicion de poblaciones genotipica
y fenotipicamente diferentes mediante la recombinacion genética, la
redistribucion de genes en la progenie que provoca diversidad, permitiendo asi
una mejor adaptacion de los organismos a las exigencias de un medio ambiente

en constante cambo.

C. glabrata se ha considerado asexual desde que se describid, sin
embargo ahora se sabe que posee genes que controlan el apareamiento
localizados en los loci MTL1, MTL2 y MTL3, los cuales se encuentran dispuestos
en una configuracion similar a los de S. cerevisiae (Srikantha et al, 2003).
C. glabrata tiene una mayor relacion filogenética con S. cerevisiae que con la
levadura patdgena C. albicans. Sin embargo, comparte diferentes genes ortélogos
con esta ultima (Tabla 2). En S. cerevisiae el apareamiento esta regulado por
genes codificados en el locus MAT, el unico locus que se expresa. Este locus
codifica para factores transcripcionales que pueden ser de tipo “a” o “a”.
Ademas cuenta con dos Jloci silenciosos (Figura 2), HML y HMR, que
generalmente contienen informacion tipo a en el locus HML y tipo a en HMR (Zou
et al., 2006).

C. glabrata ademas de poseer ftres loci MTL de apareamiento dispuestos
en forma similar a los de S. cerevisiae, cuenta con 234 genes ortologos de los 245
involucrados en los procesos de  apareamiento, meiosis y esporulacion,
incluyendo todos los genes de la via de sefalizacién a la feromona a (Fig. 7). Seis
de los once genes restantes cuentan con un gen paralogo en S. cerevisiae y C.
glabrata tiene genes ortdlogos de estos paralogos (Tabla 1). Otros 2 genes se
expresan especificamente durante la meiosis en S. cerevisiae Yy participan en

etapas tempranas de la recombinacién y en el procesamiento de RNAm. Dos
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genes mas participan en la formacién de la pared de las esporas que resultan
después de la meiosis. El ultimo gen que C. glabrata no contiene es el gen SIR1T,
que en S. cerevisiae participa en el establecimiento de la cromatina silenciosa de
los loci HM. Sin embargo datos previos de nuestro laboratorio han mostrado que
C. glabrata es capaz de establecer y mantener cromatina silenciosa en regiones

subteloméricas, aun en ausencia de SIR1.

Nosotros en el laboratorio estamos interesados en estudiar si C. glabrata es
capaz de llevar a cabo el proceso de apareamiento, ya que cuenta con la mayor
parte de los genes involucrados en el mismo. Para establecer el tipo de
informacién que presenta la cepa con la que trabajamos, procedimos a clonar y
secuenciar los tres loci MTL de la misma, encontramos que nuestra cepa tipo
cuenta con informacion a en los loci MTL1 y MTL2 e informacién a en el locus
MTL3. La cepa cuyo genoma se secuencié completamente (CBS138), contiene
informacién tipo a en MTL1, a diferencia de la cepa de laboratorio. Existen
reportes en los que se ha encontrado mayor prevalencia de cepas con
informacién MTL2a-MTL1a-MTL3a (Srikantha et al, 2003). Por otra parte trabajo
realizado en el laboratorio (Lavaniegos et al., datos no publicados) con 49
aislados clinicos muestran que existe una mayor proporcion de cepas con
informacién tipo a en MTL1 que de cepas con informacion a en este locus. Lo cual
podria indicar algun tipo de ventaja dependiente de la informacion presente en los
loci MTL. Se ha descrito que C. glabrata, puede ademas intercambiar la
informacioén del locus MTL1 por la informacién presente en los loci MTL2 y MTL3,
lo cual podria explicar la prevalencia de cierto tipo de informacion en los loci MTL
(Brockert et al., 2003). Es posible que este intercambio se lleve a cabo de manera

analoga a como ocurre en S. cerevisiae por medio de la recombinasa HO.

Sorprendentemente, aunque la reproduccién sexual proporciona ventajas
por la generacion de variantes beneficiosas mejor adaptadas para sobrevivir,

varios hongos patégenos oportunistas que colonizan a los humanos, como C.
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albicans y C. glabrata, no realizan este proceso de manera natural. Se ha
propuesto que el apareamiento podria ser desventajoso para el ciclo de vida como
comensal y patogeno. Esta desventaja podria consistir en la pérdida de algun gen
que forme parte de una combinacion importante para la sobrevivencia en el

huésped.

Recientemente se describié que C. albicans puede llevar a cabo la
reproduccion sexual in vitro e in vivo, la cual origina células tetraploides, que por
pérdida concertada, aunque aparentemente al azar de cromosomas, genera
células otra vez diploides. Estas células diploides en algunas ocasiones pierden
ciertas combinaciones de genes indispensables para su sobrevivencia y virulencia
(Bennett et al., 2003).

No obstante, varios hongos patdégenos pueden sobrevivir sin reproduccion
sexual frecuente, y por lo tanto sin este intercambio de informacion,
evolucionando y adaptandose para sobrevivir. Si no requieren de este proceso,
entonces ¢ por qué conservar toda la maquinaria genética necesaria para llevarlo
a cabo? Podrian simplemente perder este grupo de genes, de hecho tal es el caso
de Candida parapsilosis, una levadura asexual que perdi6 este conjunto de genes
involucrados en apareamiento (Heitman et al., capitulo Ill, 2007). Sin embargo, la
mayoria de los hongos patdgenos estudiados han conservado casi todos los

genes necesarios para llevar a cabo la reproduccion sexual.

La conservacion de estos genes puede explicarse por su participacién en
otros procesos importantes ademas de simplemente proveer recombinacion
genética (a través de la reproduccion sexual), y tal vez este sea el motivo por el
cual sea indispensable conservarlos. C. albicans responde a la feromona a
induciendo 62 genes diferentes de los cuales solamente 18 estan implicados en
apareamiento, tanto en S. cerevisiae como en C. albicans. De los genes restantes

muchos no se han descrito previamente, por lo que se desconoce su funcion, y
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otros participan en procesos como crecimiento filamentoso y biosintesis de pared.
Otro grupo de genes de gran interés para nosotros son 7 genes inducidos por la
feromona a, que previamente se habian identificado como involucrados en

virulencia (Wong et al., 2003).

La existencia de genes involucrados en el proceso de apareamiento, asi
como la presencia de genes ortélogos a los inducidos en C. albicans en respuesta
a la feromona a; sugieren que C. glabrata, una levadura patégena, podria llevar a
cabo el proceso de apareamiento, bajo ciertas condiciones. Lo que parece mas
importante aun, es que este proceso o el conjunto de genes involucrados en el
podrian estar relacionados con la patogenicidad de esta levadura, ya que son
factores transcripcionales que controlan otros procesos. Por ejemplo en C.
albicans controlan el crecimiento filamentoso e induccion de aspartil-proteasas
secretadas (proteinas SAP) que son importantes para la virulencia. Incluso en S.
cerevisiae algunos de los factores transcripcionales que participan en
apareamiento también controlan la expresion de genes necesarios para el

crecimiento como pseudohifas.

Otra caracteristica interesante de C. glabrata, es que a parte de contar con
genes ortdlogos a los involucrados en el proceso de apareamiento en S.
cerevisiae, se ha comprobado que al igual que C. albicans es capaz de llevar a
cabo un tipo de “switch” fenotipico, que es el proceso adicional necesario para el
apareamiento de C. albicans. En este proceso las colonias cambian de una
morfologia blanca y abombada, a una morfologia “opaca” y plana formada por
células alargadas y oscuras (Bennett et al., 2005). C. glabrata puede cambiar
espontaneamente a 4 tipos diferentes de colonia en agar con 1mM de CuSO,,
Figura 8, (Brockert P. J., et al., 2003). Una cepa de C. glabrata con un fenotipo
determinado infecta diferentes sitios de colonizacién y puede llegar a producir

estos cambios en su fenotipo dependiendo del sitio de colonizacidn que se trate.
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El estudio de la expresion de los tres Jloci MTL de C. glabrata es
indispensable, ya que como se sabe, en S. cerevisiae solo debe expresarse un
tipo de informacion para que exista el proceso de apareamiento, o sea la
expresion de un solo locus, MAT, y la regulacion negativa por silenciamiento de
los otros dos loci HML y HMR. Si la célula expresa mas de uno de estos loci, y
tienen ambos tipos de informacion, resultaria en la expresion de ambos tipos de
informacibn a y a con lo cual reprogramaria su expresion genética para

comportarse como diploide y no llevaria a cabo la reproduccion sexual.

En este trabajo se realizd el estudio del estado transcripcional de la
cromatina del locus MTL1 en C. glabrata utilizando inserciones del gen reportero
URAS3 en diferentes posiciones a lo largo del locus. Trabajos previos indican que
este es el locus de expresion (Srikanta et al., 2003). Nosotros encontramos
expresion del reportero URA3 en los ensayos de crecimiento, lo cual concuerda
con los datos previamente publicados. Datos no publicados del laboratorio
(Ramirez, Salas-Delgado et al) muestran este mismo estado transcripcional activo
para el locus MTL2. Esto podria explicar por qué esta levadura no lleva a cabo el
proceso de apareamiento, ya que en cepas que contengan informacién contraria
en cada uno de estos loci, estaria expresando dos tipos de informacién y

comportandose como una ceélula diploide.

La informacion tipo a, consta del gen a1l que contiene tres exones
interrumpidos por dos intrones, por lo que el RNAmM que proviene de este gen
debe ser procesado. Existen reportes que muestran que el locus MTLZ2 se
encuentra transcripcionalmente activo, mas no lleva a cabo el proceso de splicing,
por lo que el RNAm de a1 proveniente de este locus no se traduce, a diferencia
del proveniente del locus MTL1 (Muller et al., 2008). Estos datos indican que el
locus funcional es MTL1, y que por consiguiente si C. glabrata solo expresara un

tipo de informacion, podria desarrollar el proceso de apareamiento.
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En el laboratorio nos hemos dado a la tarea de investigar cual (o cuales)
locus de C. glabrata se expresan. Para esto se utilizara RT-PCR para medir la
expresion de cada gen presente en los loci de apareamiento, para esto es
indispensable la construccion de cepas que solamente contengan uno de los loci
a la vez. Estos experimentos nos permitiran conocer la expresion de los diferentes
genes, asi como discernir de cual de los loci proviene dicha expresion.
Construimos un total de 16 cepas con diferentes marcadores de selecciéon y
deleciones sencillas, dobles y triples en los loci MTL; estas permitiran al
laboratorio medir la expresién de cada uno de los genes presentes en estos /oci y,

en el caso de a1 determinar si existe procesamiento del RNAm en ambos /oci.

Estas cepas permitiran ademas la reconstitucién de la informacion tipo a o
tipo a en diferentes células, para buscar posibles condiciones de apareamiento
utilizando diferentes marcadores de seleccion para la identificacion de cepas
diploides. La reconstitucion de la informacion también se hara utilizando
promotores fuertes para incrementar la expresion de estos genes. De igual
manera se podra determinar la expresion de aquellos genes regulados

transcripcionalmente por estos factores transcripcionales (a1, a1y a2).

Aun si C. glabrata no establece un ciclo sexual, el hecho de conservar
intactos casi todos los genes que participan en este proceso, sugiere que los
genes de control del apareamiento localizados en los loci MTL, son importantes
para el control de otros procesos que posiblemente sean necesarios para
adaptarse a su estilo de vida como patégeno oportunista. Por esto decidimos
realizar una colaboracion con el Doctor Brendan Cormarck (Universidad de Johns
Hopkins), utilizando un modelo de infeccion sistémica en ratén. Utilizaremos las
cepas construidas en este trabajo con la triple delecion de los loci de

apareamiento comparando con la cepa silvestre; de esta manera se podra
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determinar si estos genes que controlan el apareamiento son importantes para la

colonizacién y sobrevivencia en el raton.
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ANEXOS

1 Tabla 1

No. del oligo

NOMBRE

Griselda Edith Salas Delgado

15

PGK-P@-2292 Rv-out

16

HIS3@2293 Fw-out

20

Tn7@661 Fw

21

Tn7@662 Rv

74

BUDS@-2536 Fw MTL1

75

TOS4@2537 Rv MTL1

134

MRPL10@3°C.g.URA3 Rv

135

C.g.URA3@721 Fw

136

C.9.URA3@54 Rv

137

GEA2@5°C.g.URA3 Fw

146

EMG1@136KpnBsg Fw MTL1

147

EMG1@670Hind Rw MTL1

148

BUD5S@-534Bam Fw MTL1

149

BUD5@-66SaclBsg Rv MTL1

160

EMG1@-394Bam Fw MTL1

161

BUDS@114Bam Rv MTL1

173

EMG1@-443 Fw MTL1

174

BUD5@165 Rv MTL1

175

EPA20@29 Fw MTL2

176

EMG1@-229 Rv MTL2

177

EMG1@-516 Fw MTL3

178

CHA1@98 Rv MTL3

Oligonucleétidos
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EMG1 al PROMOTOR ~ BUD5

Kpn 1/Bsg T M) = Hind TIT BamI W @ Sac 1/Bsy I

pSD1-2

3530bp
{PGEM)

Imagen con lo oligonucleétidos del PCR para obtener los fragmentos 3" y 5" que flanquean
el locus MTL1. MAPA de lo plasmidos construidos en pGEM con estos fragmentospSD3-4;
pSD1-2
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4 B gy

7 No. de Colonia
+ + + Colonias positivas

PCR de colonia para identificar las colonias que contienen el plasmido con el fragmento
5"MTL1
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mpm  cti+ 1 2 3 4 5 No. de Colonia
+ + + Colonias positivas

PCR de colonia para identificar las colonias que contienen el plasmido con el fragmento
3'MTL1
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No. de Colonia
Colonias positivas

PCR de colonia para identificar las colonias que contienen el plasmido con el fragmento

3"MTL1 en el vector pAP599
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mpmct+ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 No.deColonia
+ + + + + + Colonias positivas

PCR de colonia para identificar las colonias que contienen el plasmido con el fragmento
5°"MTL1 en el vector pSD5.

Digestion del plasmido pSD10 con Bam HI comprobacién de la pérdida de la resistencia a

Kanamicina
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146 ) L o ) {0
7L ReKy Ran LR43 Tn7R
L | | PROMOTOR

CMES MvAS
- 149.

Colonias positivas

Mapeo de las inserciones en el locus MTL1, PCR de colonia
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9 PROMOTOR B osws
pSD11 1.283 Kb 2.2 Kb
pSD13 1.5 Kb 1.60 Kb
pSD15 1.756 Kb 1.594 Kb
pSD17 1.728 Kb 1.590 Kb
psD21 2.7 Kb 0.6 Kb
pSD13 pSD15 pSD17

Oligonucleétidos: 20/173 21/174 20/173  21/174 21/174 20/173

Tamafo PCR: 1.5Kb 1.60 Kb 1.756 Kb 1.594Kb  1.728 Kb 1.590Kb

No. colonia: 1 2 mpm 1 2 6 7mPm6 7 1 3 mpm 1 3

pSD21 pSD11

Oligonucledtidos: 20/173 21174 20/173 21174
Tamaio PCR: 2.7 Kb 0.6 Kb 1.283 Kb 2.2Kb

No. colonia: MPM 2 3 MPM 2 3 MPM 1 2 MPM 1 2 MPM

Busqueda de las inserciones en el locus MTL1del genoma de C. glabrata
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Oligos: 136/137

Tamanios: 1.002 Kb
mtl1A::hph mti1A mtl1A; mti2A::hph mti1A; mti2A mtl1A; mti3A::thph  mtl1A; mtiI3A mtl1A; mti3A;mtl2A::hph  mtl1A; mti3A;mti2A
MPM 2 4 6 15 22 1 11 1317 21 1 4 9 14 MPM 18 1 4 12 18 23 7 10 18 20 24 4 7 10MPM 13 24 14 7 3 9 13 2 3 4 5 10

g e i T A B e s g o

Oligos: 134/135
Tamafios: 0.782 Kb
mtl1A::hph mti1A mtl1A; mti2A::hph mti1A; mti2A mtl1A; mti3A::thph  mtl1A; mti3A  mtl1A; mtI3A;mtI2A::hph  mtl1A; mti3A;mti2A
MPM2 4 6 15 22 1 11 13 17 21 1 4 9 13 4 10

14 18 1 4 12 18 23 7 10 18 20 24 MPM 10 13 1 3 9 1

(e p—— EFEEENEENN
O TEEEEwEE — et e e

Reconstitucion del gen URA3en todas las cepas construidas
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GOTEOS | YPD CAA (-uracilo) 5-FOA

CGM2, URA3 +

CGM1, ura3\

cOoTEOS| YPD CAA (-uracilo) 5-FOA

CGM2, URA3 +

CGM1, ura3/A
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eorEos YPD CAA (-uracilo) 5-FOA

CGM2, URA3 +

CGM1, ura3/A

M6
ﬂ?—m:-
M21

w

Estado transcripcional del locus MTL1a través de las inserciones del gen reportero URA3,

duplicados de los goteos mostrados en Resultados, 48 h, 28 °C. Ensayos de crecimiento para
observar el estado transcripcional de la cromatina en el locus MTL1. Las cepas construidas con las diferentes inserciones
del gen reportero URA3, a lo largo del locus, se crecieron a 28 @C por 20 hrs. y se realizaron diluciones a ODgy de 1. En
placas de de 96 pozos se realizaron diluciones seriadas y se tomaron 5 ul colocandose en cajas de YPD, CAA (sin uracilo) y
5-FOA.Se tomaron fotos de las cajas a las 24 y 48 hrs. observandose el crecimiento en el medio sin uracilo (CAA) y 5- FOA.
Se encontré crecimiento en CAA (sin uracilo) a diferencia de las cajas de 5-FOA, esto indica que la cromatina en este locus,
MTL1, se encuentra transcripcionalmente activa.
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12

4 6 2 4 6 8 No. de Colonia
+ + + + o+ Colonias positivas

5'MTL1 oligos 16/173 3’'MTL1 oligos 15/174

1

8 WMPM

MPM 1 2
+

Delecion del locus MTL1 e insercidn del casete de resistencia a higromicina en C. glabrata

99



Instituto Potosino de Investigacién Cientifica y Tecnoldgica, IPICYT Griselda Edith Salas Delgado

Director de Tesis: Irene Castafio

No. de Colonia: 1 2 3 4 MPM mPM 1 2
Tamaiio PCR: 809 pb 850 pb
Oligonucleétidos: 16177 15/178

+ +

Colonias positivas +

Construccion de Dobles Mutantes. Delecion del locus MTL3 en la cepa mti1A
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14

Candida glabrata

cROM B
mt{3IA

-

J

—

1

1.615Kb

1.0 0.65

3.0 2.0

Kb

oligonucleétidos 177/178 1.615 Kb
CEPAS: 497, 498 mtl1A; mti3A

Delecidn del casete de resistencia a higromicina del locus MTL3 en la cepa mtI1A; mti3A
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‘ ALZa77777
\\ /, \\\ ;I-

No. de Colonia: 5 6 4 5 11 MPM5 6 4 5 11
Oligonucledtidos: 16/175 15/176
Tamario PCR: 640pb 609 pb

Colonias positivas + + + + + +

Construccion de Dobles Mutantes. Delecion del locus MTL2 en la cepa mtI1A
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Candida glabrata

crOM E
TEL FRT

) mri2A =

1.1 Kb

No. de Colonia: 5 6 4 5 11 MPM
Oligonucledtidos: 175/176
Tamafio PCR: 1.1 Kb

+ +

Colonias positivas

Delecion del casete de resistencia a higromicina del locus MTL2 en la cepa mtl1A; mti2A
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Griselda Edith Salas Delgado
17

-.-I
No. de Colonia: MPM cti+ 2 MPM cti+ 2
Oligonucledtidos: 16/175 15/176
Tamafio PCR: 640pb 609 pb

Construccion de la Triple Mutante, delecion del locus MTL2 en la cepa mtl1A;mti3A
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Candida glabrata

croMm E
TEL FRT

) mri2A =

1.1 kKb

No. de Colonia: 1 4 8 9  MPM
Oligonucleétidos: 175/176
Tamafio PCR: 1.1 Kb
Colonias positivas + o+ +

Triple Mutante Eliminacidn del casete de resistencia a higromicina del locus MTL2 en la cepa

mtlITA;mtI3A;mtI2A
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