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Resumen

Candida glabrata contiene una variante mas larga del gen de apareamiento

Cgalfa2 en el locus MTL3, el cual puede formar homodimeros

El hongo patégeno Candida glabrata es un organismo haploide y asexual. C.
glabrata contiene genes ortélogos que controlan el apareamiento y la identidad del
tipo celular en otros hongos, los cuales codifican factores de transcripcion
localizados en el locus MAT en Saccharomyces cerevisiae 0 MTL en otros hongos.
C. glabrata contiene tres copias del locus CgMTL pero solamente CgMTL1
expresa correctamente la informacion codificada en éste. CgMLT1 puede contener
el gen Cga1 (informacion a), o los genes Cgalfal y Cgalfa2 (informacion alfa).
CgMTL2 contiene una copia idéntica del gen Cgal. CgMTL3 contiene una copia
idéntica del gen Cgalfa1 pero una variante mas larga del gen Cgalfa2 que nosotros
llamamos Cgalfa3. En S. cerevisiae las células diploides que expresan informacién
Sca y Scalfa, forman un heterodimero entre las proteinas Sca1 y Scalfa2, el cual
reprime genes que son especificos de haploidia y algunos genes involucrados en
la respuesta a estrés. En este trabajo contruimos cepas de C. glabrata que
expresan de manera simultanea los genes Cgal y Cgalfa2 6 bien Cga1 y Cgalfa3.
No encontramos ningun fenotipo caracteristico cuando cultivamos las cepas que
expresan simultdneamente Cga1-Cgalfa2 6 Cga1-Cgalfa3 en una variedad de
condiciones de estrés y diferentes fuentes nutricionales. Sin embargo, detectamos
una interaccion entre Cga1 y Cgalfa2 mediante Complementacion Bimolecular por
Fluorescencia (BiIFC) y ColP (Co-inmunoprecipitaciéon), ademas también
observamos que la proteina Cgalfa3 puede formar homodimeros. En cambio, la

proteina Cgalfa2 no forma heterodimeros eficientemente.

Palabras clave: Candida glabrata, genes de apareamiento, factores de
transcripcion, heterodimero, loci de apareamiento (MTL), genes codificados en
MTL.
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Abstract

Candida glabrata encodes a longer variant of the mating type (MAT) alpha2
gene in the mating type-like MTL3 locus, which can form homodimers

The fungal pathogen Candida glabrata is a haploid asexual yeast. C. glabrata
contains orthologues of the genes that control mating and cell type identity in
other fungi, which encode putative transcription factors localized in the MAT locus
in Saccharomyces cerevisiae or MTL in other fungi. C. glabrata contains three
copies of the CgMTL locus but only CgMTL1 correctly expresses the information
encoded in it. CgMTL1 can encode the Cga1 gene (a information), or the Cgalpha1
and Cgalpha2 genes (alpha information). CgMTLZ2 contains an identical copy of the
Cgal gene. CgMTL3 contains an identical copy of the Cgalpha1 gene but a longer
variant of the Cgalpha2 gene we termed Cgalpha3. In S. cerevisiae diploid cells
that express a and alpha information, Scal and Scalpha2 proteins form a
heterodimer, which represses genes expressed only in haploid cells and some
genes involved in response to stress. We constructed C. glabrata strains that
simultaneously express Cga1 and Cgalpha2 or Cga1 and Cgalpha3 genes. We did
not find any phenotype in these strains when grown under a large variety of stress
and nutritional conditions. However, we could detect an interaction between Cga1
and Cgalpha2 and the formation of Cgalpha3 homodimer by Bimolecular
Fluorescent Complementation and Co-IP. However, Cgalpha2 does not form

heterodimers efficiently.

KEY WORDS: Candida glabrata, mating type-like loci (MTL), MTL-encoded genes,

transcription factors, heterodimer.
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l. Introduccion

Candida glabrata es un hongo patégeno de humanos que causa infecciones
sistémicas en pacientes inmunocomprometidos y hasta el momento no se ha
observado que presente reproduccion sexual. Sin embargo, C. glabrata contiene la
mayoria de los genes que se requieren para el apareamiento (Wong et al. 2003;
Fabre 2005). Para llevar a cabo una reproduccion sexual, en algunos hongos es
necesario tener células con diferentes tipos celulares; este proceso se encuentra
controlado por dos alelos diferentes codificados en los loci de apareamiento
llamados MAT en Saccharomyces cerevisiae o MTL en otros hongos como C.
glabrata. (Butler 2010).

C. glabrata, al igual que S. cerevisiae y otros hongos de la familia
Saccharomycetaceae, contiene en su genoma tres copias de los loci MTL,
llamados CgMTL1, CgMTL2 y CgMLT3 (Hanson, Byrne and Wolfe 2014). CQMTL1
y CgMTL2 son transcripcionalmente activos mientras que CgMTL3 esta sujeto a
silenciamiento subtelomérico (Srikantha, Lachke and Soll 2003; Muller et al. 2008;
Ramirez-Zavaleta et al. 2010; Yafiez-Carrillo et al. 2014).

En C. glabrata, CgMTL1 puede contener informacion de tipo a que esta
conformada por el gen Cgal1 (células a), o informacién del tipo alfa que esta
conformada por los genes Cgalfal y Cgalfa2 (células alfa). CgMTLZ2 contiene
informacion a y CgMTL3 contiene informacion alfa. EI gen Cga1 contiene dos
intrones, pero el procesamiento completo del transcrito solamente se lleva a cabo
cuando la transcripcidn se origina en CgMLT1a pero no cuando proviene de

CgMTL2a, y debido al silenciamiento que existe en CgMTL3, solamente los genes
1



que se encuentran en CgMTL1 se expresan correcta y eficientemente (Srikantha,
Lachke and Soll 2003; Muller et al. 2008; Ramirez-Zavaleta et al. 2010; Yafiez-
Carrillo et al. 2014).

El hongo oportunista patégeno de humanos C. albicans, que tiene una relaciéon
filogenética lejana con C. glabrata, es una levadura diploide que presenta un cilco
para-sexual y solamente tiene un locus MTL (CaMTL), que controla la identidad
celular y la reproduccion sexual. En hongos como S. cerevisiae y en hongos del
clado Candida como C. albicans, los genes a1, alfal y alfa2 codifican para
factores de transcripcion. a1 y alfa2 son proteinas que contienen un
homeodominio mientras que alfal es una proteina que contiene un dominio de
union a ADN. Diferentes combinaciones de estos factores de transcripcion
controlan la expresién de un conjunto de genes especificos del tipo celular (genes
especificos de a o alfa), asi como un grupo de genes que se expresan solamente
en células que no se han apareado (genes especificos de haploidia) revisado en
Smith and Johnson 1992; Butler 2010; Lee and Haber 2015; Baker, Tuch and
Johnson 2011. Varios genes especificos de haploidia confieren a cada tipo celular
la habilidad de aparearse con la célula del tipo opuesto, ademas de encontrarse
algunos genes involucrados en respuesta a estrés. En contraste, para la células
haploides a o alfa, el apareamiento de células a y alfa, resulta en células diploides
que expresan simultaneamente informacién tanto a como alfa, lo cual resulta en la
formacion de un heterodimero compuesto por las proteinas a1 y alfa2
(heterodimero a1-alfa2) que reprime la transcripcion de genes especificos de

haploidia y algunos otros involucrados en la respuesta a estrés (Galgoczy et al.



2004).

Aunque la estructura general de los loci CgMTL se conserva con S. cerevisiae,
existen diferencias importantes en la regulacién y la funcibn de los genes
codificados en estos loci. Por ejemplo, nosotros hemos encontrado que en C.
glabrata no existe una regulacién de la identidad del tipo celular sexual; es decir,
independientemente de la informacién que se encuentre en el locus CgMTL1
(homdlogo al locus MAT en S. cerevisiae), C. glabrata expresa genes que son
especificos tanto para células a como alfa; ademas no se ha observado la
presencia de una reproduccion sexual (Butler 2010; Ramirez-Zavaleta et al. 2010).
Las diferencias entre C. glabrata 'y S. Cerevisiae, a pesar de la conservacion de
los genes relacionados con apareamiento, nos llevan a preguntarnos si los genes
codificados en los loci CgMTL de C. glabrata tienen diferentes funciones a las

reportadas para los genes codificados en el locus SCMAT.



.1 ANTECEDENTES DIRECTOS

Candida glabrata contiene los genes de apareamiento codificados en los loci
CgMTL, llamdados CgMTL1, CgMTL2 y CgMTL3. A pesar de ello, no se ha
descrito un ciclo sexual. Ademas por datos del laboratorio se sabe que C. glabrata
no presenta identidad del tipo celular; es decir, independientemente de la
informacion presente en los loci CgMTL, los genes ortdlogos a S. cerevisiae
especificos de a, alfa o haploidia se expresan, aun en una cepa que no contiene
informacion de apareamiento (Ramirez-Zavaleta et al. 2010).

El locus CgMTL1 es transcripcionalmente activo y presenta informacién a o alfa;
CgMTLZ2 contiene informacion a y también es transcripcionalemente activo,
mientras que CgMTL3 expresa informacién del tipo alfa y se encuentra sujeto a un
silenciamiento subtelomérico; es decir, una pequefia parte de la poblacion expresa
la informacién presente en este locus (Srikantha, Lachke and Soll 2003; Muller et
al. 2008; Ramirez-Zavaleta et al. 2010; Yanez-Carrillo et al. 2014).

S. cerevisiae un hongo sexual, no patdgeno que presenta una cercania
filogenética con C. glabrata, que al llevar a cabo el apareamiento entre una célula
con informacién a y una célula con informacién alfa, forma un heterodimero entre
las proteinas a1 y alfa2 que reprime genes que son especificos de cada tipo
célular y de haploidia, pero ademas, se sabe que dicho heterodimero reprime la
expresion de genes que se encuentran involucrados en respuesta a estrés

(Galgoczy et al. 2004).



.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

C. glabrata contiene genes ortolégos a los genes de apareamiento de S.
cerevisiae pero a pesar de ello, no se ha demostrado una funcién relacionada con
la reproduccién sexual en el hongo patdgeno o alguna funcion alternativa como, la
regulacion de genes de respuesta a estrés como se ha reportado en S. cerevisiae.
En S. cerevisiae y en C. albicans las células diploides que tienen tanto informacién
tipo a como tipo alfa, se forma un heterodimero a1-alfa2 que reprime tanto genes
especificos de haploidia como de respuesta a ciertos tipos de estrés. Las
proteinas Cga1l y Cgalfa2 conservan los aminoacidos necesarios para la
interaccién entre las proteinas Cgal y Cgalfa2. Dados estos datos, nos
preguntamos si en C. glabrata se puede formar este heterodimero en células que

expresan ambas proteinas y si estas células presentan algun fenotipo observable

1.3 HIPOTESIS

Los genes codificados en los loci CQMTL son factores de transcripcion que tienen
funciones diferentes en C. glabrata de las que se han determinado para las
proteinas ortdlogas de S. cerevisiae o de C. albicans.

Para actuar como factores de transcripcion estas proteinas Cgal1, Cgalfai,
Cgalfa2 o Cgalfa3 pueden hacerlo individualmente o bien las proteinas Cga1l y
Cgalfa2 pueden formar un heterodimero en C. glabrata cuando ambas proteinas

se expresan simultdneamente.



1.4 OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar la funcién de los genes codificados en los loci de apareamiento

MTL en C. glabrata.

Objetivos Particulares

Determinar el efecto fenotipico de expresar simultaneamente los genes de
apareamiento Cga1l-Cgalfa2 o Cgal-Cgalfa3 en C. glabrata mediante
caracterizacién fenotipica en multiples condiciones de crecimiento.
Determinar si las proteinas de C. glabrata a1, alfa2 y alfa3 interactuan entre
si y es posible la formacion de heterodimeros entre Cga1-Cgalfa2 o Cga1-
Cgalfa3; asi como la formacion de homodimeros entre Cgalfa2 o Cgalfa3.
Determinar diferencias en el perfil transcriptémico de cepas de C. glabrata
con diferente informacion de apareamiento para poder elucidar posibles

rutas en las que participan los genes MTL.



Il. Materiales y Métodos

Cepas generadas
Todas las cepas generadas en el presente estudio se construyeron en el fondo

genético de la cepa BG14 (Cormack and Falkow 1999) y estan descritas en la
Tabla 1.

Tabla 1.- Cepas generadas en el presente estudio.

Cepas de E. coli Genotipo Referencia
F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
(Calvin and
$80dlacZAM15 AlacX74 deoR recA1 endA1
DH10B Hanawalt,
araD139 A(ara,leu)7697 galU galK '\ rpsL 1988)
nupG
Cepas de Candida glabrata
Cepa Parental Genotipo
. o (Fidel et al.,
BG2 Aislado clinico
1996)
(Cormack
BG14 BG2 ura3A::Tn903 G418R and Falkow,
1999)
https://www.
ncbi.nlm.nih
Aislado clinico, cepa de referencia .gov/genom
CBS138
(ATCC2001) e/?term=can
dida+glabrat
a
Cepas con deleciones en los loci MTL
ura3A::Tn903 G418R, mti2A Hyg® (Ramirez-
CGM413 BG14
(utilizando pMZ18) Zavaleta et
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al. 2010)

R s (Ramirez-
ura3A::Tn903 G418™, (mtl1, 2, 3)A Hyg
CGM531 BG14 Zavaleta et
(utilizando pMZ18)
al. 2010)
R Coleccion
ura3A::Tn903 G418™, mtITA::MTL1a
CGM707 BG14 s de
(mtl2, 3)A Hyg _
laboratorio
R Coleccion
ura3A::Tn903 G418~, mtlI1A::MTL1a
CGM904 BG14 s de
(mtl2, 3)A Hyg _
laboratorio
R Coleccion
ura3A::Tn903 G418™, mtl1A::Ppgki-
CGM978 BG14 s de
MTL1a (mtl2, 3)A Hyg _
laboratorio

Cepas control para BiFC en Candida glabrata

pRM103 y pRM101, URA3", NATR

CGM2689 | CGM531 Este trabajo
pCU::VC-L, pCN::VN-L (vector vacio)
pRM150 y pRM151, URA3", NAT®
CGM2925 | CGM531 pCU::VC-L-Scalpha2, pCN::VN-L- Este trabajo
Scalpha2 (control positivo)
pRM148 and pRM151, URA3*, NAT?
CGM3012 | CGM531 pCU::VC-L-Scalpha2, pCN::VC-L- Este trabajo

Scalpha2 (control negativo)

Cepas con los genes a1, alfa2 y alfa3 para BiFC en Candida glabrata

pRM111 and pRM107, URA3", NATR

CGM2677 | CGM531 pCU::VC-L-Cgalpha3, pCN::VN-L- Este trabajo
Cgalpha3
pRM111 and pRM116, URA3*, NAT? .
CGM2679 | CGM531 Este trabajo

pCU::VC-L-Cgalpha3, pCN::VN-L-




Cgalpha2

pRM109 and pRM116, URA3", NATR

CGM2683 | CGM531 pCU::VC-L-Cgalpha2, pCN::VN-L- Este trabajo
Cgalpha2
pRM111 and pRM124, URA3*, NAT? .
CGM2711 | CGM531 Este trabajo
pCU::VC-L-Cgalpha3, pCN::VN-L-Cga1
pRM109 and pRM124 URA3*, NAT® .
CGM2713 | CGM531 Este trabajo

pCU::VC-L-Cgalpha2, pCN::VN-L-Cga1

Cepas de C. glabrata que expresan los genes Cgal, Cgalfa2 y Cga1, Cgalfa3

MTL1::pRM4 (Mfe 1) (mti2, 3)A Integrante

CGM1540 | CGM531 1 Este trabajo
MTL1:: Cgal-Cgalpha2 (mtl2, 3)A
CGM1552 | CGM1540 R Este trabajo
Segregante #2 (5-FOA™)
MTL1::pRM50 (Mfe I) (mtl2, 3)A
CGM1565 | CGM531 Este trabajo
Integrante #10
MTL1:: Cgal-Cgalpha3 (mtl2, 3)A .
CGM1569 | CGM1565 Este trabajo

Segregante #3 (5-FOAR)

Cepas de C. glabrata para ColP

CGM3155

CGM2953

pRM159, URA+, NAT®
Put1::MYC-L:: Cgalfa3 y Pur1::FLAG-L::

Cga1

Este trabajo

CGM3157

CGM2953

pRM161, URA+, NAT®
Put1::MYC-L:: Cgalfa3 y Pur1::FLAG-L::

Cgalfa2

Este trabajo

CGM3159

CGM2947

pRM159, URA+, NAT®
Put1::MYC-L:: Cgalfa2 y Pyr1::FLAG-L::

Cga1

Este trabajo

CGM3161

CGM2947

pRM161, URA+, NAT®
Put1::MYC-L:: Cgalfa2 y Pyr1::FLAG-L::

Este trabajo




Cgalfa2
pGE124, NATR Coleccion
CGM3181 | cGM2953 | Pwmr1::MYC-L:: Cgalfa3 y Purq::FLAG-L:: de
Cgalfa3 laboratorio
Tabla 2. Plasmidos utilizados para realizar el estudio.
Plasmido | Genotipo relevante Referencia
Vectores de clonacion
o . R (Gietz and
pYlplac211 | Vector de clonacion integrativo URA3, Amp .
Sugino 1988)
- - r | (Gallegos-
Vector de clonacion, contraseleccion a sacB Cm .
pMB11 . Garcia et al.
oeip15A
2012)
Vector replicativo que expresa la recombinasa -
) Coleccion del
(ScFlp1p) para la remocién del casete de .
pMZ21 . . . o laboratorio de
resistencia a higromicina; [Pepas::FLP1::(3’UTRwis3)]
R B. Cormack
URA3, Amp
pFA6a-VN- | Vector donador del amino terminal de la proteina| (Sungand
His3MX6 | fluorescente YFP (VN-YFP), Amp~, Huh 2007)
pFA6a-VC- | Vector donador del carboxilo terminal de la proteina| (Sung and
His3MX6 | fluorescente YFP (VC-YFP), Amp~, Huh 2007)
Vector con promotor inducible Pyers, URA3, Amp" , | (Zordan et al.
pCU-MET3
C.g CEN/ARS 2013)
Vector con promotor inducible Pyers, NATY, Amp® |, | (Zordan et al.
pCN-MET3
C.g CEN/ARS 2013)
Vectores para cepas con a1-alpha2 y a1-alpha3
pSF15 Producto de PCR de 1.405 Kb (oligonucléotidos 770 y | Coleccion
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321) del gen Cgalfa2 de MTL1 clonado en
pMB11digerido con Stu |, Cm"®

del

laboratorio

PRM1

Fragmento Bam HI/Eco Rl de 1.389 Kb (gen CgalfaZ2)
derivado de pSF15, clonado en pYlplac211 digerido
con Bam HI/Eco RI, Amp®, URA3

Este

trabajo

pRM4

Producto de PCR de 1.9 Kb Bam HIl/Xba |
(oligonucléotidos 764 y 320) del gen Cga1, clonado en
pRM1 digerido con Bam HI/ Xba I, URAS3, AmpR.

Plasmido que expresa  Cga1 y  Cgalfa2

simultdneamente

Este

trabajo

PRM50

Producto de PCR de 1.553 Kb Bam HI / Mfe |
(oligonucléotidos 770 y 143) del gen Cgalfa3 de MTL3,
ligado con el producto de PCR de 0.403 Kb
(oligonucléotidos 1049 y 321) correspondiente al
3'UTR del gen Cga1 de MTL1 digerido con Eco R,
clonados en pRM4 digerido con Bam HI y Eco RI,
AmpR, URAS.

Plasmido que expresa  Cga1 y  Cgalfa3

simultdneamente

Este

trabajo

Vectores replicativos base para BiFC

pRM90

Producto de PCR de 0.300 Kb Sal I/Xho |
(oligonucléotidos 1687 y 1685) que corresponde al
fragmento carboxilo terminal de YFP (VC) amplificado
de pFA6a-VC-His3MX6, colonado en pCN-MET3 Xba
I/Spe |. NATR, AmpR, C.g CEN/ARS

Este

trabajo

pRM101

Producto de PCR de 0.588Kb Xba I/Spe |
(oligonucléotidos 1694 y 1692) que corresponde al
fragmento amino terminal de YFP (VN) amplificado de
pFA6a-VN-His3MX6, colonado en pCN-MET3 Xba

Este

trabajo
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I/Spe I. NATY, Amp~, C.g CEN/ARS

pPRM103

Producto de PCR de 0.300 Kb Xba I|/Spe |
(oligonucléotidos 1687 y 1685) que corresponde al

fragmento carboxilo terminal de YFP (VC) amplificado
de pFA6a-VC-His3MX6, colonado en pCU-MET3 Xba
I/Spe |. URA3, AmpR, C.g CEN/ARS

Este

trabajo

Vectores replicativos para BiFC con genes etiquetados en el extremo amino

Fragmento de PCR de 0.648 Kb Xba I/Sal |

HRM107 (oligonucléotidos 1878 y 1903) que corresponde al gen Este
Cgalfa3, clonado en pRM101 Xba I/Sal I. NATR, Amp®, |  trabajo
C.g CEN/ARS
Fragmento de PCR de 0.575 Kb Xba I/Sal |

HRM100 (oligonucléotidos 1876 y 1902) que corresponde al gen Este
Cgalfa2, clonado en pRM103 Xba I|/Sal |. URAS, trabajo
AmpR, C.g CEN/ARS
Fragmento de PCR de 0.648 Kb Xba I/Sal |

ORM111 (oligonucléotidos 1878 y 1903) que corresponde al gen Este
Cgalfa3, clonado en pRM103 Xba I|/Sal |. URAS, trabajo
AmpR, C.g CEN/ARS
Fragmento de PCR de 0.575 Kb Xba I/Sal |

ORM116 (oligonucléotidos 1876 y 1902) que corresponde al gen Este
Cgalfa2, clonado en pRM101 Xba I/Sal |. NATR, Amp®, |  trabajo
C.g CEN/ARS
Fragmento de cDNA de 0.410 Kb Xba |/Sal |

ORM124 (oligonucléotidos 1874 y 1901) que corresponde al gen Este
Cga1 completamente procesado, clonado en pRM101 trabajo
Xba I/Sal 1. NATR, Amp®, C.g CEN/ARS

ORM148 Fragmento de PCR de 0.638 Kb Spe I/ Xho | Este
(oligonucléotidos 2233 y 2234) que corresponde al gen trabajo
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Scalpha2 de S. cerevisiae, clonado en pRM90 Spe
I/Xho |. NATR, AmpR, C.g CEN/ARS

Fragmento de PCR de 0.638 Kb Spe I/ Xho |
(oligonucléotidos 2233 y 2234) que corresponde al gen Este

pRM150 ,
Scalpha2 de S. cerevisiae, clonado en pRM101 Spe trabajo
l/Xho |. NATR, AmpR, C.g CEN/ARS
Fragmento de PCR de 0.638 Kb Spe I/ Xho |
(oligonucléotidos 2233 y 2234) que corresponde al gen Este

pRM151

Scalpha2 de S. cerevisiae, clonado en pRM103 Spe trabajo
l/Xho |. URA3, AmpR, C.g CEN/ARS

Vecctores replicativos con fusiones en el N-terminal de los genes MTL y

cMyc o Flag
Fragmento FLAG-Linker (Spe I/Eco RI) Este
pRM153 | (oligonucléotidos 2340 y 2341) clonado en pCN(Spe trabajo
I/Eco RI). NATR, AmpR, C.g CEN/ARS
Producto de PCR de 0.572 Kb (oligonucléotidos 2098 Este
pRM155 |y 2099) digerido con Eco RI/Sal |, clonado en trabajo
pRM153(Eco RI/Sal ). NATR, Amp®, C.g CEN/ARS
Producto de PCR de 0.4 Kb (oligonucléotidos 2095 y Este
pRM156 | 2337) digerido con (Spe I|/Eco RI), clonado en trabajo
pRM153(Spe I/Eco RI). NATR, AmpR, C.g CEN/ARS
Pmt1 (Xba I/Sac 1) clonado en pRM156 (Xba I/Sac ). Este
pGE122 | NAT®, Amp®, C.g CEN/ARS. Intercambio de trabaio
promotores PmeTs por Pvr1
Pmt1 (Xba I/Sac 1) clonado en pRM155 (Xba I/Sac ). Este
pRM159 | NATR, Amp®, C.g CEN/ARS. Intercambio de trabaio
promotores PmeTs por Pur1
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Fragmento FLAG-Linker (Spe I/Eco RI)

pRM161 | (oligonucléotidos 2340 y 2341) clonado en pCN(Spe tr:f:jo
I/Eco RI). NATR, Amp®, C.g CEN/ARS
Pwmt1 (Xba I/Sac |) clonado en pGE122 (Xba I/Sac |). Este
pGE124 | NATR, AmpR, C.g CEN/ARS. Intercambio de
trabajo

promotores PmeTs por Pvr1
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Oligonucleétidos empleados

Todos los oligonucleétidos empleados en el presente trabajo se encuentran

descritos en la Tabla .

Tabla 3.- Oligonucledtidos empleados.

Sitio(s)
Primer | Nombre Secuencia (5’-3’)
agregados
Construccion del vector con los genes Cga1 y Cgalfa2
14 Oligo #14 TATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGA
alpha2@+583Sacl | CCGAGCTCTTGTGCAGCATAAAAAC
143 Sac | Bsg |
Bsgl Rv MTL3 CATTTCGTTATGG
149 BUD5@-66 Sacl | CCGAGCTCTTGTGCAGGCGTCTTTC Sac |
ac
Bsg Rv MTL1 CTGTGATTATGATG
Buds@114 Bam | GCGGATCCGCGCGTCCAATTGCTGC
161 Bam HI
Rv GATGG
291 ALPHA2 Rv AACTGGAACACAATGATATAAG
320 EMG1@135XbaFw | CGCTCTAGACTGCTGAACTGTGACG Xba |
a
MTL1 ACCATC
BUD5@-35RlI- CCCGAATTCGCGTCTTTCCTGTGAT
321 Eco RI
RvMTL1 TATGATG
329 EMG@-42 Fw | GCTTCTGCAGTATCTACAATAGATAG
(Pst) AAGG
alfa2@nt1aaaRl GGGAATTCAAAATGTCAAAGAAATC
334 EcoRI
Fw AAGAATTAGTATTACG
BUD5S@- CCCGGATCCGGTGGTGATCTCTTGT
764 Bam HI
424BamRvMTL1a | GTGG
CCCGGATCCGTAGAGTGACTTCAGA
770 alfa2@-424FwBam Bam HI
TATTGTACAACTG
a1@494noTAA- GCGGATCCAGTCACGATTGTTTAGA
771 Bam HI
GFP Rv Bam TCTTTCGATC
772 aIlMTL1@+1HinFw | CGCAAGCTTCTATAGTTCCTCCTTAC | Hind 1l
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TCTTTTATAG

alpha2
1049 MTL1@+114 GACGAATTCAAGAGATCACCACC EcoRI
EcoRI Fw
RT-PCR
219 ACT Fw@70 RT CGCCGGTGACGATGCTCC
220 ACT Rv@210 RT | CTTGGATTGAGCTTCGTC
290 ALPHA2 FW TCAAGAATTAGTATTACGCATC
291 ALPHA2 RV AACTGGAACACAATGATATAAG
CCCTCTAGAAAAATGATGACAGTAG
330 al@nt1 Xba Rv Xba |
ACCCAATACAAGATC
469 Rev@377A1 AGATCTTTCGATCTCTTGCGC
Construccion de los vectores para ensayos de BiFC
CCCACTAGTCGTCGCACCTGCCCCC
VC-YFP@linker
1685 GCACCTGCTCCAGCGCCCTTGTACA | Spe
Spel RV
GCTCG
CCCTCTAGAAAAATGAACCACGACA
1687 VC-YFP@Xbal FW A Xba |
VNYFP- GGACTAGTCGCACCTGCCCCCGCA
1692 Linker@519 Linker | CCTGCTCCAGCGCCCTCGATGTTGT | Spe |
Xho1 Rv GG
VNYFP-Linker@+1
1694 GCTCTAGAAAAATGGTGAGCAAGG | Xba
Xba1 Fw
cDNA al@+1
1874 CGTCTAGAATGATGACAGTAGACC Xba |
Xba1 Fw
1876 alfa2@+1 Xba1l Fw | CGCTCTAGAATGTCAAAGAAATC Xba |

16




CGCTCTAGAATGTCAAAGAAATCAA

1878 alfa3@+1 Xba1l Fw G Xba |
1901 cDNA a1@Sal1 Rv | CGCGTCGACCTAGTCACGATTG Sal |
1902 alfa2@Sal1 Rv CGGTCGACTCAAGTGTCGAGG Sal |
1903 alfa3@Sal1 Rv CGCGTCGACTTATGTAAGACAAC Sal |
alpha2-Sc@+1
2233 GCGACTAGTATGAATAAAATACCC Spe |
Spel FW
alpha2-Sc@orf
2234 GCCTCGAGTCATTCTTTCTTCTTTGC | Xho |
Xhol RV
Oligonucléotidos para la construccion de vectores para ColP
Cg al @1 aaa| ATAGAATTCAAAATGATGACAGTAGA
2095 Eco RI
EcoRI Fw CCCAATACAAG
Cg Alphaz@1aaa | ATAGAATTCAAAATGTCAAAGAAATC
2098 Eco RI
EcoRI Fw AAGAATTAGTATTAC
2099 Cg Alphaz@561 | ATAGTCGACTCAAGTGTCGAGGCTG Sal|
a
Sall Rv TTTTGAG
2100 Cg Alpha 3@633 | ATAGTCGACTTATGTAAGACAACTCA Sal
a
Sall Rv AAGAAAAGACC
Cg a1@393 Sall
2337 R ATGGTCGACCAATCGTGACTAG Sal |
v
CTAGTAAAATGGGAGCAGACTACAA
AGATGACGATGACAAAGGAGCCGAT
9340 Oligo Flag-link Spe | TATAAGGACGATGACGATAAAGGGG | Spe | Eco
Rl Fw CTGACTACAAAGATGACGATGACAA | RI
GGGCGCTGGAGCAGGTGCGGGGGC
AGGTGCGG
0341 Oligo Flag-link Spe | AATTCCGCACCTGCCCCCGCACCTG | Spe | Eco
Rl Rv CTCCAGCGCCCTTGTCATCGTCATC | RI
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TTTGTAGTCAGCCCCTTTATCGTCAT
CGTCCTTATAATCGGCTCCTTTGTCA
TCGTCATCTTTGTAGTCTGCTCCCAT
TTTA
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Medios de cultivo

Las células de levadura se cultivaron en medio estandar como se describio
previamente en (Sherman, Fink and Hicks 1986). Para los medios sodlidos
afadimos agar bacteriolégico a una concentracion final de 2% (p/v). EI medio
sintético completo (SC o CAA) contiene base nitrogenada de levadura [sin
(NH4)2S0O4 ni aminoacidos] 1.7g/L, (NH4)2SO4 5g/L, casaminoacidos 0.6% vy
glucosa 2%. Agregamos 25mg/L de uracilo cuando fue requerido. Medio YNB
(MM) contiene base nitrogenada sin aminoacidos 1.7g/L, sulfato de amonio
(NH4)2.SO4 5g/L y se suplementd con glucosa 2% (p/v). Para la seleccion de
colonias resistentes a nourseotricina (NAT") en medio minimo, usamos medio
SED que contiene base nitrogenada sin aminoacidos 1.7g/L y glutamato
monosddico 1g/L, glucosa 2% (p/v). La Nourseotricina (GoldBio) se agregd a una
concentracion de 50 upg/mL. El medio rico utilizado fue YPD (del inglés Yeast
extract-Peptone-Dextrose), contiene extracto de levadura 10g/L, peptona 20g/L,
glucosa 2% (p/v) y es complementado con uracilo 25mg/L. Cuando se requirio, el
YPD solido fue suplementado con higromicina (A.G. Scientific®) a una
concentracion final de 460ug/mL o Nourseotricina 100ug/mL. Para ajustar el pH
del medio YPD a pH 3.5 y 6.0 se utilizé HCI 5N. Los medios de cultivos para las
diferentes condiciones de estrés o condiciones nutricionales (fuentes de carbono o
nitrogeno) se prepararon como se describe en (Homann et al. 2009). Los
siguientes compuestos se agregaron en medio rico a las concentraciones que se
indican en la tabla 4: CuSO4-5H,0, LiCl, ZnSO4-7H20, CdSO4, Fluconazol, SDS
(Dodecil sulfato de sodio), Blanco de Calcofluor, D-Sorbitol, NaCl, H20O.,
Menadiona, Hidroxiurea (HU), Naz[Fe(CN)sNO] (NFS).

Medio OFF para la induccion del promotor de MET3: el medio que se uso fue
YNB suplementado con una mezcla de todos los aminoacidos como se describe
en (Zordan et al. 2013) excepto L-Tirosina, PABA y Mio-Inositol que no fueron
agregados a la mezcla. Medio ON para la induccién del promotor de MET3: las
condiciones del medio son iguales a las descritas para el medio OFF pero

tampoco se agregd metionina ni cisteina.
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Para el crecimiento bacteriano se utilizé el medio Luria-Bertani (LB), como se
describe en (Ausubel et al, 2001) . Este medio contiene extracto de levadura 5g/L,
triptona10 g/L y NaCl 5g/L. Todos los plasmidos se introdujeron en la cepa DH10
de Escherichia coli mediante electroporacién, y se seleccionaron en medio con
carbenicilina (A. G. Scientific®) a una concentracion final de 50ug/mL (Lb-Cb50).
Para medio sélido LB se usé agar 1.5% (p/v) concentracion final.

Transformacion de levadura

Para transformar C. glabrata con el plasmido superenrrollado o linearizado,

seguimos el método de LiOAc descrito previamente descrito (Castano et al. 2003).

Construccion de cepas de C. glabrata que expresan simultaneamente los
genes Cgaly Cgalfa2 o Cga1y Cgalfa3 desde CgMTL1.

Utilizamos la cepa CGM531 (mtl1,2,3)A (Tabla 1) como cepa receptora para la
construccion de las cepas que expresan Cgal y Cgalfa2 6 Cga1 y Cgalfa3 desde
el locus CgMTL1. Las cepas se construyeron mediante el método de reemplazo
por dos pasos. Para la cepa CgMTL1 Cga1-Cgalfa2, se digirié el plasmido pRM4
con Mfel (Tabla 2). pRM4 contiene los genes Cgal1 y Cgalfa2 con sus propios
promotores y flanqueados con las regiones rio arriba y rio abajo de CgMTL1. El
plasmido linearizado se integré6 en el locus CgMTL1 mediante recombinacién
homodloga después de transformar la cepa CGMS31 [(mtl1,2,3)A, tabla 1]. La
integrante correcta en CgMTL1 se confirmé por PCR con los oligonucléotidos
apropiados (329 y 291 para el extremo 5’ y 14 y 161 para el extremo 3’, tabla 3).
Las células de las cepas integrantes se crecieron en medio rico no selectivo para
favorecer la recombinacion homologa y la escisidén del vector. Las segregantes en
donde el locus mtl1A fue reemplazado por la construccién que expresa Cga1l-
Cgalfa2 se identificaron por PCR (oligonucléotidos 329 y 161 para generar un
fragmento de PCR que corresponde al fragmento completo de la construccién).
Para generar la cepa que contiene CgMTL1a1-alfa3, se usé la misma estrategia
previamente descrita, excepto que se uso el plasmido pRM50 digerido con Mfel
para integrar en CgMTL1 mediante recombinacién homdloga. Los oligonucléotidos

para diagnéstico mediante PCR para las integrantes fueron 772 y 329 para el
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extremo 5’ y 14 y 149 para el extremo 3’. Para identificar las segregantes correctas
se usaron los oligonucléotidos 771 y 330 para el extremo 5’ y 334 y 161 para el

extremo 3.

Construccion de los plasmidos para el ensayo de complementacion
bimolecular de fluorescencia (BiFC) para C. glabrata.

Generamos un conjunto de plasmidos (Tabla 2) que se derivan de pCU y pCN
(Zordan et al. 2013). Estos plasmidos contienen el promotor inducible del gen
METS3 seguido de un sitio multiple de clonacion. Un grupo de plasmidos contienen
el fragmento N-terminal de la version optimizada de YFP llamada Venus (VN)
después del sitio multiple de clonacion, un segundo grupo de plasmidos contienen
el fragmento C-terminal de Venus (VC). Después de los fragmentos VN o VC,
clonamos en fase la secuencia de 5 repeticiones de los aminoacidos G y A que
funcionan para separar el fragmento de Venus y el gen MTL correspondiente
(funcion de linker) (Anexo 4). Los fragmentos VC y VN con el linker se sintetizaron
como fragmentos de PCR usando los oligonucléotidos 1687, 1685, 1694 y 1692 en
donde el oligo reverso contiene la secuencia del linker (Tabla 3). La reaccion de
PCR fue realizada con una enzima de alta fidelidad (iProof- BioRad). El producto
de PCR fue digerido con las enzimas apropiadas y se clonaron en pCU y pCN
digeridos con Xba | y Spe | para generar los plasmidos pRM90, pRM101 y
pRM103. En estos vectores base clonamos en diferentes combinaciones Cga1 (se
utiliz6 cDNA de este gen puesto que contiene dos intrones, y solo se procesa
correctamente cuando la expresion proviene de CgMTL1), Cgalfa2 y Cgalfa3
generados mediante PCR usando los oligonucléotidos disefiados con los sitios
para las enzimas de restriccidon apropiados, se uso una enzima de alta fidelidad
para amplificar los genes (iProof- BioRad). Los plasmidos base se secuenciaron.
Los genes que se clonaron en los vectores base asi como las uniones de las
fusiones se verificaron mediante secuenciacion. Todas las reacciones para

secuenciacion se realizaron en LANBAMA-IPICYT.
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Ensayo de complementacién molecular por fluorescencia (BiFC).

Las cepas que contienen las combinaciones de plasmidos se crecieron una noche
en medio OFF (ver medios de cultivo). Después de 12h de crecimiento, las células
se lavaron dos veces con agua y se resuspendieron en medio ON, que no
contiene Metionina ni Cisteina. La ODeggp se ajustd a 0.2 y las células se incubaron
a 30°C durante 2.75h. Posteriomente, de cada cultivo se tomd una muestra y se
realiz6 la medicion de la fluorescencia en el citometro de fluorescencia
FACScalibur (BD Biosciences). Los niveles basales se ajustaron usando una cepa
que contiene un vector con el fragmento VC-YFP (sin gen MTL fusionado) y otro
vector con diferente marcador de seleccion y con el fragmento VN-YFP sin gen
MTL fusionado (Esta cepa es no fluorescente). Los niveles de esta cepa se
ajustaron a un valor de 10 unidades de fluorescencia. Los cultivos de cada cepa
fueron seleccionados usando el forward scatter, se midieron diez mil eventos por
cada muestra. Como control positivo utilizamos la proteina Scalfa2 de S.
cerevisiae que se ha reportado que forma homodimeros. Para ellos se usé una
fusidbn en el amino terminal de Scalfa2 tanto con el fragmento VC como el
fragmento VN de YFP, estos plasmidos se expresaron simultaneamente en la
cepa (mtl1,2,3)A de C. glabrata. Como control negativo se usé la cooexpresion en
la cepa (mtl1,2,3)A de C. glabrata de Scalfa2-VC y Scalfa2-VC (con el mismo
fragmento de Venus-YFP). Los experimentos se realizaron por triplicado biolégico
y duplicado técnico. Los resultados mostrados se calcularon como se describe a
continuacion: obtuvimos para cada cepa el promedio de la media geométrica
(unidades arbitrarias de fluorescencia) en el medio ON y el valor medio de la
media geométrica del control negativo. Este ultimo se resté del promedio de la
media geométrica de cada cepa. Las cepas que muestran diferencias significativas
se indican mediante un asterisco. Se realiz6 una multiple comparacion con

ANOVA, p = 0.05.

Ensayos de sensibilidad a estrés créonico en medio sélido.

Los cultivos de células de cada cepa se crecieron en medio YPD hasta fase

estacionaria (48h) a 30°C con agitacion. Cada cultivo se diluyd hasta una ODggp de
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0.5 en agua estéril. La suspension de células se diluyé serialmente en una caja de
96 pozos hasta 10 cel/mL. Se colocaron voltiimenes iguales de cada dilucién por
goteo en cajas de YPD y en medios YPD que -contenian diferentes
concentraciones de cada compuesto a probar. Las cajas se incubaron a 30°C por
7 dias, se tomaron fotografias cada dia después de dos dias. Cada experimento

se repitid al menos tres veces.

Curvas de crecimiento en medio liquido y calculo de los tiempos de
duplicacién.

Para la cuantificacion de los tiempos de duplicacion de cada cepa en diferentes
condiciones de estrés utilizamos el método previamente descrito con algunas
modificaciones (Gutiérrez-Escobedo et al. 2013). Las células fueron crecidas en
medio YPD liquido hasta fase estacionaria (48h). La ODeoo de cada cultivo se
ajusté hasta 0.01 en cada medio que se probd (YPD a pH 3.5, pH6.0 y pH7; o
YPD con concentraciones de NaCl de 0.5M, 1.0M y 1.5M). Se tomaron 300uL de
cada suspension celular y se tranfirieron en una caja Honeycomb de 100 pozos
(Growth Curves, USA) y se incubaron a 30°C con agitacion constante en el equipo
Bioscreen C (Growth Curves, USA). La ODgpp se midié cada 15 minutos durante
24h o 48h. Para calcular los tiempos de duplicacion de cada cepa, solamente se
tomo la fase logaritmica de crecimiento de cada curva en los medios evaluados,

como se describe en (Murakami et al. 2008).

Ensayos de sensibilidad a fluconazol y peréxido de hidrogeno (H20;) y
calculo de la MICs,.

Cultivos en fase estacionaria (células crecidas en medio YPD a 30°C durante 48h)
de cada cepa se diluyeron en medio YPD fresco para obtener una suspension de
células a una concetracion de 10* cel/mL. 150uL de cada suspensién celular se
transfirieron a una caja de 100 pozos Honeycomb que contenia 150uL de YPD con
diferentes concentraciones de fluconazol (desde 0.0078 hasta 256ug/mL); para
H,O, las concentraciones fueron desde 0.3125 hasta 50mM. Las cajas se

incubaron en el aparato Bioscreen C a 35°C y 30°C respectivamente con agitacion
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constante y la ODggp se midié cada 15min durante 24h. Los valores de MICs, para
cada cepa se calcularon como se describié previamente basado en las curvas de
dosis-respuesta (Orta-Zavalza et al. 2013) y se usé el programa de GraphPad
PRISM (San Diego, CA). Para la medicién de la sensibilidad de cada cepa en
hidroxiurea y nitroprusiato sodico (NPS) se llevo a cabo el mismo procedimiento,
con excepcion de la temperatura de incubacién que para estos compuesto fue

30°C, las concentraciones utilizadas se indican en la tabla 4.

Ensayos de sensibilidad a exposicién aguda a H,O, y menadiona.

Se utilizaron cultivos en fase estacionaria de crecimiento (medio YPD a 30°C
durante 48h) para cada cepa se realizaron diluciones en medio fresco YPD y se
incubaron a 30°C con agitacién constante. Las diluciones se realizaron de manera
que después de tener 8 duplicaciones de cada cultivo se alcance una ODgg 0.5.
Se tomaron 5mL de cada cultivo para tratarlos con las diferentes concentraciones
de H2O, o menadiona durante 2h (Tabla 4). Posteriormente las células se lavaron
y se resuspendienron en agua estéril. La ODgpp se midié y se ajustd a 0.1 en
medio YPD fresco y se colocaron 300uL de cada tratamiento de cada cepa en las
cajas de 100 pozos Honeycomb para comenzar el crecimiento a 30°C en el
aparato Bioscreen C (curva de salida). La viabilidad se calculé como se describi6
previamente (Gutiérrez-Escobedo et al. 2013). Los experimentos se realizaron al

menos 4 veces.

Estudios de infeccién sistémica en un modelo murino.

Para evaluar la capacidad de colonizacion de las cepas que expresan diferente
informacion de apareamiento se inocularon ratones en la vena caudal
(4x107cel/mL), después de una semana de inoculados se sacrificaron y se
extrajeron bazo, higado y rifiones; se homogenizaron los érganos y se realizaron
cuentas viables de cada uno como se describié previamente (Briones-Martin-del-
Campo et al. 2014) (Fig. 4).
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Ensayo de colonizacién en competencia de un modelo murino de infeccién
sistémica.

Para realizar los ensayos de competencia se inocularon ratones con una
combinacion de cepas de C. glabrata (Tabla Anexos1) en una relacién 1:1 (2x10’
cel/mL de cada cepa donde solamente una de ellas es resistente a higromicina) y
se inyectaron en la vena caudal, después de una semana de inoculados se
sacrificaron y se extrajeron bazo, higado y rifiones. Los o6rganos se
homogenizaron y se realizaron cuentas viables de cada uno en cajas de YPD (sin
antibiotico). Posteriormente se realizd replica print en un medio con higromicina
para distinguir el numero de colonias que correspode a la cepa que presenta el
casete de resistencia. Para calcular el numero correspondiente de colonias de
cada cepa se tomaron en cuenta el numero de colonias totales (resistentes y
sensibles a higromicina) que crecieron en el medio YPD (Total de cfu). Después
de realizar replica print en medio YPD suplementado con higromicina, se contaron
el numero de colonias resistentes. Posteriormente restamos la cantidad de
colonias resistentes al numero total de colonias para obtener la proporcién de cfu

de cada cepa que persistié después de la infeccidn con la mezcla (Fig. 7).

RT-PCR.

Se extrajo RNA de células en fase estacionaria (36h, en YPD) usando TRIzol
(Invitrogen, Carlsbad, CA) y siguiendo las instrucciones que el proveedor indica.
Posteriormente los RNAs obtenidos se trataron con DNasal (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO). La sintesis de cDNA y el PCR se realizaron utilizando el kit
AccessQuick (RT-PCR) (Promega, Madison, WI). Los oligonucleétidos utilizados
para cada uno de los genes evaluados fueron: gen Cga1l oligonucledtidos 330 y
469, gen alfa2 y gen alfa3 oligonucledtidos 290 y 291 y para el gen de actina
oligonucledtidos 219 y 220 (Tabla 3). La sintesis de cDNA se llevé a cabo a 45°C
por 45 min para cada uno de los genes. La temperatura de alineamiento para cada
gen fueron: 60°C para el gen Cga1; 55°C para el gen Cgalfa2 y Cgalfa3; 57°C para
el gen de actina (Fig. 2).
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Analisis de RNAseq.
La preparacién de las librerias y secuenciacion del RNA se realizé en la compafiia
BGl Americas (Beijin http://www.bgi.com). Las librerias se generaron para las
cepas CGM1(cepa parental: CgMTL1a, CgMTL2a, CgMTL3alfa1,alfa3),
CGM531(AAA: mtl1,2,3)A), CGM707(CgMTL1alfa1,alfa2), CGM904(a1: CgMTL1a),
CGM1552(CgMTL1a-alfa2) y CGM1567(CgMTL1a-alfa3) (Tabla 1) en dos
diferentes condiciones de crecimiento, fase logaritmica y fase estacionaria en
medio rico YPD. Las muestras se prepararon por duplicado, se produjo una libreria
de fragmentos de 200 pb (paired-end) y secuencias unstrand-specific.
El pre-procesamiento de la calidad de los datos se realizé con el programa
Trimmomatic-0.35 (Bolger, Lohse and Usadel 2014), los datos procesados fueron
paired-end para que todas las lecturas tuvieran el mismo procesamiento. Los
parametros que se utilizaron fueron: ILLUMINACLIP:TruSeq2-PE:2:30:10;
SLIDINGWINDOW:4:15; MINLEN:50. La escala de calidad que corresponde segun
el secuenciador es phred64 (Bolger, Lohse and Usadel 2014).
Para el andlisis de la abundancia de los transcritos y mapeo de transcritos se
utilizé el programa Kallisto version 0.42.4 (Bray et al. 2016), solamente se
utilizaron las primeras lecturas (single end) después de haber sido procesadas con
Trimmomatic. Los parametros usados fueron los estandar, solamente para la
cuantificacion se colocé el valor de la longitud del fragmento en 180 (-I 180) y la
desviacién estandar de 20 (-s 20). Para llevar a cabo el analisis se obtuvo el
transcriptoma ya reportado de C. glabrata que se encuentra en la pagina de
Candida Genome Database (Inglis et al. 2012).
El andlisis estadistico se llevo a cabo en el programa RStudio. Para identificar la
expresion diferencial de los genes en las diferentes cepas se utilizaron las librerias
de EdgeR (Robinson, McCarthy and Smyth 2010) y DeSEQ (Anders and Huber
2010) con los parametros estandar. El corte que se utilizé para identificar los
genes diferencialmente expresados fue un FDR (False Discovery Rate) <=0.05y
un corte en el logaritmo de cambio (logFC) + 0.5. Estos parametros se utilizaron
para las comparaciones entre cepas en cada una de las fases de crecimiento (LP
y SP).
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El enriquecimiento de categorias funcionales se realizd con los genes

diferencialmente expresados con la ayuda de FungiFun2 (Priebe et al. 2015)

Ensayo para medir la actividad del promotor de la catalasa (Pcras) en cepas
de C. glabrata que expresan diferente informacion de apareamiento.

Se evalud la actividad del promotor de la catalasa en diferentes fondos genéticos
de C. glabrata, mediante citometria de flujo de las cepas CGM413, CGM573,
CGM2448, CGM2540, CGM2452, CGM2454, CGM2458, CGM2460,
CGM2462,CGM2464, CGM2755 y CGM2758 (para descripcion de cada cepa ver
Tabla A1). Se partié de cultivos en fase estacionaria en medio CAA (30°C durante
48h), posteriormente se diluyeron en medio fresco y se crecieron durante 7
duplicaciones hasta alcanzar a una ODgoo de 0.5. Se agregé 5mM de H,0O, y los
cultivos se incubaron durante 1 y 2.5h a 30°C. Posteriormente, se realizaron
mediciones de las unidades de fluorescencia en el equipo FACSCalibur (BD
Biosciences) de cada una de las cepas. Para el analisis de los datos se tomaron
las medias geométricas calculando las veces de induccién con respecto a los
cultivos sin tratamiento. Los datos se analizaron con el programa GraphPad
PRISM utilizando la funcion 2wayANOVA (p<0.05).

Co-Inmunoprecipitacion.

El protocolo que se utilizé se reportd en (Orta-Zavalza et al. 2013). Brevemente,
las cepas que se evaluaron fueron CGM3155(c-Myc-L::alfa3 y FLAG-L::cDNAa1),
GCM3157(c-Myc-L::alfa3 y FLAG-L:alfa2), CGM3159(c-Myc-L::alfa2 y FLAG-
L::cDNAa1), CGM3161(c-Myc-L::alfa2 y FLAG-L::alfa2), CGM3181(c-Myc-L::alfa3
y FLAG-L::alfa3). Se utilizaron cultivos en CAA de 12h de cada una de las cepas
descritas anteriormente. Posteriormente, se indujo la actividad del promotor de
MTL1 con sulfato de cobre 2mM durante 2h a 30°C. Una vez inducido se tomaron
10mL del cultivo y se realizé la extraccion de proteina. Se tomaron 30uL de resina
que contiene proteina G inmovilizada con agarosa (Sigma® P3296) y se
mezclaron con 1mg de los extractos de proteina de cada una de las cepas, se
incubaron a 4°C durante 1h en agitacion constante, enseguida se centrifugd para
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retirar las perlas de agarosa-proteina G . Para inmunoprecipitar las proteinas
etiquetadas con cMyc o Flag, los lisados se combinaron con las resinas anti-Flag
M2 (Sigma® A2220) y con agarosa conjugada con anti-cMyc (Sigma® A7470). Se
dejaron en agitacion constante durante 1.5h. Después de la incubacién se lavaron
las perlas con PBS 1X tres veces y finalmente se resuspendieron en 40uL de
buffer 2xSDS, se incubaron a 95°C por 5min. Los sobrenadantes se corrieron en
geles SDS-PAGE con cada muestra y se transfirieron a membranas de PVDF
durante 2h a 75V. Las membranas se bloquearon con 5% de leche sin grasa por
12h y agitacion constante. Para los Western blots se utilizaron los anticuerpos
primarios Anti-cMyc(Millipore® 05-419) y anti-Flag (Sigma-Aldrich® F3165) que se
incubaron 2h a temperatura ambiente. Después de 3 lavados de 10min con buffer
TTBS, las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario Goat anti mouse
IgG unida a HRP (Thermo Scientific® 31430).
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lll. Resultados

Candida glabrata codifica una version diferente del gen Cgalfa2 en los loci
CgMTL1alfa y CgMTL 3alfa.

C. glabrata contiene tres loci de apareamiento llamados CgMTL1, CgMTL2 y
CgMTL3, estos loci se encuentran en una disposicion similar a los tres loci de
apareamiento de S. cerevisiae (Srikantha, Lachke and Soll 2003; Ramirez-
Zavaleta et al. 2010; Yanez-Carrillo et al. 2014). En la mayoria de los aisaldos
clinicos estudiados de C. glabrata se observa que en el locus CgMTLZ2 se presenta
informacion del tipo a y en el locus CgMTL3 se tiene informacion del tipo alfa, pero
en el locus CgMTL1 puede tener informacion ya sea del tipo a o del tipo alfa (Fig.
1A). La informacién del tipo a consiste en el gen Cgal, en aislados clinicos con
informacion a en CgMTL1, ambas copias del gen a1 tanto CgMTL1 como CgMTL2
son idénticas. La informacion alfa consiste en los genes alfal y alfa2. Inicialmente
clonamos y secuenciamos la informacion alfa de CgMTL1 de la cepa secuanciada
CBS138 (http://www.candidagenome.org/cgi-bin/gbrowse2/gbrowse/cglab_cbs138)
y comparamos ambas secuencias contra la informacién alfa (CgMTL3) de nuestra
cepa de referencia BG2 (Cormack and Falkow 1999). Encontramos que los genes
alfal presentes en CgMTL1 de la cepa CBS138 y CgMTL3 (en las cepas CBS138
y BG2) son idénticos. Por otra parte, el gen alfa2 presente en CgMTL1
(CAGLOB01265g) es diferente al gen alfa2 presente en CgMTL3
(CAGL0OB00264q). A esta variante del gen alfa2 nosotros le llamamos alfa3 (Fig.
1B). Posteriormente determinamos si el gen alfa3 se conserva en CgMTL3 en
otros aislados clinicos de C. glabrata. Clonamos y secuenciamos los loci CgMTL1
y CgMTL3 de tres ailados clinicos que contienen informacion alfa en el locus
CgMTL1 y CgMTL3, y encontramos que todos los aislados analizados con
informacion alfa en CgMTL1 contienen el gen Cgalfa2 y en CgMTL3 presentan la
variante Cgalfa3 (Fig. 1B). La comparacion de la secuencia de proteina predicha
para Cgalfa2 y Cgalfa3 muestra que ambas son idénticas en los primeros 172
aminoacidos, Cgalfa2 contiene 14 aa mas para un total de 186 aa, mientras que

Cgalfa3 tiene 38 aa mas para un total de 210 aminoacidos (Fig. 1B y Anexo 1).
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Figura 1. Candida glabrata contiene una variante mas larga del gen Cgalfa2
en el locus CgMTL3. (A) C. glabrata contiene tres loci de apareamiento CgMTL,
se encuentran distribuidos en dos cromosomas. CgMTL1, se encuentra localizado
en el cromosoma B y puede contener informacion a (gen Cga1l) o informacion del
tipo alfa (genes Cgalfal y Cgalfa2). CQMTL2, se encuentra en el cromosoma E y
contiene una copia idéntica del gen

Cgal de CgMTL1. CgMTL3, se encuentra cerca del telébmero izquierdo del
cromosoma B y contiene informacion alfa, presenta una copia idéntica del gen
Cgalfal pero presenta una variante mas larga del gen Cgalfa2 llamado Cgalfa3.
CgMTL1y CgMTL2 son transcripcionalmente activos (ON) mientras que CgMTL3
se encuentra sujeto a silenciamiento subtelomérico (OFF/ON). (B) Representacion
esquematica de las proteinas putativas Cgalfa2 y Cgalfa3. Cgalfa2 y Cgalfa3 son
idénticas en los primeros 172 aa y difieren en el extremo carboxi-terminal. A partir
del aminoacido 172, Cgalfa2 tiene 14 aminoacidos mas para un total de 186, y
Cgalfa3 contiene 24 aminoacidos después del aa 172 con un total de 210
aminoacidos.
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Construccion de las cepas que expresan simultaneamente los genes Cgaly
Cgalfa2 o Cga1y Cgalfa3.

La expresion simultdnea de la informacién a y alfa en S. cerevisiae y en C.
albicans generan la formacion de un heterodimero entre las proteinas a1 y alfa2
(a1-alfa2), este heterodimero controla un grupo de genes que son importantes
para mantener la identidad del tipo celular, asi como otro tipo de genes, algunos
estan involucrados en la respuesta a éstres (HOG1 en S. cerevisiae) o estan
involucrados en la virulencia (ECE1 en C. albicans, entre otros) (Miller and
Johnson 2002; Tsong et al. 2003).

El locus CgMTL3 de C. glabrata esta sujeto a silenciamiento subtelomérico
(Ramirez-Zavaleta et al. 2010). Sin embargo, este silenciamiento es incompleto y
es posible que una pequena fraccion de la poblacion exprese la informacion que
proviene de este locus. De manera natural, los aislados de C. glabrata que
presentan informacion a en el locus CgMTL1 e informacidon alfa en el locus
CgMTL3 podrian estar expresando de manera simultanea los genes Cgal y
Cgalfa3. Para conocer las consecuencias de expresar de manera eficiente y
simultdneamente ambos tipos de informacion en C. glabrata, decidimos construir
dos cepas diferentes. En la primera cepa se introdujo mediante recombinacion
homologa los genes Cgal y Cgalfa2 en el locus CgMTL1, cada uno de los genes
se clonaron con sus propios promotores (ver Materiales y Métodos). En la
segunda cepa se clonaron los genes Cgal y Cgalfa3 en el locus CgMTL1 (Fig.
2A). Estas cepas no contienen informacion de apareamiento en los loci CgMTL2 y
CgMTL3; de esta manera, solamente la informacion de apareamiento presente es
aquella que se tiene integrada en el locus CgMTL1 (cepas CGM1552 y CGM1569,
respectivamente) (Tabla 1). Es importante destacar que para tener un
procesamiento completo del gen Cga1l, el transcrito debe de provenir del locus
CgMTL1 y no del locus CgMTLZ2 (Muller et al. 2008; Ramirez-Zavaleta et al. 2010).
Para determinar si las cepas generadas expresan y procesan de manera completa
la informacion integrada en CgMTL1 se realiz6 un RT-PCR. En la Fig. 2B se
muestra el gen Cga1 de las cepas generadas y se observa que el mRNA del gen

Cgal se procesa completamente, en comparacion con la cepa que expresa Cga1
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en el locus CgMTL2, donde se observa la expresion pero el transcrito no se
procesa por completo (parcialmente procesado). Como control positivo utilizamos
una cepa que expresa el gen Cgal1 bajo el promotor fuerte constitutivo del gen
PGK1, integrado en el locus CgMTL1 (a1-SE) y como control negativo usamos la
cepa receptora que no contiene informacion de apareamiento en los tres loci
CgMTL [(mtl1,2,3)A]. Los genes Cgalfa2 y Cgalfa3 se expresaron de manera
correcta comparado con la cepa control que expresa Cgalfa2 desde CgMTL1 en la
cepa CBS138 (CgMTL1alfa) (Fig. 2C).

Figura 2. Estructura del locus CgMTL1 de las cepas que expresan de manera
simultanea los genes Cgal y Cgalfa2 o Cgal y Cgalfa3. (A) Construimos dos
cepas de C. glabrata que tienen como cepa parental la cepa que no tiene
informacion en los loci de apareamiento (mtl1,2,3)A. En la primera cepa
introdujimos mediante recombinacién homologa en CgMTI1 los genes Cga1 con
su propio promotor y adyacente a éste Cgalfa2 también con su propio promotor.
En la segunda cepa se introdujo Cga1 y Cgalfa3 también ambos bajo sus propios
promotores. (B) RT-PCR para determinar la transcripcidon y procesamiento del gen
Cgal en las cepas construidas. Se extrajo RNA de cada cepa en fase
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estacionaria. El gen Cgal contiene dos intrones, el RNAm no procesado
corresponde a un amplicén de 494pb, el parcialmente procesado es de 428 y
430pb y el completamente procesado es de 364pb. En las cepas generadas,
CgMTL1a1-alfa2 y CgMTL1a1-alfa3, el principal RNA detectado corresponde al
procesamiento completo de Cga1 (364pb); sin embargo, el producto parcialmente
procesado también puede ser detectado. Como controles se incluyeron la cepa
secuenciada CBS138 (Cgal | MTL2), que expresa el gen Cga1 desde el locus
CgMTL2 y no se procesa. Otro control incluido fue la cepa que no contiene
informacion de apareamiento (mtl1,2,3)A, en esta cepa no detectamos transcrito
para Cgal. Un control prositivo fue la cepa que sobre-expresa informacién a
desde el locus CgMTL1. (C) RT-PCR para determinar la transcripcién de los genes
Cgalfa2 y Cgalfa3. Se utilizaron oligonucledtidos que alinean en la regién donde
los genes Cgalfa2 y Cgalfa3 son idénticos, por esta razon el tamafo del amplicén
sera igual para ambos. Se utilizaron las misma cepas que en el panel (B). Ambas
cepas tanto la que expresa Cgal y Cgalfa2 como la que expresa Cgal y Cgalfa3
muestran el tamafio del transcrito esperado (103pb). Como control se tiene la cepa
CBS138, la cual contiene informacion alfa en el locus MTL1.

La expresion simultanea de los genes a1-alfa2 o a1-alfa3 no muestra fenotipo
bajo diferentes condiciones de estrés.

En S. cerevisiae la formacion del heterodimero entre Sca1 y Scalfa2 reprime un
conjunto de genes que normalmente se expresan en células haploides. Existen
otros genes que se encuentran reprimidos por la presencia de éste heterodimero,
uno de estos genes es ScHOG1. La represion de este gen resulta en
susceptibilidad de las céluas a altas concentraciones de NaCl (Galgoczy et al.
2004). Por ello, decidimos caracterizar las cepas que expresan de manera
simultanea los genes Cga1-Cgalfa2 6 Cga1-Cgalfa3d en diferentes condiciones de
estrés, en comparacién con la cepa parental (BG14) y con la cepa que no contiene

informacion de apareamiento (mtl1,2,3)A.

En la tabla 4 se muestran las condiciones que se evaluaron en medio sélido en
presencia de diferentes agentes causantes de estrés, asi como el resultado
obtenido en cada una de las condiciones evaluadas. Estas condiciones fueron
evaluadas en una exposicion crénica y se midié el efecto mediante crecimiento en
caja, de manera cualitativa, mediante el crecimiento de colonias y morfologia
después de 24, 48 y 72 horas. Los resultados muestran que los agentes

evaluados no generan fenotipo en las cepas que contienen diferente informacion
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de apareamiento en un tratamiento crénico.

Tabla 4. Condiciones de estrés evaluadas en tratamiento créonico mediante
ensayo por dilucion en gota. Modificada de (Robledo-Marquez et al. 2016)

En la Fig. 3 se muestran los crecimientos que se obtuvieron de las diferentes
cepas en tres condiciones de estrés en exposicion cronica. Se puede observar que
las cepas que expresan Cgal-Cgalfa2z 6 Cgal-Cgalfa3 presentan el mismo
crecimiento que la cepa parental BG14 o que la cepa mutante nula en los tres loci
de aparemiento en los medios que contienen zinc, SDS y calcofluor. Esto
resultados nos sugieren que la informacién de apareamiento no se encuentra

relacionada con la respuesta a estas condiciones de estrés.
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Figura 3. Las cepas que expresan ambos tipos de informacion de manera
simultanea (Cga1-Cgalfa2 o Cga1-Cgalfa3) no presentan diferencia en su
fenotipo cuando se someten a diferentes condiciones de estrés comparadas
con la cepa parental. Se muestra el crecimiento de la cepa parental, la triple
mutante nula [(mtl1,2,3)A], las cepas que expresan simultaneamente Cga1l-
Cgalfa2 o Cga1-Cgalfa3 bajo tres condiciones de crecimiento donde se somete a
la célula bajo estrés a metales (Zn), dafio a membrana (SDS) y dafio a pared
celular (Calcofluor) en un ensayo de exposicion crénica; las células se crecieron a
30°C durante 48 horas.

Ademas de evaluar mediante ensayos de exposicidon créonica los diferentes
agentes causantes de estrés, decidimos hacer experimentos que nos permitieran
determinar de manera cuantitativa el efecto que éstos pudieran tener en las
diferentes cepas. Para ello, se realizaron mediciones de los tiempos de
duplicacién de las cepas que expresan Cgal-Cgalfa2z o Cga1-Cgalfa3 en
comparacion con la cepa parental o la cepa mutante nula en presencia de NaCl en
el medio a diferentes concentraciones. En la Fig. 4C se presentan los tiempos de
duplicacién de las diferentes cepas en presencia de tres concentraciones
diferentes de NaCl y no observamos diferencias en los tiempos de duplicacion. Se
midié la concentracién minima inhibitoria (MICso) para cada cepa en presencia de
peréxido de hidrégeno (H20,) y fluconazol (Fig. 4A y B). Nuevamente, la MICs
para fluconazol y H,O, es igual en las cepas que expresan diferente tipo de

informacion de apareamiento, inlcuso en la cepa que no contiene los genes MTL.
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Figura 4. Cepas que expresan simultaneamente Cga1-Cgalfa2 o Cga1-Cgalfa3
no muestran diferencia en su fenotipo bajo diferentes condiciones de estrés
o capacidad de colonizacion en comparacion con la cepa parental. (A)
Células en fase estacionaria de las cepas indicadas se diluyeron en medio YPD
fresco de manera que después de 8 duplicaciones lleguen a una DOgoo de 0.5. Las
células se diluyeron nuevamente en medio fresco a una DQOgy de 0.01 con
diferentes concentraciones de H;O, (desde 0.3125 a 50mM), se distribuyeron en
cajas de 100 pozos (Honeycomb) y se incubaron a 30°C en el equipo Bioscreen C
donde se monitored la DOgoo cada 15min durante 24h. La MICsy se determind
tomando como base la curva dosis respuesta. Los datos son la media de tres
experimentos bioldgicos independientes. (B) Cultivos en fase estacionaria de las
cepas indicadas se inocularon a una DOggo de 0.01 en medio YPD con diferentes
concentraciones de fluconazol (desde 0.0078 hasta 256ug/mL). La suspension
celular se colocé en cajas de 100 pozos (Honeycomb) y se incubaron a 30°C y la
DOeoo se monitore6 cada 15 min durante 24 hrs. Las MICs, se determinaron
tomando como base la curva dosis respuesta. El control positivo es la cepa hst1A
que es resistente a altas dosis de fluconazol y el control negativo es la cepa pdr1A
que es sensible. (C) Cultivos en fase estacionaria de las cepas indicadas se
inocularon a una DOgyp de 0.01 en YPD con las concentraciones de NaCl
indicadas. Las suspensiones celulares se colocaron en cajas de 100 pozos
(Honeycomb), se incubaron a 30°C y se monitored la DOgpp cada 15min durante
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24h y con esos datos se calcularon los tiempos de duplicacion. (D) Las cepas que
expresan simultdneamente los genes Cga1-Cgalfa2 6 Cga1-Cgalfa3 presentan la
misma eficiencia de colonizacion de los diferentes 6rganos que la cepa parental,
en un modelo de infeccion sistémica en ratdén. Se infectaron grupos de 6 ratones
con 4x10” células de las cepas indicadas por la vena caudal. Siete dias después
de la infeccién los ratones se sacrificaron y los 6rganos se homogenizaron y se
platearon para determinar las unidades formadoras de colonias (u.f.c). Se
muestran los datos de un experimento representativo. Cada simbolo representa un
ratén y la linea horizontal representa la media de los 6 ratones utilizados por grupo
inoculados con cada cepa de C. glabrata.

Otros agentes que pueden causar estrés en la célula son las condiciones
nutricionales (Anexo 2); Por ello, decidimos evaluar el tiempo de duplicacion de las
cepas que expresan simultaneamente los genes Cga1-Cgalfa2 o Cga1-Cgalfa3 en
presencia de diferentes condiciones nutricionales; es decir, diferentes fuentes de
carbono 6 nitrégeno. En la Fig. 5A, B y C se muestran tres graficas con los tiempo
de duplicacion de las diferentes cepas evaluadas en presencia de tres diferentes
fuentes de carbono. Nuestros resultados muestran que no hay diferencias en los
tiempos de duplicacién de la cepas que expresan simultaneamente Cga1-Cgalfa2
0 Cgal1-Cgalfa3 en comparacion con la cepa parental o la cepa triple mutante.
Esto indica que es probable que no exista una relacidon entre la informacién de
apareamiento y la asimilacién de diferentes fuentes de carbono y nitrégeno en C.

glabrata.
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Figura 5. Las cepas de C. glabrata que expresan simultaneamente Cga1-
Cgalfa2 o Cga1-Cgalfa3 asimilan diferentes fuentes de carbono igual que la
cepa parental BG14. Se crecieron cada una de las cepas indicadas hasta fase
estacionaria y se diluyeron en medio fresco YP con glucosa, etanol o acetato de
potasio como fuentes de carbono. Se llevaron a una DOggo de 0.01. Se tomaron
300uL de cada suspension de células y se colocaron en una placa de 100 pozos
(Honeycomb), se incubaron en el BioscreenC por 24h a 30°C y se realizaron
mediciones cada 20min. Se presenta el promedio de tres experimentos
independientes en cada medio evaluado.

La cepas que expresan simultaneamente la informacion a y alfa colonizan de
manera eficiente los 6rganos blanco en un modelo de ratén en una infeccién
sistémica.

Ademas de caracterizar el crecimiento de las cepas que expresan Cga1-Cgalfa2 o
Cgal-Cgalfa3 en diferentes agentes causantes de estrés in vitro, decidimos
evaluar la capacidad de colonizacidén y persistencia dentro del hospedero en un
modelo de ratdn en una infeccion sistémica. La Fig. 4D muestra las unidades
formadoras de colonias que se encuentran en higado, bazo y rifiones, que nos
indica la capacidad de colonizacion que tienen las diferentes cepas en un modelo

murido de infeccion sistémica. Podemos observar que no se encuentran
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diferencias significativas en la capacidad de colonizacion de las cepas que
expresan simultaneamente Cga1-Cgalfa2 o Cga1-Cgalfa3 con respecto a la cepa
parental BG14 o incluso con respecto a la cepa que no contiene informacion MTL
(mtl1,2,3)A. Los resultados obtenidos nos sugieren que la informacion de
apareamiento no se encuentra relacionada con la capacidad de colonizacion de C.

glabrata en un modelo de infeccion sistémica en ratén.

Las proteinas a1 y alfa2 de C. glabrata interactuan directamente in vivo,
mientras que alfa3 forma homodimeros.

En S. cerevisiae las proteinas Sca1 y Scalfa2 interaccionan entre si y forman un
heterodimero que regula genes diferentes de los que regula cada proteina por
separado. Nos preguntamos si la proteina Cgal podia interactuar directamente
con Cgalfa2 o Cgalfa3 (o ambas) cuando las expresamos de manera simultanea
en la célula. La mayoria de los aminoacidos necesarios para la interaccion entre
las proteinas Scal y Scalfa2 (para formar el heterodimero Sca1-Scalfa2), se
encuentran conservados en los ortdlogos de C. glabrata (Anexo 1B). Para
determinar si en C. glabrata se puede formar este heterodimero, utilizamos un
ensayo de complementacidon bimolecular por fluorescencia (BiFC) (Sung and Huh
2007). Generamos plasmidos compatibles que expresan una fusion proteinica del
fragmento amino-terminal o del carboxilo-terminal de la proteina fluorescente
Venus-YFP (VN o VC) con el extremo amino de cada uno de las proteinas
codificadas en CgMTL (Cga1, Cgalfa2, Cgalfa3). Cada una de ellas esta separada
de los extremos VN o VC mediante un linker que esta compuesto por cinco
repeticiones de los aminoacidos G y A. Las fusiones se expresaron bajo la

actividad del promotor inducible del gen MET3 (Anexo 4).

Transformamos C. glabrata con la combinacién de los plasmidos para poder
coexpresar en la misma célula ambas partes de la proteina YFP fusionada a cada
una de las proteinas Cga1, Cgalfa2 6 Cgalfa3d para evaluar si se regenera la YFP
funcional. Si Cga1 interactua fisicamente con Cgalfa2 o Cgalfa3, ambas mitades

de YFP se pueden unir y regenerar la estructura de la proteina, la cual emitira
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fluorescencia que se puede detectar bajo el estimulo de luz UV, utilizando el
equipo FACS que estimula, detecta y separa células que emiten fluorescencia.
Utilizamos un control positivo para corroborar que las herramientas generadas
funcionan correctamente en C. glabrata. Para ello, fusionamos la proteina Scalfa2
de S. cerevisiae a cada uno de los extremos de la proteina Venus-YFP clonadas
en dos plasmidos compatibles, puesto que esta proteina forma homodimeros
(Smith and Johnson 1992; Tan and Richmond 1998). Realizamos la coexpresion
de estas fusiones en C. glabrata y se midio la fluorescencia mediante citometria de
flujo. En la Fig. 6B se muestran los resultados obtenidos donde claramente
podemos observar que cuando se coexpresan ambas fusiones de Scalfa2, las
células emiten fluorescencia (control positivo, color marrén). Medimos la
fluorescencia en construcciones en C. glabrata que expresan la combinacién de
los plasmidos, uno de ellos que etiqueta en el extremo amino-terminal la proteina
Cga1 fusionada con el fragmento VN de la proteina Venus-YFP y el otro plasmidos
que contiene como etiqueta la parte complementaria de Venus-YFP (VC)
fusionada con Cgalfa2 o Cgalfa3. En la Fig. 6B se observa una sefal de
fluorescencia en la construccion donde se expresan simultdneamente Cga1-
Cgalfa2 (VN-Cga1l; VC-Cgalfa2), esto indica la formacién de un heterodimero
entre estas dos proteinas. Sin embargo, no observamos fluorescencia en la
construccion que coexpresa Cga1-Cgalfa3 (VN-Cga1; VC-Cgalfa3), lo que sugiere
que no se forman heterodimeros entre Cgal y Cgalfa3. Sin embargo, pudimos
observar la formacion de un homodimero entre Cgalfa3 cuando coexpresamos de
VN-Cgalfa3 y VC-Cgalfa3. En cambio, no observamos fluorescencia cuando
coexpresamos VN-Cgalfa2 y VC-Cgalfa2, esto nos indica que Cgalfa2 no forma un

homodimeros pero que puede interaccionar con Cga1 al formar el heterodimero.
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Figura 6. Cgal y Cgalfa2 interactian directamente formando un
heterodimero. La interacciéon entre las proteinas codificadas en CgMTL
fueron evaluadas mediante el ensayo de Complementacién Bimolecular por
Fluorescencia (BiFC). (A) Representacién de los plasmidos usados para el
ensayo de BiFC. Los plasmidos contienen fusiones traduccionales de los
fragmentos VN o VC de la proteina Venus-YFP fusionados en el extremo amino-
terminal de Cgal, Cgalfa2z o Cgalfa3 y separados por un linker de cinco
repeticiones de los aminoacidos G y A (L). Las fusiones se encuentran bajo el
control del promotor inducible del gen MET3. La cepa de C. glabrata que no
contiene informacién de apareamiento [(mtl1,2,3)A], se transformdé con dos
plasmidos que contienen la combinacion a estudiar cada uno con diferente
marcador de seleccion. Como control positivo se utilizé la proteina Scalfa2 que
forma homodimeros. Cuando existe una interaccién directa entra las proteinas
fusionadas con los extremos de Venus-YFP se logra restaurar la configuracién y
se puede observar la emision de fluorescencia. (B) Las cepas contienen la
combinacion de plasmidos indicadas en la figura (a3VC-a2VN; a3VC-a1VN;
a2VC-a2VN; a2VC-a1VN y a3VC-a3VN). Los cultivos de cada cepa se crecieron
en medio OFF (+Met, +Cys) durante una noche. Después se realizaron dos
lavados con agua estéril, se indujeron las células cambiando a medio ON (sin Met
y Cys, ver Materiales y Métodos) durante 2.75h. Se tomaron alicuotas para
realizar las mediciones de fluorescencia mediante citometria de flujo. Los
resultados muestran la media de tres experimentos independientes y se
representa como unidades de fluorescencia. Los datos mostrados corresponden al
promedio de la media geométrica de cada una de las cepas después de restar el
valor promedio de la media geométrica del control negativo. El control negativo
expresa dos plasmidos con las fusiones de Scalfa2 en el amino terminal con el
mismo fragmento de la proteina YFP (Scalfa2-VC, Scalfa2-VC).
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* Los valores son estadisticamente significativos para las cepas que expresan a3VC-
a3VN y a2VC-a1VN.

Para corroborar los datos obtenidos mediante BiFC, realizamos un ensayo de
coinmunoprecipitacién de cepas que expresan plasmidos con los genes Cgalfa2 o
Cgalfa3 fusionados en el amino terminal con el epitopo c-Myc unidos mediante un
linker (5 repeticiones de los residuos G y A) y bajo la expresién del promotor
inducible Pyrs; ademas cada una de estas cepas fue transformada con plasmidos
que expresan Cgalfa2, Cgalfa3 o Cgal fusionados en el extremo amino con el
epitopo Flag unido con un linker bajo el mismo promotor inducible Pyrs, de tal
manera que se generaron cepas que expresaran todas las combinaciones
posibles: Cga2-cMyc Cgoa2-Flag; Cga2-cMyc Cga3-Flag; Cga2-cMyc Cga1-Flag;
Cga3-cMyc Cgal-Flag; Cga3-cMyc Cga3-Flag (Tabla 1). Se realizd la extraccion
de proteina de cada una de las cepas después de inducir la expresion con 2mM
de CuSOs durante 2h (ver Materiales y Métodos). Para el experimento,
inmunoprecipitamos los extractos de proteina con perlas de sefarosa acopladas al
anticuerpo c-Myc (de esta manera precipitamos las proteinas Cga3-cMyc o Cga.2-
cMyc), y los inmunoprecipitados se utilizaron para realizar dos Western blots. Uno
de ellos se reveld utilizando el anticuerpo primario contra c-Myc con el cual se
evalua el “input”, es decir el total de la proteina de fusién inmunoprecipitada con el
que iniciamos el ensayo. Como control negativo utilizamos una cepa que no
contiene ninguna etiqueta ((mtl1,2,3)A o AAA). En el carril 1 del Western se
observa la cepa no etiquetada en la cual no detectamos sefial (Anexo 5). En los
carriles del 2 al 6 se puede observar la sefal que corresponde a las proteinas
Cgalfa3 y Cgalfa2 etiquetadas con el epitopo c-Myc (que son las
inmunoprecipitadas). En el siguiente panel (carriles del 7 al 8) inmunodetectamos
con el anticuerpo primario a-Flag, de esta manera pudimos observar que Cgalfa3
forma dimero con ella misma (carril 8). Ademas en el carril 10 podemos observar
que Cgal coinmunoprecipita con Cgalfa2. Estos resultados concuerdan con lo
obtenido mediante BiFC. Otra observarcion es la coinmunoprecipitacion de Cga1
con Cgalfa3 que se puede observar en el carril 12 del Anexo 5. Por ultimo en el
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carril 9 se observar una sefal muy débil que corresponde a la deteccién de
Cgalfa2 con una posible formacién de dimero con ella misma; sin embargo, esta
sefal es muy débil y ademas la formacion de homodimeros de Cgalfa2 no se
puede detectar por medio de BiFC, por lo que es probable que Cgalfa2 no forma

homodimeros eficientemente.
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IV. Discusion

Aunque C. glabrata tiene una relacién filogenética muy cercana con S. cerevisiae
existen diferencias importantes en cuanto a la habilidad de mantener la identidad
del tipo celular sexual y la reproduccién sexual. C. glabrata ha conservado los loci
CgMTL1, CgMTL2, CgMTL3 en una disposicidon similar a los tres loci de
apareamiento de S. cerevisiae (SCMAT, ScHMR y ScHML respectivamente). Sin
embargo, la regulaciéon de la expresion de los genes que se codifican en estos loci
en S. cerevisiae, asi como la expresion de genes especificos del tipo celular no se
encuentran conservados en C. glabrata. Por ejemplo, CgMTL2 es
transcripcionalmente activo en C. glabrata mientras que éste es eficientemente
silenciado en S. cerevisiae, lo cual es esencial para determinar la identidad del tipo
celular (Muller et al. 2008; Ramirez-Zavaleta et al. 2010). Ademas, C. glabrata no
mantiene la expresidn de genes especificos del tipo celular; i.e. genes que en S.
cerevisiae estan expresados de manera especifica debido a la regulacion que
ejerce el alelo que se encuentra presente en el locus MAT. En C. glabrata estos
genes llamados especificos del tipo celular se expresan sin importar la informacion
presente en los loci MTL, o inlcuso en ausencia de informacién de apareamiento
[mtl(1,2,3)A] (Ramirez-Zavaleta et al. 2010).

C. glabrata contiene una variante del gen alfa2 mas larga en el locus CgMTL3
llamada alfa3.

En este trabajo nosotros hemos mostrado primero que C. glabrata codifica dos
variantes del gen Cgalfa2 que nosotros hemos llamado Cgalfa2 y Cgalfa3. Cgalfa2
esta codificado en el locus CgMTL1 (en aislados clinicos con informacion alfa en
este locus), y Cgalfa3 esta presente en CgMTL3. CgMTL3alfa3 esta conservado
en C. glabrata, ya que esta presente en 4 aislados clinicos diferentes que nosotros
hemos secuenciado (datos no mostrados). Sin embargo, CgMTL3alfa3 esta
silenciado en C. glabrata y por ello, solamente una pequefia fraccion de la

poblacién de cualquier cultivo puede expresar CgMTL 3alfa3.
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La expresidon simultanea de Cgal-Cgalfa2 6 Cga1-Cgalfa3 no presenta
fenotipo observable en C. glabrata.

En células diploides de S. cerevisiae y células heterocigotas en el locus MTL de C.
albicans, el heterodimero a1-alfa2 se forma, el cual es un regulador transcripcional
con propiedades diferentes a las que presentan las dos proteinas por separado
(Goutte and Johnson 1993; Johnson 1995; Miller and Johnson 2002). En S.
cerevisiae, el heterodimero Sca1-Scalfa2 reprime un grupo de genes que estan
involucrados en una variedad de procesos; por ejemplo, algunos genes son unicos
de células haploides, otros estan involucrados en meiosis, esporulacion vy
respuesta a feromonas y estrés osmético. En C. albicans, los genes reprimidos por
el heterodimero Caa1-Caalfa2 incluyen genes involucrados en el cambio
morfogenético, algunos genes que participan en funciones relacionadas con el
apareamiento, y otros mas que se han relacionado con la virulencia (Bennett and
Johnson 2003; Galgoczy et al. 2004). En este trabajo construimos cepas de C.
glabrata que expresan ambos genes simultaneamente Cga1-Cgalfa2 o Cga1l-
Cgalfa3 para determinar si estas cepas muestran un fenotipo en el crecimiento
bajo diferentes condiciones de estrés. Como se muestra en la Tabla 4 y Anexo 2,
no encontramos ningun fenotipo en el crecimiento, incluso cuando evaluamos el

crecimiento bajo diferentes condiciones de estrés o nutricionales en ambas cepas.

El hecho de que C. glabrata no parezca mantener la identidad del tipo cellular; es
decir, los genes llamados de tipo celular se expresan independientemente de la
informacion presente en CgMTL1, sugiere que en C. glabrata estos genes podrian
estar involucrados en la regulacién de un conjunto de genes diferentes (Ramirez-
Zavaleta et al. 2010). En un experimento preliminar en donde analizamos el
transcriptoma de células que expresan Cgal-Cgalfaz o Cgal-Cgalfa3 no
encontramos diferencias en la expresion de los genes llamados especificos del
tipo celular cuando se comparan con la cepa que no contiene informacion de
apareamiento (mtl1,2,3)A. Aun falta analizar el transcriptoma de las cepas que
expresan solamente uno de los genes de CgMTL y bajo diferentes condiciones

para poder determinar qué genes, si existen algunos, estan regulados por estos
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factores de transcripcidén putativos. Ademas necesitamos realizar un experimento
de ChlIP-seq para encontrar si estas proteinas se unen a secuencias de ADN

blanco.
Cgaly Cgalfa2 pueden interaccionar para formar un heterodimero.

En C. glabrata, las variantes Cgalfa2 y Cgalfa3 comparten homologia con el gen
Scalfa2 y conservan varios de los aminoacidos involucrados en la interaccion con
Scal (Anexo 1). Para determinar si estas proteinas pueden interactuar entre ellas
o formar homodimeros, realizamos fusiones traduccionales con los fragmentos N-
o C-terminales de la proteina fluorescente YFP con el N-terminal de cada proteina,
ya que en S. cerevisiae estas proteinas interactuan a través de sus respectivos C-
terminales. Para este experimento las fusiones construidas estan bajo la actividad
del promotor inducible del gen MET3 (Fig. 6A). Encontramos evidencia de una
interaccién directa entre Cga1 y Cgalfa2 pero no entre Cga1 y Cgalfa3, mediante
BiFC (Fig. 6B). Esto es notable ya que en las cepas naturales de C. glabrata, que
son haploides, normalmente no expresan Cgal y Cgalfa2 en la misma célula, ya
que el ARNm de Cgal solamente se procesa correctamente cuando el transcrito
proviene de CgMTL1 (no de CgMTL2) y Cgalfa2 se encuentra presente solamente
en CgMTL1 (no en CgMTL3). Por lo tanto, la unica combinacion que pudiera
ocurrir de manera natural podria ser Cga1 y Cgalfa3 (de CgMTL1a 'y CgMTL 3alfa
respectivamente), o Cgalfa2z y Cgalfa3 (de CgMTL71alfa y CgMTL3alfa
respectivamente), con ninguna de las cuales observamos la formacion de
heterodimeros. Sin embargo, la expresion artificial de Cga1 y Cgalfa2 (nuestra
cepa construida), que podria formar heterodimeros, no dio lugar a fenotipos
observables que se asociaran con éste. Es evidente que si estas proteinas tienen
una funcién en C. glabrata, ésta no es similar a la previamente descrita en S.

cerevisiae.

Pudimos detectar una interacciéon entre moléculas de Cgalfa3, esto indica una
formacion de homodimeros, no asi para Cgalfa2 en C. glabrata (Fig. 6B). Hasta el

momento no se conoce si Cgalfa3 u homodimeros de Cgalfa3 pueden unirse a
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ADN vy tener una funcion especifica. Estamos en proceso de construir cepas que
solamente expresen Cgalfa3 desde CgMTL1 asi como cepas que solamente

expresen uno de los genes MTL desde CgMTL1.

El dato de que Cgal y Cgalfa3 co-inmunoprecipitan pero no se detecta este
heterodimero por BiFC, podria indicar que estas proteinas interaccionan pero no
de manera directa. De hecho podrian estar interactuando como parte de un
complejo donde tal vez la proteina mayoritaria sea Cgalfa3 y en menor cantidad,
algunas moléculas de Cga1. Es posible que exista un impedimento estérico entre
estas proteinas o que las etiquetas no permitan que la interaccién se realice de
manera correcta. El ensayo de co-inmunoprecipitacién (ColP) nos corrobora la
interaccién que se obtiene por BiFC entre las proteinas Cga1-Cgalfa2 y Cgalfa3-
Cgalfa3 (Anexo 5) ElI homodimero Cgalfa2-Cgalfa2 parece no formarse
eficientemente, ya que sélo pudimos observar una sefial muy débil por co-
inmunoprecipitacion pero no por BiFC, a diferencia de la formacion muy eficiente

de homodimeros de Cgalfa3.
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V. Resultados y Discusion Adicionales

La informacion de apareamiento no tiene efecto en la colonizacion de un
modelo murino en una infeccion sistémica cuando se realizan ensayos de
competencia.

Para poder evaluar si la informacién de apareamiento tiene algun efecto sutil en la
capacidad de colonizacion en una infeccion sistémica en C. glabrata, decidimos
evaluar mediante ensayos de infeccion in vivo en competencia entre las cepas que
expresan de manera simultanea los genes Cga1-Cgalfa2z o Cga1-Cgalfa3 y la
cepa parental en un modelo murido (ver Materiales y Métodos). Analizamos la
colonizacion del higado, bazo y rifilones de cada ratdn. El experimento consistié en
mezclar numeros iguales de células de la cepa parental y de una de las cepas que
probamos para inyectarlas en la vena caudal de los ratones. La primera mezcla
consisti6 en células de la cepa parental y la que expresa Cgal-Cgalfa2
simultdneamente; la segunda mezcla fue la cepa parental y la que expresa Cga1-
Cgalfa3. Ademas, inoculamos ratones con cada una de las cepas por separado.
Los resultados que obtuvimos no muestran diferencias significativas en la
capacidad de colonizacion de las cepas que se retaron con la cepa parental
solamente comparada con las mezclas (Fig. 7). Podemos observar que la
capacidad de colonizacion de las cepas con diferente informacion de
apareamiento es similar. Estos datos sugieren que la capacidad de colonizacion
de C. glabrata no se ve afectada por la presencia de los genes Cga1, Cgalfa2 y
Cgalfa3. Probablemente la capacidad de colonizacion de este hongo patégeno no
esta relacionada con la informacién de apareamiento como previamente se ha

descrito para el hongo patogeno C. albicans (Bennett et al. 2003).
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Figura 7. Ensayo de competencia de colonizacién en un modelo murido de
infeccion sistémica. Se infectaron grupos de 6 ratones con 4x10” células de
las cepas indicadas por la vena caudal. Para la competencia se inocularon
2x10” células de la cepa parental y la misma cantidad para la cepa que expresa
Cgal-Cgalfa2 o Cga1-Cgalfa3 al mismo tiempo (una relacion 1:1 de cada cepa por
ratén). Siete dias después de la infeccion los ratones se sacrificaron y los érganos
se homogenizaron y se platearon para determinar las unidades formadoras de
colonias (u.f.c). Se muestran los datos de un experimento representativo.