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Resumen
El secretoma de Candida glabrata induce la expresion de CTA1 (catalasa) y EPA2

(adhesina)

Todas las células estan sujetas a fluctuaciones ambientales y para adaptarse y
sobrevivir deben poseer mecanismos de deteccion y transmision de informacién
extracelular para inducir la transcripcion de genes de Respuesta a Estrés Ambiental
(REA). Los principales estudios sobre la REA se han realizado en S. cerevisiae cercana
filogenéticamente a C. glabrata, una levadura patégena oportunista, que causa
candidiasis invasiva. C. glabrata tiene una alta resistencia al estrés oxidante
principalmente en fase estacionaria. Esta alta resistencia puede deberse a que los
metabolitos que secreta C. glabrata autoinducen la expresion de genes de Respuesta a
Estrés Oxidante (REO), tal como ocurre en otros organismos. El objetivo de nuestro
trabajo fue determinar si los metabolitos del secretoma en medio condicionado (MC) de
C. glabrata inducen la REO asi como determinar las posibles vias de sefalizacién por
las cuales se induce la expresion de genes REO en presencia de los metabolitos
secretados. Utilizamos mutantes en los factores de transcripcion Yapl, Skn7, Msn2 y
Msn4 y en las cinasas Ygk3, Tpk3 y Rim15 que en S. cerevisiae se han relacionado con
la REO. Para medir la actividad de los metabolitos y determinar las vias de transduccion
implicadas en esta respuesta utilizamos tres promotores de genes de la REO: SRX1
(sulfiredoxina), CTAL (catalasa) y EPA2 (adhesina) fusionados con la proteina verde
fluorescente GFP. Finalmente evaluamos la expresion de cada promotor en los
diferentes fondos genéticos en presencia de MC y/o en presencia de los compuestos
puros del secretoma de C. glabrata. Determinamos que el MC induce la expresion de
CTAL, que el 1-dodeceno (C12) es una de las moléculas sefializadoras del MC ya que
induce la expresion de CTAL y que Tpk3 reprime la expresién de CTAL en presencia de
C12, ademas el C12 induce la expresion de CTAL al inhibir la via TOR. EPA2 aumenta
ligeramente su expresion en presencia de MC en las mutantes de Tpk3, Ygk3 y en

particular en la mutante Rim15. SRX1 no respondio a la presencia de MC ni al C12.

PALABRAS CLAVE: respuesta a estrés oxidante, 1-dodeceno, CTALl, EPA2, SRX1,
Candida glabrata, Ygk3, Tpk3 y Rim15
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Abstract

Candida glabrata’s secretome induces the expression of CTAL (catalase) and
EPA2 (adhesin)

Living cells are exposed to environmental changes and in order to adapt and
survive, they must have mechanisms for detecting and transducing extracellular
information to induce the expression of the Environmental Stress Response (ESR) genes.
ESR has been described in S. cerevisiae, which is closely related phylogenetically to
Candida glabrata, an opportunistic fungal pathogen that causes invasive candidiasis. C.
glabrata has a high resistance to oxidative stress, particularly in stationary phase
conditions. This increase in resistance may be due to the presence of metabolites
secreted by C. glabrata. These metabolites could autoinduce the expression of stress
response genes, as has been described in other organisms. In this work, we determined
whether the metabolites of C. glabrata’s secretome induce high resistance to oxidative
stress and we evaluated the possible signal transduction pathways regulating the
Oxidative Stress Response (OSR) genes induced in the presence of the Conditioned
Medium (CM). For this, we worked with mutant strains lacking the transcription factors
Yapl, Skn7, Msn2 and Msn4 and the kinases Ygk3, Tpk3 and Rim15, which have been
described in S. cerevisiae. In order to evaluate the activity of these metabolites and to
determine which kinases could be implicated in the signal transduction pathways, we
constructed transcriptional fusions with oxidative stress responsive promoters: SRX1
(sulfiredoxin), CTA1l (catalase) and EPA2 (adhesin) with GFP. We evaluated the
expression of each promoter in the different genetic backgrounds in the presence of CM
and/or in the presence of pure metabolites identified in the secretome of C. glabrata. CM
and 1-dodecene (C12), one of the signaling molecules of the CM induce the expression
of CTALl and Tpk3 down-regulates the expression of CTAL in the presence of C12.
Furthermore, we propose that C12 induces the expression of CTAL by inhibiting the TOR
pathway. EPA2 expression is increased slightly in the tpk3A and ygk3A mutants and

especially in the rim15A mutant. SRX1 expression was not affected by CM or C12.

KEY WORDS: Oxidative stress response, 1-dodecene, CTAl, EPA2, SRX1, Candida
glabrata, Ygk3, Tpk3 and Rim15
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Introduccion

Todas las células detectan y responden a los cambios en el ambiente a través
de la reprogramacion de su expresion génica. En particular, cuando las levaduras
se encuentran en un ambiente que genere estrés nutricional, osmatico, térmico u
oxidativo, las células desencadenan una respuesta para adaptarse a la nueva
condicion. A este mecanismo se le conoce como Respuesta a Estrés Ambiental
(REA). La REA posee al menos dos elementos esenciales a) las cinasas que
detectan y transmiten la informacion y b) los factores de transcripcion que se activan
e inducen la transcripcién génica (Mace et al., 2020; Roetzer et al., 2008).

En la levadura Saccharomyces cerevisiae la regulacion de la REA esta
regulada en mayor parte por las vias de sefializacion de Proteina Cinasa A (PKA) y
por el Blanco de la Rapamicina (TOR). Esas son las principales cinasas (Tpk1/2/3
y Torl/2) encargadas de fosforilar a los factores de transcripcion que controlan los
genes REA. Ambas vias consisten en la induccion o represiéon de genes bajo

condiciones ambientales especificas (Mace et al., 2020).

En S. cerevisiae, PKA estd compuesta por 2 subunidades reguladoras
codificadas por el gen BCY1 y 3 subunidades cataliticas codificadas por los genes
TPK1, TPK2 y TPK3. Estas 3 proteinas presentan una alta identidad en sus
secuencias, Tpkl tiene una identidad del 67.12% con Tpk2 y de 74.24% con Tpk3,
mientras que Tpk2 y Tpk3 tienen una identidad del 67.3 %. La via PKA actla para
regular la respuesta a nutrientes, el metabolismo, el ciclo celular, el crecimiento, la
transcripcion y la respuesta a estrés. PKA se activa en presencia de fuentes de
carbono fermentables a través de dos mecanismos diferentes. La activacion de PKA
a través de la deteccién de glucosa extracelular comienza cuando el receptor Gprl
acoplado a proteinas G, detecta la presencia de glucosa o sacarosa en el medio.
Gprl transmite la sefial a las proteinas G (complejo hetero-trimérico Ga/l3/ y), donde
la subunidad Ga libera una molécula de GDP e incorpora una molécula de GTP.
Una vez activa la proteina Ga se disocia de las subunidades R y vy, para activar a la

enzima adenilato ciclasa (Cyrl) e inducir la produccion de Adenosin Monofosfato



Ciclico (AMPc) una pequefia molécula que se une a la subunidad reguladora de
PKA e induce un cambio conformacional que permite la liberacion de las
subunidades cataliticas. Las subunidades cataliticas una vez liberadas pueden
actuar sobre diversos factores de transcripcion y regular la expresion de genes. Por
otro lado, la activacion de PKA a través del contenido de glucosa intracelular ocurre
cuando se detecta el producto de degradacion de glucosa Fructosa 1.6 bifosfato y
la proteina Cdc25 activa a las proteinas Ras1/2 que actian de forma directa sobre
Cyrl para inducir la produccion de AMPc. La PKA es esencial solo en la triple
mutante en las 3 subunidades cataliticas, mientras que la mutante de Gpa2
encargada de activar a la adenilato ciclasa o de alguna de las fosfodiesterasas Pdel
y Pde2 que controlan la concentracion de AMPc no son esenciales, pero si afectan
las sefializacion de PKA (Barraza et al., 2021; Huang et al., 2019; Ma et al., 1999;
Nikawa et al., 1987; Timmermans, 2021). (Figura 1).

TOR es una fosfotidinositol cinasa que pertenece a la via de sefializacién por
mitdgenos. La via TOR esta regulada por nutrientes (aminoacidos y factores de
crecimiento) y controla a su vez diversos procesos celulares tales como la
transcripcion, la traduccién, la progresion de fase G1 a S en el ciclo celular y la
autofagia. La via TOR se puede inhibir con rapamicina. La rapamicina es un
macrolido lipofilico que inhibe la proliferacion celular al formar un complejo con la
proteina Fkbp12. El complejo Rapamicina-Fkbp12 se une a TOR e inhibe su funcién.
En presencia de nutrientes TOR regula positivamente la traduccién, transcripciéon y
biogénesis del ribosoma y regula negativamente procesos como la degradacion de
RNA y proteinas. Cuando las células detectan la presencia de nutrientes TOR
induce la formacion de un complejo entre la fosfatasa Sit4 y la proteina Tap42 y una
vez en el complejo Tap42 inactiva la funcién de Sit4 que desfosforila proteinas
efectoras de TOR. En las células expuestas a rapamicina el complejo Rapamicina-
Fkbpl2 inhibe la sefializacion de TOR y esto genera una alteracion de muchos
procesos celulares. TOR posee dos complejos Torcl y Torc2 que tienen funciones
coordinadas y opuestas a la vez. Torcl se encarga de regular la traduccion global,
favorece la expresion de genes relacionados con el crecimiento y el metabolismo y

reprime genes de respuesta a estrés. Por otro lado, Torc2 se encarga de la
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transcripcion, supervivencia celular, transporte de glucosa y la respuesta a estrés,
entre otros (Cutler et al., 1999; Pelczar et al., 1998; Wilson & Roach, 2002) (Figura
2).

Candida glabrata es filogenéticamente mas cercana a S. cerevisiae que a
otras especies del género Candida. Se ha establecido que a pesar de algunas
diferencias, la REA estd muy conservada entre ambas especies (Roetzer et al.,
2008).

Candida glabrata es una levadura patégena oportunista que se encuentra de
forma normal como un organismo comensal en las mucosas del huésped, pero
puede emerger como patdgeno cuando el sistema inmunoldgico se debilita. C.
glabrata en las ultimas décadas se ha posicionado como la segunda especie de su
género mas aislada en individuos con candidiasis invasiva (Hassan et al., 2021;
Toda et al., 2019).

En comparaciéon con C. albicans, C. glabrata tiene una alta tasa de
mortalidad, una mayor rapidez de propagacion y a pesar de no ser una levadura
dimorfica, causa una infeccion exitosa. La capacidad de adherencia a las células
epiteliales, la formacién de biopeliculas, la secreciébn de enzimas hidroliticas, la
resistencia a antifingicos y la adaptaciéon a estrés ambiental son factores de
virulencia que le permiten a C. glabrata colonizar los tejidos humanos y diseminar

la infeccion de forma exitosa (Hassan et al., 2021).

Las células fagociticas (macrofagos y neutrofilos) del huésped son la primera
linea de defensa ante una infeccidén por microorganismos. Estas células fagociticas
se encargan de eliminar a los patdégenos al someterlos dentro del fagolisosoma a
condiciones extremas como la liberacion de Especies Reactivas de Oxigeno
(EROs), especies reactivas de nitrogeno, disminucion del pH y presencia de
enzimas hidroliticas. Para sobrevivir a las condiciones hostiles del hospedero, C.
glabrata debe tener una eficiente REA, dentro de la cual destaca la Respuesta a
Estrés Oxidante (REO) que contrarresta el dafio que generan las EROs (Gilbert et
al., 2015; Orta Zavalza, 2014).Sin la REO, C. glabrata no podria sobrevivir dentro

de las células fagociticas y continuar con la infeccién, ya que las EROs dafian a
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todas las biomoléculas (lipidos, proteinas, RNA y DNA) y producen muerte celular
(Gutiérrez-Escobedo et al., 2020).

A pesar de la importancia de la REO para la supervivencia de C. glabrata, no
se han descrito las vias de transduccion de sefiales encargadas de activarla. Por
otro lado, en S. cerevisiae tampoco se ha descrito una via de transduccién de
sefales exclusiva del estrés oxidante, sin embargo, se han registrado vinculos entre
la actividad de las vias de PKA'y TOR y la regulacién de los genes de respuesta a
estrés oxidante. Por un lado, la baja actividad de PKA induce la activacion de los
factores transcripcionales Msn2 y Msn4 a través de la regulacion positiva de la
cinasa Rim15. En presencia de nutrientes, la REO no se activa debido a la alta
actividad de PKA donde las Tpk1/2/3 sefializan negativamente a Rim15 y mantienen
inactivos a los factores de transcripcion Msn2 y Msn4 (Figura 1). Por otro lado, la
via TOR también esta implicada en la regulacion de la respuesta a estrés oxidante
al actuar sobre la cinasa Sch9 para regular negativamente a Rim15. Las vias TOR
y PKA convergen en Rim15 para regular la REO. Ademas, en S. cerevisiae se ha
identificado a la proteina de membrana Mtl1 como detector de estrés oxidante. Mtl1
transmite la sefal de inhibicibn a TOR1 y RAS2 en presencia de EROs o restriccion
calorica para activar la REA y por ende a los factores de transcripcion Msn2 y Msn4

que inducen la expresion de genes de la REO (De la Torre-Ruiz et al., 2011).

A pesar de que en C. glabrata no se conoce lo suficiente sobre las proteinas
cinasas que controlan la sefializacién de la REO, se ha determinado que hay cuatro

factores de transcripcion responsables de inducir la expresion de genes de la REO:

1. Msn2 y Msn4 son factores de transcripcion paralogos con dominios tipo dedos de
zinc y su funcién esta conservada entre C. glabratay S. cerevisiae. Ambas proteinas
tienen mayor actividad durante la Fase Estacionaria (FE) para inducir la respuesta
a condiciones generales de estrés. Msn2 y Msn4 contienen tres dominios
importantes: 1) NES para la exportacion nuclear ubicado al N-terminal que detecta
las sefiales de estrés y regula la localizacion en el citoplasma de Msn2 y Msn4
gracias a un motivo denominado HD1, 2) en el C-terminal esta el dominio NLS de
localizacion nuclear y 3) el dominio DBD de unién al DNA que reconoce los



elementos STRE. En S. cerevisiae Msn2 y Msn4 controlan la expresion de al menos
27 genes de REO. La mutante Scmsn2 y/o Scmsn4 ocasiona sensibilidad al H20x2.
Por otro lado, se ha demostrado que las cepas mutantes sencillas o dobles de
CgMSN2 y CgMSN4 no muestran sensibilidad en Fase Logaritmica (FL), pero si en
FE lo que confirma que su participacion es mayor durante FE (Briones-Martin-Del-
Campo et al., 2014; Cuéllar-Cruz et al., 2008; Morano et al., 2012; Roetzer et al.,
2008).

2. Yapl es un factor de transcripcion con cremallera de leucina tipo basico que se
une a las secuencias consenso TTACTAA de sus genes diana. Yapl de S.
cerevisiae y C. glabrata tienen un 37% de identidad y en S. cerevisiae se encarga
de regular de forma positiva la expresion de genes que codifican para proteinas de
respuesta a farmacos, metales pesados y agentes oxidantes. Yapl posee dos
dominios ricos en cisteina entre las regiones N-terminal y C-terminal denominados
n-CRD o c-CRD que detectan al oxidante. Un andlisis de interacciones reguladoras
de las proteinas Yapl han demostrado que CgYapl regula la expresion de genes
que participan en la resistencia a diferentes farmacos, al choque térmico y al estrés
oxidante, ademas, se autorregula, ya que controla su propia expresion y la de otros
factores de transcripcion al unirse a sus promotores. Ensayos de sensibilidad a H20:2
muestran que la mutante CgyaplA pierde resistencia a concentraciones de 10 mM
de H202y presenta pérdida de viabilidad a partir de 100 mM de H20:2 en condiciones
de FL. Mientras que en FE la mutante Cgyap1A tiene el mismo fenotipo que la cepa
parental lo que sugiere que Yapl se requiere solo en FL para regular la REO
(Briones-Martin-Del-Campo et al., 2014; Cuéllar-Cruz et al., 2008; Merhej et al.,
2016; Morano et al., 2012).

3. Skn7 es otro factor de transcripcion también conservado entre S. cerevisiae y C.
glabrata con un 48% de identidad. Skn7 permanece de forma constitutiva en el
nacleo y contiene elementos proteicos similares a los sistemas reguladores
bacterianos de dos componentes. Skn7 se ha vinculado con la respuesta a estrés
osmoético porque su actividad la controla la cinasa SInl. Ademas, se ha relacionado

con la REO al regular la expresion de los genes que codifican para enzimas



antioxidantes como TRX1, TRR1, TSAl1y CTA1. Al igual que Yapl, la actividad de
Skn7 se reprime por la via PKA al reclutar otros componentes en los promotores de
genes diana. ScSkn7 interactia con Ask10 para eliminar el efecto represor que
causa la Ciclina C (CycC) en los genes REO. En C. glabrata la mutante skn7A es
sensible a la exposicion de H202 y t-BOOH. Ademas, CgSkn7 parece actuar de
forma coordinada con CgYapl en la expresion de algunos genes diana en presencia
de 10 mM de H202en FL, ya que las mutantes sencillas de skn7Ay yaplAy la doble
mutante skn7A yaplA presentan los mismos fenotipos, una disminucion parcial de
la expresion de los genes TRX2 y TRR1 y una disminucion total de la expresion de
CTAl y TSAL en presencia de estrés oxidante. De hecho, se ha demostrado que
ScYapl y ScSkn7 interactian fisicamente en ausencia de DNA. Por otro lado, en
FE la mutante simple skn7A es mas sensible que la cepa parental y esto indica que
Skn7 esta activa en ambas condiciones metabdlicas (Briones-Martin-Del-Campo et
al., 2014; Cuéllar-Cruz et al., 2008; Morano et al., 2012; Mulford & Fassler, 2011;
Roetzer et al., 2008; Saijo et al., 2010).

En C. glabrata estos 4 factores de transcripcion regulan la expresion de

genes de la REO, entre los cuales se encuentran:

a) CTAL que codifica para una catalasa que descompone el H202 en agua y oxigeno
para mantener el balance redox en las células. Ademas, CgCTAL se induce bajo
inanicion por fuentes de carbono. Es posible que la mayor resistencia al estrés
oxidante de C. glabrata respecto a otras levaduras se deba en gran medida a Ctal.
CTAL contribuye a la resistencia a estrés oxidante y su expresion esta regulada por
Yaply Skn7 en FL y en FE se regula también por Msn2 y Msn4 (Briones-Martin-
Del-Campo et al., 2014; Cuéllar-Cruz et al., 2008). Ademas, la expresion heterdloga
de CgCTAl en S. cerevisiae (cepa BY4741) a partir del promotor de SCCTALl y en
las mutantes ScctlA, ScctalA y ScctlA ScctalA, confiere una mayor resistencia a

H202 (datos no publicados del laboratorio).

b) SRX1 codifica para una sulfiredoxina, que reduce el acido sulfénico conservado
en la region N-terminal de las peroxirredoxinas tipo 2-Cys Prx para reactivar su

actividad antioxidante de convertir el H2O2 en H20. En C. glabrata se ha demostrado



que la expresion basal de SRX1 es muy baja y puede incrementar 10 veces en
presencia de 5 mM de H202y esta induccion esta mediada por Yapl y Skn7. Se ha
propuesto que Srx1 podria regular la expresion de TSA2 que codifica para la
principal peroxirredoxina encargada de neutralizar el H202 (Gutiérrez-Escobedo et
al., 2020; Moon et al., 2013).

b) EPA2 es un ejemplo particular ya que codifica para una proteina de pared tipo
adhesina. EPA2 se localiza en la region subtelomérica del cromosoma E - derecho
y Su expresion esta sujeta a silenciamiento subtelomérico mediado por el complejo
SIR (Sir2, Sir3y Sird). EPA2 no se expresa in vitro, aun eliminando el silenciamiento
subtelomérico. Sin embargo, EPA2 se induce en presencia de H202en FEy FL y
esta expresion depende de Yapl y Skn7. Ademéas, EPA2 se induce in vivo

especificamente en el higado (Juarez-Cepeda et al., 2015).

Se ha demostrado que los patégenos fungicos presentan mayor resistencia
al estrés oxidante en FE. Nuestro grupo de trabajé confirmé este hecho al observar
gue la cepa parental BG14 presenta una mayor resistencia a altas concentraciones
de H202en FE que en FL. Con base a este antecedente se propuso que las células
en FE podrian sintetizar moléculas que sefializan e inducen la resistencia al estrés
oxidante dentro de la poblacion, ya que se ha demostrado que varios
microorganismos secretan moléculas para establecer comunicacién intercelular
como el quorum sensing. S. cerevisiae secreta feniletanol, tirosol y triptofol para
inducir filamentacion en células dentro de la poblacién, o C. albicans que secreta
farmesol para inducir resistencia al estrés oxidante (Chen & Fink, 2006; Deveau et
al., 2010). Para determinar si C. glabrata también tiene la capacidad de sefializar e
inducir la REO, se expuso la cepa de C. glabrata en FL al medio usado de células
en FE (MC, medio condicionado) y se observé que estas adquieren una mayor
resistencia a altas concentraciones de H202. Esto sugiere que las células en FE en
C. glabrata secretan moléculas para establecer comunicacion intercelular con
células de su misma poblacion e inducir la REO. La caracterizacion del secretoma
de C. glabrata indic6 que esta levadura también secreta moléculas que podrian

estar involucradas en la induccion de los genes de REO. Los principales metabolitos



encontrados en la caracterizaciéon fueron: Feniletanol, acido nonanoico y eicosano
compartidas con otras especies de su género y con S. cerevisiae. C. glabrata
también secreta moléculas Unicas como el 1- dodeceno, 2,5 dimetil undecano, 3,7

dimetildecano y octadecano (L6épez-Ramos et al., 2021).

El objetivo de este trabajo fue determinar si las moléculas del secretoma de
C. glabrata inducen la REO, y evaluar cuales son las vias de sefalizacion que estas
moléculas activan para generar dicha respuesta. Evaluamos a los factores de
transcripcion Yapl, Skn7, Msn2 y Msn4 y como genes reporteros usamos fusiones
transcripcionales de los promotores de SRX1, EPA2 y CTAL con la proteina verde
fluorescente GFP. Para caracterizar las vias de sefializacion usamos a las cinasas
Ygk3, Tpk3 y Rim15. Con estos experimentos determinamos que el Medio
Condicionado (MC) y el 1-dodeceno(C12) presente en el secretoma de C. glabrata
inducen la expresion de CTALl y que Tpk3 regula negativamente la expresion de
CTAL. Ademas, encontramos que el C12 parece inducir la expresion de CTA1 al
inhibir la via TOR. Para EPA2 observamos que en MC se induce su expresion en
ausencia de las cinasas Tpk3, Ygk3y en especial en ausencia de Rim15. Esto indica
gue estas cinasas son reguladores negativos de la expresion de EPA2. La expresion

de SRX1 no esta regulada por el MC ni por ninguna de estas cinasas.



Materiales y métodos

Cepas
Las cepas utilizadas en este trabajo estan descritas en la Tabla 1.

Oligonucledtidos y plasmidos
Los oligonucledtidos y plasmidos utilizados en este trabajo estan descritos en las

Tablas 2 y 3 respectivamente.

Medios de cultivo

Las cepas de C. glabrata se crecieron en medio CAA que contiene 1.7 g/L de base
nitrogenada de levadura, 6 g/L de casaminoacidos, 5 g/L de sulfato de amonio y 2%
de dextrosa. Las cepas de E. coli se crecieron en medio LB que contiene 5g/L de
extracto de levadura, 10g/L de Triptona, 5g/L de NaCl. El medio LB se suplemento

con carbenicilina 100 pg/mL (Invitrogen TM 132) para seleccionar los plasmidos.

Para el Medio Condicionado (MC) de la cepa parental BG14 se utiliz6 medio YPD
que contiene 10 g/L de extracto de levadura, 20 g/L de peptona, 10 mL/L de uracilo
100X y 2% dextrosa.

Generacion de mutantes

Las mutantes nulas en los genes que codifican para cinasas se hicieron mediante
el reemplazo del ORF por URAS3 de la siguiente manera: 1) Se identificaron en C.
glabrata los genes ortélogos de TPK2 (CAGL0G09020g), TPK3 (CAGLOM08404q),
YGK3 (CAGLOEO01683g) y RIM15 (CAGLOK12562g) de S. cerevisiae. 2) Se
amplificaron las regiones intergénicas del 5" y del 3° de cada gen, y estos
fragmentos se fusionaron con el marcador URA3 flanqueado por secuencias
repetidas directas FRT mediante PCR de fusion. 3) La cepa parental BG14 se
transformé con la fusion previamente purificada 5"UTR::URA3::3’"UTR de cada gen.
4) Las cepas transformantes se seleccionaron en cajas de CAA. Para identificar las
mutantes se hizo un PCR para detectar la ausencia de los genes de interés con
oligonucleotidos que amplifican una region interna de cada gen. Para corroborar el
correcto reemplazo de cada fusion en el locus se utilizo un oligo al 5" que se alinea

fuera de la construccion y un oligo 3’ que se alinea dentro de URAS, y un oligo al &’
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que se alinea en URA3 y un oligo 3’ que se alinea fuera de la construccion.
Finalmente se hizo una amplificacion que va del 5" al 3" con oligonucledtidos que
se alinean fuera de la construccion original del PCR de fusion. Para eliminar el
marcador URA3, se transformaron las cepas mutantes con el plasmido pLS9 que
expresa Flpl, una recombinasa que reconoce las secuencias repetidas directas de
FRT que flanquean a URA3. Flpl induce la recombinacion entre los sitios FRT para
que el marcador URA3 se escinda del cromosoma y deja una cicatriz de un solo

sitio de FRT de 30 pb. Las colonias Ura" se contraseleccionaron en cajas de 5-FOA.

Transformacion de C. glabrata

Las cepas se transformaron por el método de acetato de litio descrito por (Castafio
et al., 2003). Brevemente, se crecieron 50 mL de las cepas hasta una ODsoonm de 1,
se recolectaron por centrifugacion y se lavaron dos veces con agua. Las células se
resuspendieron en 100mM de acetato de litio. La mezcla de transformacién incluye:
50 uL del DNA (plasmido o producto de PCR, 3 pL de plasmido/PCR diluido en 47
pL de tris 10 mM), 50 pL de las células, 250 pL de PEG 50%, 36 pL de LIOAc 1M,
25 yL de DNA de esperma de salmon. La mezcla se incub6 45 minutos a 30°C. Se
agregd DMSO vy se aplicé choque térmico a 42°C por 15 minutos. Las células se
centrifugaron y resuspendieron en agua estéril y se platearon en cajas de CAA. Las
transformantes se purificaron dos veces y se guardaron 2 viales por cepa en 15%

glicerol a -80°C.
Analisis de lainduccién de los promotores de SRX1, CTAly EPA2

El analisis de la actividad de los promotores de los genes SRX1, CTAl y EPA2 se
hizo mediante fusiones transcripcionales con el gen reportero GFP que codifica para
la proteina verde fluorescente. Las células se crecieron durante 48 horas en medio
CAAy se diluyeron en medio fresco CAA para obtener una ODsoonm de 0.5 después
de 18 duplicaciones. Las células se centrifugaron y se resuspendieron en 5 mL de
medio condicionado (MC). Para el MC se inoculo la cepa BG14 en YPD y se incubo
por 72 horas. El cultivo se centrifugd y se esterilizd por filtracion para tener un MC
libre de células. Para cada cepa se evaluo la fluorescencia en el medio CAA. Para

evaluar la expresion de los promotores en presencia de los metabolitos puros
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identificados en el MC, las cepas se crecieron durante 48 horas en medio CAA, se
ajustaron en medio CAA fresco para obtener una ODeoonm de 0.5 después de 18
duplicaciones. Se adicionaron los siguientes compuestos puros: Acido nonanoico
(C9) 1, 10, 100 pM, 1-Dodeceno (C12) 1, 10, 100 uM, Eicosano (C18) 1, 10, 100
MM, Feniletanol 20,200 y 500 pM, Tyrosol 2, 20, 200 uM, Triptofol 2, 20, 200 pM.
Para evaluar la expresion del promotor de CTAL1 en presencia de rapamicina, se
crecieron las cepas por 48 horas en medio CAA, se ajustaron en medio CAA fresco
hasta obtener una ODsoonm de 0.5 tras 18 duplicaciones, una vez alcanzada esta OD
se adiciond rapamicina a una concentracion de 200 ng / mL. Todas las muestras de
los cultivos se tomaron cada hora durante 8 horas en presencia de MC y cada dos
horas durante 6 horas en presencia de los compuestos puros. El efecto de la
expresion de los promotores con rapamicina se midioé cada 2 horas por 6 horas. Por
cada muestra se tomé el valor de la media geométrica de 10,000 eventos. Como
control negativo se usé la cepa BG14 con el gen GFP sin promotor
(pGFP::3'UTRwis3). La actividad transcripcional se midié en un BD FACSCalibur™
en total se realizaron 3 réplicas biolégicas. Los datos se analizaron con la prueba
estadistica ANOVA de dos vias (En el software Graph Pad Prisma), los valores p <

0.1 fueron considerados con significancia estadistica.
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Resultados

El medio condicionado induce la expresion de CTAL

Las células de C. glabrata de FE son mas resistentes a estrés oxidante que
las células de FL. Para determinar si el medio condicionado (MC) que proviene de
células de FS induce la expresion de los genes de REO en células de FL, utilizamos
la cepa parental BG14 transformada con los plasmidos Psrxi1::GFP::3'UTRsrx1,
Pcta1::GFP::3’'UTRcTA1, Pepa2::GFP::3’'UTRepa2. Se analizd la induccién de cada
promotor a partir de la expresiéon de GFP en presencia de MC durante 8 horas.
SRX1 mantiene una expresion baja constitutiva en presencia de MC y que aumenta
ligeramente a las 6 horas (Figura 3A). La expresion del promotor de EPA2 también
fue baja tanto en condiciones basales como en presencia de MC (Figura 3B). A
diferencia de los promotores de EPA2 y SRX1 la induccién del promotor de CTAL
es mayor ya que duplica su induccion a las 4-5 horas de tratamiento con MC. (Figura

3C). Estos resultados indican que el MC induce claramente la expresion de CTAL.

EPA2 se regula negativamente por Tpk3, Ygk3y Rim15

Los genes EPA codifican para proteinas de pared que median adherencia a
células epiteliales. La mayoria de estos genes se encuentran en regiones
subteloméricas y su expresion esta sujeta a silenciamiento subtelomérico mediado
por el complejo SIR (Sir2, Sir3 y Sir4). EPA2 no se expresa in vitro, pero se induce
por H202 aun en presencia de silenciamiento subtelomérico mediante Yaply Skn7
(De Las Pefias et al.,, 2003; Juarez-Cepeda et al., 2015). A pesar de que en
presencia de MC la expresion de EPA2 es baja, evaluamos si la expresion de
Pepa2::GFP::3’'UTREepa2 Se altera en las mutantes msn2A msn4A, yaplA skn7A,
tpk3A, ygk3A y rim15A. En condiciones basales en presencia de MC la expresiéon de
EPA2 es igual en las mutantes msn2A msn4A y yaplA skn7A y en la cepa parental
BG14. Esto indica que los factores de transcripcion Msn2, Msn4, Yapl y Skn7 no

regulan la expresion basal o la expresion en MC de EPA2 (Figuras S5 y S6).

Dado que la expresion de EPA2 se regula por la presencia de ROS,
evaluamos si EPA2 se regula por las cinasas Tpk3, Ygk3 y Rim15. La expresion
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basal de EPA2 en las mutantes {pk3A y ygk3A tiene un ligero aumento y en
presencia de MC se observa un efecto similar (Figuras 4A y 4B). En cambio, la
expresion basal de EPA2 en la rim15A es igual a la cepa parental, sin embargo, en
presencia de MC su expresion aumenta notablemente (Figura 4C). Estos datos
sugieren que las cinasas Ygk3 y Tpk3 podrian actuar como reguladores negativos
de la expresion de EPA2 tanto en condiciones basales como en presencia de MC.
En cambio, Rim15 es un regulador negativo de la expresion de EPA2 sélo en
presencia de MC (Figura 4C). Esto también sugiere que la induccion de la expresion
de EPA2 por MC tiene que anular la represion ejercida por Rim15 y ademas se
aprecia un efecto sinergistico entre la ausencia de la represion por Riml1l5 vy la
presencia de MC. La induccién de la expresion de EPA2 en ausencia de Tpk3, Ygk3
y Rim15 y en presencia de MC es independiente de los factores de transcripcion
Msn2, Msn4, Yaply Skn7.

La expresion de CTA1 en condiciones basales y en presencia de MC
esta regulada por Yapl, Skn7, Msn2, Mns4 y Tpk3

Se sabe que la induccion de CTAL en presencia de H202 esta mediada por
ambos factores de transcripcion Skn7 y Yapl. Aqui nos preguntamos si la induccion
qgue produce el MC también esta mediada por Yapl y Skn7 y si Msn2 y Msn4
también participan en esta regulacion. La expresion basal en CAA de CTA1 esta
controlada por Yapl y Skn7. Hay una sutil menor expresion de CTAL en yaplA
skn7A en comparacion con la BG14 (Figura 5A). En cambio, en MC hay una sutil
disminucién de la expresion de CTAL en la yaplA skn7A en comparacion de la
expresion en la cepa parental (Figura 5A). Estos datos indican que los factores de
transcripcion Yapl y Skn7 se requieren para la expresion basal de CTA1 en
ausencia de estrés oxidante, es decir, que tanto Yapl como Skn7 se encuentran
dentro de ndcleo activando la expresion de CTALl. Ademas, estos datos sugieren
qgue debe de haber otros factores de transcripcion activando la expresion de CTAL
en MC en ausencia de Yaply Skn7. En la doble mutante msn2A msn4A la expresion

basal de CTA1 se mantiene baja constitutiva mientras que en la BG14 aumenta su
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expresion a partir de la hora 6. En MC, la expresion de CTAL disminuye en la msn2A
msn4A a partir de las 4-5 horas respecto a la cepa BG14 (Figura 5B). Estos datos
indican que Msn2 y Msn4 se requieren para la expresion de CTA1 para entrar a FE
(a partir de las 6 horas) y que en presencia de MC participan para inducir la
expresion de CTAL posiblemente debido a que el MC representa estrés nutricional.
Por otro lado, en la mutante tpk3A la expresion basal de CTAL1 aumenta ligeramente
en comparacion con la expresion de la BG14. Sin embargo, en presencia de MC, la
expresion de CTAL en tpk3A no se modifica con respecto a la cepa BG14 (Figura
5C). Estos resultados indican que la cinasa Tpk3 regula negativamente la expresion

basal de CTAL pero no participa en la induccion en presencia de MC.

El 1-dodeceno (C12) induce la expresion de CTAL

Las células de C. glabrata en FE secretan 4 metabolitos: 2,5-
dimetilundecano, C12, 3,7-dimetildecano y octadecano. Estos metabolitos son
especificos de C. glabrata ya que no se encuentran en otras especies de su género
0 en S. cerevisiae. Ademas, hay 3 metabolitos compartidos entre S. cerevisiae, C.
glabrata y C. albicans: feniletanol, acido nonanoico y eicosano. Con S. cerevisiae,
C. glabrata comparte de forma exclusiva 3 metabolitos dentro de los cuales se
encuentra el tirosol (L6pez-Ramos et al., 2021). Dado que CTAL se induce en MC
y conocemos la identidad de los metabolitos del secretoma de C. glabrata,
determinamos cuales podian inducir la respuesta a estrés oxidante. Evaluamos la
induccion de CTAl en presencia de &cido nonanoico, 1-dodeceno (C12),
octadecano, eicosano, feniletanol, tirosol y triptofol. Las células se crecieron como
en los experimentos anteriores, pero adicionamos diferentes concentraciones de
estos compuestos. Solo el C12 a 100uM incrementa la expresion de CTA1L a partir
de las dos horas de tratamiento. Esta expresion es equivalente a la expresion de
CTAL en presencia de MC a las 6 horas de tratamiento. Esto sugiere que el C12 es
una de las moléculas del MC que activan una cascada de sefalizacion para inducir

la expresién de CTAL (Figura 6).
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Yaply Skn7 participan en la expresion de CTAL en condiciones
basales y en menor grado en presencia de 1-dodeceno (C12)

Para determinar si la induccién de CTAL por C12 esta mediada por Yapl, Skn7,
Msn2 y Msn4, evaluamos la actividad de pPcra1::GFP::3’'UTR cra1 en las dobles
mutantes msn2A msn4A, y yaplA skn7A. En la mutante msn2A msn4A la expresion
de CTA1 en ausencia o presencia de C12 no tiene diferencias significativas respecto
a la cepa parental durante 4 horas de tratamiento, sin embargo, hay una ligera
disminucién de la expresion de CTAL en la doble mutante msn2A msn4A a las 6
horas de tratamiento (Figura 7A). Estos resultados sugieren que los factores de
transcripcion Msn2 y Msn4 no estan involucrados en la induccion de la expresion de
CTAL en presencia de C12 y que la disminucién de la expresion a las 6 horas de
tratamiento puede deberse a que ambos factores de transcripcidn se requieren
durante la FE para controlar la falta de nutrientes en esta fase de crecimiento. En la
cepa yaplA skn7A hay una reduccion en la expresiéon de CTAL tanto en ausencia
como en presencia de C12. Sin embargo, aun en ausencia de Yaply Skn7, el C12
puede inducir la expresién de CTAL (Figura 7B). En suma, estos resultados indican
que 1) Msns2 y Msn4 no se requieren para inducir la expresiéon de CTALl en
presencia de C12, 2) Yaply Skn7 se requieren para la expresion basal constitutiva,
asi como en presencia de C12 y 3) dado que el C12 induce la expresién de CTAL
en ausencia tanto de Yapl y Skn7 debe de haber factores de transcripcién

adicionales responsables de inducir a CTAL.

Tpk3 es un regulador negativo de la expresion de CTA1 en condiciones
basales y en presencia de 1-dodeceno (C12)

Se sabe que la via de PKA tiene como objetivo reprimir a la mayoria de los genes
de REO ya que actlua sobre varios de los factores de transcripcion que regulan la
REO. Dado que observamos que, en condiciones basales, Tpk3 reprime a CTAL,
pero no lo hace en presencia de MC, decidimos evaluar la expresion de CTAl en la
tpk3A en presencia de C12. En ausencia o presencia de C12, observamos que la
expresion basal de CTAL en tpk3A es mayor que en la cepa parental (Figura 7C).
Estos resultados indican que la subunidad catalitica Tpk3 de PKA reprime la
expresion de CTAL en condiciones basales y en presencia de C12.
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El 1-dodeceno (C12) inhibe la via TOR para inducir la expresiéon de

CTAl

Debido a que uno de los objetivos de las vias TOR y PKA es inhibir la expresion de
genes de respuesta a estrés, determinamos si, al igual que la via PKA, la via TOR
inhibe la expresiéon de CTAL en presencia de C12. Para estos experimentos las
cepas se trataron con rapamicina y se midio la expresion de CTAL. La expresion de
CTAL se induce igual con rapamicina o con C12. Al adicionar rapamicina y C12
juntos la expresion de CTAL permanece igual que con la adicién de cualquiera de
los tratamientos (Figura 8). Esto sugiere que el C12 podria actuar sobre la via TOR

para inducir la expresién de CTAL, tal como lo hace la rapamicina.

16



Discusion
La Respuesta a Estrés Ambiental (REA) esta conservada entre S.
cerevisiae y C. glabrata
S. cerevisiae ha sido el principal modelo de estudio de la REA, debido a que en esta
levadura se han descrito las cinasas y factores de transcripcion involucrados en la
induccion de la REA. A pesar del amplio conocimiento que se tiene en S. cerevisiae

sobre la REA, no se han logrado definir cinasas o vias de sefalizacién exclusivas

de la respuesta a choque térmico o de la REO (Mace et al., 2020).

C. glabrata es una levadura patdgena oportunista, con una relacion filogenética mas
cercana a S. cerevisiae que a otras especies del propio género Candida y se ha
demostrado que la REA esta conservada entre estas dos especies. La conservacion
de los mecanismos de respuesta entre S. cerevisiae y C. glabrata permite basar los
estudios de C. glabrata en los mecanismos conocidos en S. cerevisiae (Roetzer et
al., 2011). La descripcion de los mecanismos de la REA en C. glabrata es muy
importante para determinar cOmo es que esta levadura sobrevive dentro de las
células fagociticas del huésped. Estudios de C. glabrata han demostrado que esta
levadura tiene diferentes estrategias para sobrevivir a las condiciones hostiles del
huésped como la escasez de nutrientes y el estrés oxidante, entre otros. En
presencia de EROs C.glabrata activa mecanismos enzimaticos (catalasa y
superéxido dismutasas, entre otros) y no enzimaticos (glutation) para contrarrestar
a las EROs (Gutiérrez-Escobedo et al., 2020).

A pesar de la cercania filogenética con S. cerevisiae, C. glabrata presenta mayor
resistencia al estrés oxidante y esta resistencia al estrés oxidante es mucho mas
alta en condiciones de fase estacionaria (Cuéllar-Cruz et al., 2008). Esto es
consistente con los estudios que indican que microorganismos patégenos son mas
resistentes a estrés oxidante durante la fase estacionaria. Por un lado las células
gue entran en fase estacionaria reprimen la expresion de genes que codifican para
proteinas ribosomales y de crecimiento en presencia de nutrientes e inducen la
expresion de genes REA para sobrevivir a la limitacion de nutrientes o dafio

oxidativo que se genera en esta fase de crecimiento (Gray et al., 2004). ¢ Como se
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inducen los genes de REA bajo estas condiciones? Se ha observado que muchas
células tanto unicelulares como multicelulares secretan moléculas para establecer
comunicacién intercelular con células de su propia poblacion con la finalidad de
responder a una condicion ambiental especifica. Por ejemplo, cuando S. cerevisiae
detecta escasez de nitrogeno secreta alcoholes arométicos como feniletanol y
triptofol que en conjunto autoinducen la formacién de pseudohifas en células
diploides y mejoran el crecimiento invasivo en células haploides a través de la via
PKA donde Tpk2 induce la expresion de FLO11 que codifica para una proteina de

pared celular escencial para el crecimiento filamentoso (Chen & Fink, 2006).

Por otro lado, la levadura patégena C. albicans secreta farnesol y tirosol durante la
fase estacionaria. El farnesol autoinduce la REO y el cambio morfol6gico de micelio
a levadura, mientras que el tirosol autoinduce la formacién de tubos germinales y
promueve el crecimiento exponencial (Cho et al., 2008; Deveau et al., 2010; Hornby
et al., 2001).

El medio condicionado de C. glabrata induce la expresion de CTAL

La alta resistencia a estrés oxidante de C.glabrata en fase estacionaria se induce
por la presencia de algun compuesto secretado que autoinduce la REO (datos no
mostrados). El secretoma de C. glabrata se caracteriz6 con la finalidad de identificar
moléculas sefializadoras responsables de autoinducir la REO (L6pez-Ramos et al.,
2021).

El MC de C.glabrata no tiene efecto en la induccion de SRX1 o EPA2, sin embargo,
se observé un aumento en la expresion de CTALl que codifica para la catalasa
(Figura 3C). En C .albicans se ha observado que la exposicién al MC que contiene
farnesol induce la expresion de CTAL para inducir una mayor resistencia al estrés
oxidante (Deveau et al., 2010). También en S. cerevisiae se identifico la induccién
de CTT1 (que codifica para una catalasa citosélica) en presencia de alcoholes
aromaticos identificados en el MC (Chen & Fink, 2006).
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El 1-dodeceno (C12) es la molécula responsable de la expresién de CTA1 en
el MC

MC de C. glabrata también tiene alcoholes arométicos como el feniletanol, triptofol,
tirosol y otros compuestos especificos como el acido nonanoico (C9), 1-dodeceno
(C12), octadecano (C18), eicosano (C20). A diferencia de lo reportado en S.
cerevisiae y C .albicans los alcoholes aromaticos no tuvieron efecto en la expresion
de CTA1l (Figura S7). es posible que las concentraciones probadas de estos
compuestos no fueran suficientes para inducir la expresion de CTAL o bien que se
requiera la combinacién de varias moléculas para ejercer un efecto sinérgico sobre

la expresion de CTAL, como se ha reportado en otras levaduras.

El C12 fue el Unico compuesto que tuvo un efecto en la induccién de la expresion
de CTA1 (Figura 6). El C12 es un alqueno de una cadena simple de 12 carbonos y
es uno de lo metabolitos especificos del secretoma de C. glabrata. Estudios previos
han reportado que el 1l-dodeceno funciona como molécula sefializadora que
expulsan algunas plantas para atraer o repeler insectos. También se ha observado
gue algunos insectos detectan este compuesto secretado de otros insectos, el
insecto Hypantria Cunea provoca plagas en muchas plantas y secreta 1-dodeceno
que es detectado por Chouioia cunea Yang y responde a su presencia a través de
una reprogramacion de su transcripcion génica para controlar la plaga (Liu et al.,
1989; Pan et al., 2019; Zhu et al., 2017). Nosotros presentamos el primer estudio
donde el 1-dodeceno parece actuar como molécula sefalizadora de la REO en

levaduras.

Mns2 y Msn4 son importantes para la induccién de CTALl en

presencia de MC pero no en presencia de 1-dodeceno (C12)

A pesar de que los factores de transcripcion Msn2 y Msn4 parecen ser importantes
para inducir la expresion de CTA1 en presencia del MC (Figura 5B), la mutante
msn2A msn4A no alterd la expresion de CTAL en presencia de C12 (Fig 7A). Es
posible que Msn2 y Msn4 se requieran en presencia de medio condicionado y se
activen al detectar la falta de nutrientes en el medio (Morano et al., 2012; Roetzer
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et al., 2008). El tratamiento con 1-dodeceno fue con celulas en FL el cual adn
contiene fuente de carbono disponible y que mantiene reprimidos a Msn2 y Msn4.
Es interesante mencionar que en medio condicionado la expresion de CTAL no se
modifico en la mutante Rim15 que actla arriba de los factores de transcripcion Msn2
y Msn4 (Figura S8).

Yaply Skn7 son importantes para la expresion de CTA1 en presencia
de MC y 1-dodeceno (C12)

Yapl y Skn7 se requieren tanto para la expresion basal de CTA1 como para la
induccion en presencia de H202 (Cuéllar-Cruz et al., 2008). En presencia de MC, la
expresion de CTAl en ausencia de Yapl y Skn7 se redujo. Yapl y Skn7 se
requerieren parcialmente pero no son esenciales para la expresion de CTAL en
presencia de MC (Figura 5B). Esto indica que debe de haber otros factores de
transcripcion que inducen la expresion de CTA1 en MC. Un candidato es el factor
de transcripcion Togl que responde al estrés oxidante sin embargo no parece
actuar sobre CTA1 en presencia de H202 (Pais et al., 2020). En presencia de C12
se observé una disminucion de la expresion de CTAL en la doble mutante yaplA
skn7A. Sin embargo, en condiciones basales también se observa un nivel de
expresion de CTA1 més bajo (Figura 7B). Estos resultados abren dos posibilidades,
primero, el C12 induce la expresiéon de CTAl y segundo que Yapl y/o Skn7 en
ausencia de oxidante se encuentren unidos al promotor de CTAL1 y su ausencia
provoca esta disminucion en su expresion. En S. cerevisiae, Yapl ingresa al nucleo
sélo bajo condiciones de estrés, sin embargo, Skn7 permance de forma constitutiva
en el ndcleo. Esto podria indicar que Skn7 se une al promotor de CTA1 y regula su
expresion constitutiva (Morano et al., 2012). Sin embargo por datos del laboratorio,
sabemos que en C. glabrata la ausencia de ambos factores de transcripcién, Skn7
y Yapl, reduce notablemente la expresion basal de CTAL. Esto indica que en
ausencia de extrés oxidante, ambos factores de transcipcion se encuentra en el

ndcleo y unidos al promotor de CTAL.
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Las vias PKA y TOR estan involucradas en la expresion de CTAL en
presencia de MC o de 1-dodeceno (C12)

En S. cerevisiae en condiciones Optimas de crecimiento, la PKA es un regulador
negativo de la expresion de genes de respuesta a estrés como CTAL (Conrad et al.,
2014). El andlisis de la mutante tpk3A que codifica para una de las subunidades de
la PKA es consistente con lo descrito en S. cerevisiae; la expresion de CTAL es
mayor en la mutante en comparacion con la cepa parental (Figura 5C). En presencia
de MC, la expresion de CTAL en la tpk3A no tiene diferencias respecto a la cepa
parental (Figura 5C). Esto sugiere que en ausencia de nutrientes las subunidades
cataliticas de PKA permancen inactivas ya que no se sintetiza cCAMP (Huang et al.,
2019). En cambio en presencia de C12 en la tpk3A se observa que la expresion de
CTAl aumenta (Fig 7C). Esto sugiere que al detectar el C12, la via de PKA se

encarga de reprimir la expresion CTAL.

Al tratar a la cepa parental con rapamicina, con C12 o con ambos compuestos
combinados, observamos que la expresion de CTAL aumenta de la misma manera
en las tres condiciones (Figura 8). Esto sugiere que el C12 podria reprimir la via
TOR para permitir que se active CTAL. Es posible que el C12 forme un complejo
con la proteina Fkbp12 como lo hace la rapamicina para reprimir la sefializacion de
la via TOR.

Otro hallazgo interesante que observamos fue la regulacion negativa que ejercen
las cinasas Tpk3, Ygk3 y Rim15 sobre la expresion de EPA2. EPA2 es un gen que
codifica para una adhesina y su expresiOn esta sujeta a silenciamiento
subtelomérico. Al eliminar la represiébn mediada por la estructura de la cromatina
que ejerce el complejo Sir, la expresion de EPA2 se mantiene muy baja (Juarez-
Cepeda et al., 2015). EPA2 se induce en presencia de H202 y esta induccidn esta
mediada por Yapl y Skn7 aun en presencia de silenciamiento subtelomérico
(Juarez-Cepeda et al., 2015). Ademas, EPA2 se induce in vivo en el higado en un
modelo murido de infeccion sistémica. Esto indica que la expresion de EPA2
ademas de estar sujeta al silenciamiento subtelomérico puede tener reguladores

negativos adicionales (De Las Pefias et al., 2003; Juarez-Cepeda et al., 2015). En
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condiciones basales EPA2 incrementa ligeramente su expresion en tpk3A'y ygk3A.
Ygk3 codifica para una cinasa que en S. cerevisiae esta implicada en la fosforilacion
de Gpa2 proteina critica en la activacion de la produccién cAMP (Huang et al.,
2019), mientras que Tpk3 actda debajo de la misma via de sefializacion al ser uno
de los componentes cataliticos de PKA. Nuestros datos sugieren que la via de PKA
pudiera estar involucrada en la represion de EPA2 en condiciones oOptimas de
crecimiento para inhibir su induccién por estrés oxidante. En la mutante Rim15 no
se observo una alteracion en la expresion basal de EPA2, sin embargo, en
presencia de medio condicionado si se encontré6 un aumento en la expresion de
EPA2 en la mutante rim75A. Rim15 es una cinasa que esta regulada negativamente
por las vias PKA y TOR. En condiciones de inanicion por glucosa Rim15 de S.
cerevisiae se activa para inducir la expresion de Msn2 y Msn4 que regulan la
expresion de genes de respuesta a estrés general (Angeles de la Torre-Ruiz et al.,
2011). Nuestros resultados indican que Rim15 podria tener un papel opuesto ya que

actua como regulador negativo de la expresion de EPA2.

Los Resultados obtenidos en este trabajo se ilustran en un resumen grafico (Figura
9).

Preguntas abiertas

Dilucidar el mecanismo de accion del C12 para inducir la REO, ya que es central

para entender la sefializacién en una poblacion de células de C. glabrata.

Caracterizar el papel que tienen estas vias de sefializacion (PKA y TOR) sobre la

expresion de los genes REO en presencia de agentes oxidantes.

La via PKA es particularmente interesante ya que en S. cerevisiae las proteinas
Tpkl, TPk2 y Tpk3 estan involucradas en la formacion de cuerpos de procesamiento
al poseer dominios similares a los priones. Estos mismos dominios se encuentra en
CgTpk3y CgTpk2.

Determinar la importancia de estas moléculas sefalizadoras durante la infeccién en

el huésped.
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Tablal. Cepas de E. coliy C. glabrata

Cepas de E. coli | Caracteristicas Genotipo Referencia
(DH10B) Células F-mcrAA(mrr-hsdRMS- Calviny
electrocompetentes | mcrBC) Hanawalt (1988)
80AlacZAM15AlacX74
deoR recAl andAl
araA139 A(ara,leu)7697
galU galK rpsL nupG
Cepas C. Parental Genotipo Referencia
glabrata
BG14 BG2 ura3A::Tn903 NeoR Ura- | Comarck y
Falkow (1999)
CGM514 BG14 ura3A::Tn903 NeoR Coleccion del
pMC14 Ura* laboratorio
GCM1923 BG14 ura3A::Tn903 NeoR Coleccion del
pCV37 Ura* laboratorio
CGM3359 CGM310 ura3A::Tn903 NeoR Coleccion del
yaplA skn7A yaplA skn7A laboratorio
pCV37 Ura*
CGM4030 CGM838 ura3A::Tn903 NeoR Coleccion del
MsnN2A msn4A msn2A msn4A::hph HygR | laboratorio
pCV37 Ura*
CGM4326 CGM4259 ura3A::Tn903 NeoR Este trabajo
rim15A rim15A
pCV37 Ura*
CGM4359 CGM4263 ura3A::Tn903 NeoR Este trabajo
tpk3A tpk3A
pCV37 Ura*
CGM4362 CGM4265 ura3A::Tn903 NeoR Este trabajo
ygk3A ygk3A
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pCV37 Ura*

CGM827 BG14 ura3A::Tn903 NeoR Coleccion del
pAP417 Ura* laboratorio
CGM4332 CGM310 ura3A::Tn903 NeoR
yaplA skn7A yaplA skn7A Este trabajo
pAP417 Ura*
CGM4346 CGM838 ura3A::Tn903 NeoR Este trabajo
MsSnN2A msn4A msn2A msn4A
pAP417 Ura*
CGM4328 CGM4259 ura3A::Tn903 NeoR Este trabajo
rim15A rim15A
pAP417 Ura*
CGM4350 CGM4265 ura3A::Tn903 NeoR Este trabajo
ygk3A ygk3A
pAP417 Ura*
CGM4354 CGM4263 ura3A::Tn903 NeoR Este trabajo
tpk3A ygk3A
pAP417 Ura*
CGM2896 BG14 ura3A::Tn903 NeoR Coleccion del
pGE107 Ura* laboratorio
CGM2882 CGM310 ura3A::Tn903 NeoR Coleccion del
yaplA skn7A yaplA skn7A::hph HygR | laboratorio
CGM2888 CGM837 ura3A::Tn903 NeoR Coleccion de
Msn2A msn4A msn2A msn4A::hph HygR | laboratorio
pGE107 Ura*
CGM4330 CGM4259 ura3A::Tn903 NeoR Este trabajo
rim15A rim15A
pGE106 Ura*
CGM4352 CGM4265 ura3A::Tn903 NeoR Este trabajo
ygk3A ygk3A

pGE106 Ura*
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CGM4356
tpk3A

CGM4263

ura3A::Tn903 NeoR
tpk3A
pGE106 Ura*

Este trabajo
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Tabla 2. Oligonucleétidos utilizados en este trabajo

Numero | Secuencia Sitios de
hibridacion
2147 GGAGACTGAGAATTGAACCC RIM15 -853FW
2148 AAAAACTGGATGCTGCCC RIM15 -995FW
2149 CGAATTCAGGAACTTGATATTTTTGTTTC | RIM15 -51 RV
TTTCAGGACACAGCG
2145 CTCTATTGCTAGCTACATCCC RIM15 2290 FW
2146 CGTAAAAAGCTAACCGGTG RIM15 2397 RV
2150 CACGGCTACCACATCGTCTTTGCTTGAA | RIM15 +42 FW
ACTAATGGTTAATGC
2152 GTGCTTAGTTGAACTTTGCC RIM15 +970RV
2151 CTTATCTGTTCAGAGCAACC RIM15 +809RV
2624 CAGCTATTCCGAGTACCAGAG TPK2 -961FW
2625 CCTCTCTTGTAGGCTTAGGGAG TPK2 -931FW
2626 GGTGAGATCGGTTCACAACG TPK2 201FW
2627 TGCTAGCGTAACCTCAGCGG TPK2 464 RV
2628 GAGGAACCTAGCTGTTCAAG TPK2 +997RV
2629 CGCGGATGCATCCTATTGTAAC TPK2 +851RV
2630 CGAATTCAGGAACTTGATATTTTTGCATA | TPK2 -1 REV
CAATCTTCTCCGCTTGG
2631 GGCTACCACATCGTCTTTGACTTTCAAAT | TPK2 +5FW
TGTTTTGGAATAAA
2640 CCGCCATAATCTTCAAGACTG TPK3 -974FW
2641 CTATTTCAAGCCTTCAGTGCC TPK3 -923 FW
2646 CGAATTCAGGAACTTGATATTTTTGGTAT | TPK3 -1 RV
AACCAAAAGCAATTGAG
2642 GTGACGAACCTATGGGTCAAG TPK3 204 FW
2643 GCTGTAGTCGTTGTTGTTGC TPK3 450 RV
2644 GCAGCTTTCGCCAATAATAGG TPK3 +996RV
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2645 GCGATGGTGCACTATCTATG TPK3 +844 RV

2647 GGCTACCACATCGTCTTTGCACATACTC | TPK3 +11 FW
GCAAGCTGATG

2161 CGAATTCAGGAACTTGATATTTTTAGTAT | YGKS3 -57 RV
TGGAATCGAGCAGCC

2162 CAAAGGCACTTACTAGGTGG YGKS -875 FW

2163 GCTAAGCTGTTCCTAGGTGG YGKS3 -909FW

2164 CCAGACCCCAAATATCAACC YGK3 659 RV

2165 AGACTTGAACCGAACCAGCC YGK3 564 FW

2166 CACGGCTACCACATCGTCTTTGCTCTGA | YGK3 +226 FW
GCTGG

2167 TTCAGATCAAGGCGAAACC YGK3 +911 RV

2168 CTCTTTCATTGCATCCCC YGK3 +1252 RV
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Tabla 3. Plasmidos utilizados en este trabajo

Plasmido Numero de cepa de | Construccién Referencia
E. coli
pCVv37 3028 Pcra1::GFP::3’'UTRcra1 | Coleccion del
laboratorio
pGE106 3984 Psrx1::GFP::3'UTR Coleccion del
SRX1 laboratorio
pAP417 1469 Pepa2::GFP::3’'UTR Coleccion del
EPA2 laboratorio
pMC14 pGFP::3'UTRcra1 Coleccion del

laboratorio
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Pies de Figuras

Figura 1. Regulacion de la via PKA en S. cerevisiae a través de la deteccién
de glucosa intracelular y extracelular. Figura modificada de (Timmermans,
2021).

Figura 2. Sefializacion de lavia TOR en S. cerevisiae en presencia de

rapamicina. Figura modificada de (Cutler et al., 1999; Pelczar et al., 1998)

Figura 3. Expresion de los promotores SRX1, EPA2 y CTA1 en presencia
de Medio Condicionado (MC).

Se crecieron cultivos de las cepas BG14 (pGFP::3’'UTRnis3s), BG14
(pPepa2::GFP::3’'UTREepa2), BG14 (PPsrx1::GFP::3’'UTRsrx1) y BG14
(pPcta1::GFP::3’'UTRcTa1), durante 48 horas en medio CAA y se ajustaron en medio
CAA fresco para obtener una ODsoonm de 0.5 tras 18 duplicaciones. Las células se
recolectaron por centrifugacion y se les adicioné MC. Para obtener el MC se inocul6
la cepa BG14 en YPD y se incub6 por 72 horas. Se centrifugé el cultivo y se filtro el
para tener el MC libre de células. Se tomaron muestras del cultivo al tiempo 0 a 8
horas cada hora para evaluar la actividad transcripcional mediante citometria de
flujo en un BD FACSCalibur™. Como control negativo se us6 la cepa BG14
(pGFP::3'UTRHis3). A) Expresion del promotor SRX1. B) Expresion del promotor de
EPA2. C) Expresion del promotor de CTAL. Los datos se analizaron con la prueba
estadistica ANOVA de dos vias (En el software Graph Pad Prisma), los valores p <

0.1 fueron considerados con significancia estadistica.

Figura 4. La expresion de EPA2 esta regulada por las cinasas Tpk3, Ygk3,
Rim15

El analisis de la expresion de EPA2 se realiz6 como esta descrito en el pie de la
Figura 3. A) Expresion de EPA2 en la mutante tpk3A. B) Expresion de EPA2 en la
mutante ygk3A. C) Expresion de EPA2 en la mutante rim15A.
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Figura 5. La expresion de CTAL esta regulada por Yapl, Skn7, Msn2, Msn4 y
Tpk3

El analisis de la expresion de CTA1L se realiz6 como esta descrito en el pie de la
Figura 1. A) Expresion de CTA1 en la mutante yapl skn7A. B) Expresion de CTA1
en la mutante msn2A msn4A. C) Expresion de CTA1 en la mutante tpk3A.

Figura 6. Expresién de CTA1 en presencia de 1-dodeceno

Se crecieron cultivos de las cepas BG14 (pGFP::3UTRuis3) y BG14
(Ppcta1::GFP::3’'UTR cta1) durante 48 horas en medio CAA y se ajustaron en medio
CAA fresco para obtener una ODsoonm de 0.5 tras 18 duplicaciones. Cuando las
células alcanzaron la ODsoorm de 0.5 se les aplico 1-Dodeceno (Cl12) a
concentracion 100 uM, como control se usé DMSO. Se tomaron muestras del cultivo
al tiempo 0y de 2,4 y 6 horas para evaluar la actividad transcripcional del promotor
CTAL1 por citometria de flujo en un BD FACSCalibur™. Como control negativo se
uso la cepa BG14 (pGFP::3'UTRuis3). Los datos se analizaron con la prueba
estadistica ANOVA de dos vias (En el software Graph Pad Prisma), los valores p <

0.1 fueron considerados con significancia estadistica.

Figura 7. Regulacién de la expresion de CTAL en presencia de 1-dodeceno

El analisis de la expresion de CTAL se realiz6 como esta descrito en el pie de la
Figura 6. A) Expresion de CTAL en la mutante msn2A msn4A. B) Expresion de CTAL
en la mutante yaplA skn7A. C) Expresion de CTAL en la mutante tpk3A.

Figura 8. Expresion de CTAL en presencia de rapamicina

Se crecieron cultivos de las cepas BG14 (pGFP::3’UTRnis3) y BG14
(Ppcta1::GFP::3'UTR cta1) durante 48 horas en medio CAA y se ajustaron en medio
CAA fresco para obtener una ODsoonm de 0.5 tras 18 duplicaciones. Cuando las
células alcanzaron la ODsoonm de 0.5 se les aplicé rapamicina a concentracion de
200 ng/ mL. Se tomaron muestras del cultivo al tiempo Oy de 2,4y 6 horas y la
actividad del promotor CTAl se evalué por citometria de flujo en un BD
FACSCalibur™. Como control negativo se usé la cepa BG14 (pGFP::3'UTRuis3).

Los datos se analizaron con la prueba estadistica ANOVA de dos vias (En el
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software Graph Pad Prisma), los valores p < 0.1 fueron considerados con
significancia estadistica.

Figura 9. Resumen grafico de resultados.

Los resultados obtenidos en este trabajo sobre las vias de sefializacion que inducen
la REO se ilustran en el Resumen gréfico.
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Anexos
Figura S1. Alineamiento de amino&cidos ScYgk3y CgYgk3 realizado en el

software MacVector por el método de alineamiento multiple de secuencias
CLUSTAL W.

Identidad: 43.4%

Similitud: 22.9%
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Figura S2. Alineamiento de aminoacidos ScTpk3y CgTpk3. El alineamiento

se realiz6é como se indica en la Figura S1.
Identidad: 66.1%

Similitud: 5.6%
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Figura S3. Alineamiento de los aminoacidos ScTpk2y CgTpk2. El

alineamiento se realiz6 como se indica en la Figura S1.
Identidad: 79.5%

Similitud: 5.8%
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Figura S4. Alineamiento de los genes ScRIM15y CgRIM15. El alineamiento se

realizdb como se indica en la Figura S1.

Identidad: 46.5%

Similitud: 17.6%
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Figura S5.
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Figura S7.
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Figura S8.
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