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Resumen
Caracterizacién funcional de Abf1 en diferentes procesos
metabdlicos del ADN en Candida glabrata
(Nakaseomyces glabratus)

Candida glabrata es un hongo comensal que puede comportarse como patégeno
que ha sido clasificado como un agente causante de infeccidn de alto riesgo debido
a su resistencia innata y adquirida a antifungicos y al incremento en su tasa de
incidencia. Uno de sus principales factores de virulencia es la adherencia a tejidos
epiteliales del hospedero, la cual se debe a la expresion de genes que codifican
proteinas de la pared principalmente pertenecientes a la familia Epa. La
transcripcion de los genes EPA esta sujeta a una regulacion por silenciamiento
subtelomérico, mediada por factores como Rap1, yKu70/80 el complejo SIR (Sir2,
Sir3 y Sird4) y la proteina Abf1. Abf1 o ARS-Bindig Factor 1, es una proteina que se
une en todo el genoma y ha sido ampliamente caracterizada en S. cerevisiae.
Previamente, en nuestro grupo de investigacién, determinamos que ABF7 es un gen
esencial en C. glabrata, involucrado tanto en el establecimiento y mantenimiento del
silenciamiento subtelomérico como en la regulacion del ciclo celular.

En este trabajo, investigamos el papel de Abf1 en la regulacion de distintos procesos
del ADN. Para ello, analizamos los efectos de la represion de ABF1 mediante el uso
de un promotor condicional que se reprime en presencia de aminodacidos; bajo estas
condiciones, identificamos mutaciones supresoras que rescatan la viabilidad celular
en ausencia de Abf1 y determinamos que dicha supresion no esta asociada al
plasmido. Por otro lado, encontramos que la transcripcion de ABF1 se autorregula
negativamente y Abf1 forma homodimeros que se localizan en el nucleo. Asimismo,
encontramos que Abf1 de S. cerevisiae complementa de manera heterdloga a la
cepa abf1A de C. glabrata. Finalmente, demostramos que Abf1 es importante para
la supervivencia de C. glabrata después del dafo al ADN por radiacion UV y
destacamos el papel crucial de la region C-terminal en este proceso. Ademas, Abf1
es necesario para la asimilacion de fuentes de carbono no fermentables.
PALABRAS CLAVE: Abf1, Ciclo celular, Dafio al ADN, Complementacion

heteréloga, Abf1-43, disfuncion mitocondrial, Sobreexpresion
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Abstract
Functional characterization of Abf1 in different DNA-
metabolic processes in Candida glabrata
(Nakaseomyces glabratus)

Candida glabrata is a commensal fungus that can behave as a pathogen and has
been classified as a high-risk infectious agent due to its innate and acquired
resistance to antifungals and the increase in its incidence rate. One of its main
virulence factors is adherence to epithelial tissues in the host, which is due to the
expression of genes that encode cell wall proteins, mainly belonging to the Epa
family. Transcription of the EPA genes is subject to regulation by subtelomeric
silencing, mediated by factors such as Rap1, yKu70/80, the SIR complex (Sir2, Sir3
and Sir4), and the Abf1 protein. Abf1, or ARS-Binding Factor 1, is a protein that binds
throughout the genome and has been extensively characterized in S. cerevisiae.
Previously, in our research group, we determined that ABF1 is an essential gene in
C. glabrata, involved both in the establishment and maintenance of subtelomeric
silencing and in the regulation of the cell cycle. In this work, we investigated the role
of Abf1 in the regulation of different DNA processes. To this end, we analyzed the
effects of ABF1 repression by using a conditional promoter that is repressed in the
presence of amino acids; under these conditions, we identified suppressor mutations
that rescue cell viability in the absence of Abf1 and determined that this suppression
is not associated with the plasmid. On the other hand, we found that ABF1
transcription is negatively autoregulated and that Abf1 forms homodimers that
localize to the nucleus. Likewise, we found that S. cerevisiae Abf1 heterologously
complements the C. glabrata abf1A strain. Finally, we show that Abf1 is important
for the survival of C. glabrata after DNA damage caused by UV radiation and we
highlight the crucial role of the C-terminal region in this process. In addition, Abf1 is

required for the assimilation of non-fermentable carbon sources.

KEY WORDS Abf1, Cell Cycle, DNA damage, heterologous complementation,
Abf1-43, mitochondria disfunction, overexpression

xiii



l. INTRODUCCION
1. Candida glabrata

Las enfermedades nosocomiales causadas por hongos causan alrededor de
2.5 millones de muertes al afio (Denning, 2024). Entre los agentes causantes de
infecciones en pacientes inmunocomprometidos se encuentra Candida glabrata, la
mortalidad asociada a este hongo en infecciones de tipo invasiva asciende a 20-
50% de los casos reportados (Pfaller et al., 2019). C. glabrata se considera la
segunda causa de candidiasis después de Candida albicans. De acuerdo con la
Organizacion Mundial de la Salud, C. glabrata ha sido clasificada entre los
patégenos fungicos de alta prioridad, debido a sus caracteristicas y factores de
virulencia, como su capacidad para colonizar diversos 6rganos —entre ellos el
corazon, el higado y los rifones— y su potencial para diseminarse hacia el torrente
sanguineo (Fidel et al., 1999; WHO, 2022).

Candida glabrata, actualmente denominada Nackaseomyces glabratus,
presenta una mayor cercania filogenética con el hongo no patdégeno
Saccharomyces cerevisiae que con otras especies del género Candida. Asimismo,
se integra en el clado Nakaseomyces, dentro del conjunto de levaduras que
surgieron tras el evento de duplicaciéon del genoma completo (Gabaldon et al.,
2013).

2. Factores de virulencia

C. glabrata se encuentra, por lo general, como un microorganismo comensal
en individuos sanos; sin embargo, presenta caracteristicas que le confieren
patogenicidad, entre las cuales destaca su capacidad de adherencia a una amplia
variedad de superficies abidticas, asi como a distintos tejidos dentro de su
hospedero (Galocha et al., 2019). Asimismo, es capaz de replicarse en el interior de
los macréfagos, interferir con la maduracion de los fagolisosomas y modular
negativamente la respuesta inmune del hospedero (Johnson et al., 2017; Kasper et
al., 2014; Seider et al., 2011).

C. glabrata muestra plasticidad gendmica, lo que le permite adquirir un amplio

espectro de mutaciones asociadas al desarrollo de resistencia a multiples



antifungicos, incluidos farmacos de uso clinico frecuente como las equinocandinas
y el fluconazol. Al mismo tiempo, C. glabrata exhibe una respuesta robusta frente a
especies reactivas de oxigeno y a diversas condiciones de estrés ambiental, entre
ellas el estrés térmico (Gutiérrez-Escobedo et al., 2020; Healey et al., 2016; Liu et
al., 2020; Naskar et al., 2025; Pais et al., 2022; Saijo et al., 2010).

En las secciones siguientes se profundizara en los mecanismos de
resistencia a antimicéticos, en la plasticidad gendmica y en la capacidad de

adherencia a tejidos epiteliales de C. glabrata.

2.1 Resistencia a antifungicos

Existen cuatro clases de antifungicos utilizados para tratar infecciones por el
género Candida: los azoles, que inhiben la via de biosintesis de ergosterol el cual
se une directamente a la enzima lanosterol 14-a desmetilasa, lo que lleva a una
acumulacion de esteroles toxicos y estrés de la membrana (Ostrosky-Zeichner et
al., 2010). Las equinocandinas, que inhiben a la 31-3 glucano sintasa, esto provoca
debilidad en la pared celular (Perlin et al., 2017). Los polienos que forman poros en
la membrana lo que causa lisis osmoética (Rasheed et al., 2020). Por ultimo, la
flucitosina, o 5-fluorocitosina 5-FC que es un analogo de bases nucleotidicas que
se utiliza en la clinica como un analogo de bases en terapia combinada con otros
antifungicos, su mecanismo de accion inicia cuando entra a la célula a través de la
enzima citosina permeasa. Dentro de la célula se convierte en su forma activa 5-
fluorouracilo, este se incorpora en la cadena de RNA compitiendo con el uracilo e
interrumpiendo la sintesis de ARN, lo que interrumpe la sintesis de proteinas en el
hongo. También inhibe la sintesis de ADN, cuando este se convierte en acido
fluorodesoxiuridilico que inhibe a la enzima timidilatao sintasa y conlleva dano
directo en el ADN. La terapia prolongada unicamente con este farmaco puede llevar
a ganancia de resistencia (Edlind & Katiyar, 2010; Houst et al., 2020). Aunque estas
terapias tienen éxito en la mayoria de los pacientes, la resistencia a antifungicos ha
incrementado del 6 al 11 % en aislados clinicos resistentes a fluconazol, y del 2 al
4% en aislados resistentes a equinocandinas en los ultimos anos, a través de

multiples mecanismos (Astvad et al., 2018; Soriano et al., 2023).



Candida glabrata exhibe resistencia inata y adquirida a fluconazol,
principalmente por la sobreexpresion de bombas de flujo como Cdr1 y Cdr2. La
sobreexpresion de los genes que codifican estas bombas, suele ocurrir por la
aparicion de mutaciones de ganancia de funcion del factor de transcripcion Pdr1 en
dos sitios de la proteina llamados hot-spot 1 y 2 que le confieren la capacidad de
unirse constitutivamente a su propio promotor, el cual se autorregula positivamente.
La sobreproduccion constitutiva de Pdr1 causa la expresion constitutiva de bombas
de flujo, expulsando con mayor eficiencia el fluconazol fuera de la célula (Pais et al.,
2022; Salazar et al., 2018; Vermitsky & Edlind, 2004).

Por otro lado, se ha encontrado una asociacién entre la pérdida de la funcién
mitocondrial que causa el fenotipo “petite” que consiste en la formacién de colonias
pequeias y el incremento en la expresion del gen PDR1 lo cual resulta en
resistencia a fluconazol (Ferrari et al., 2011; Siscar-Lewin et al., 2021). Se ha
reportado que mutaciones en genes de la via de reparacién de errores de
apareamiento de bases (MMR) como MSH2 también incrementan la resistencia a
farmacos como el fluconazol o las equinocandinas. Por otro lado, mutaciones
asociadas al gen RAD6 se relacionan con la adquisicion de mutaciones que
convergen en resistencia a fluconazol (Healey et al., 2016; Pais et al., 2022).

La resistencia a antifungicos de la clase de las equinocandinas se ha
relacionado con mutaciones en hot-spots (region HS1 y HS2) de los genes FKS1 o
FKS2 que codifican para proteinas redundantes Fks1 y Fks2 que son subunidades
cataliticas de la enzima [B-(1,3)-D sintasa, fundamental para la sintesis del
polisacarido $-(1,3)-D-glucano, que es el componente principal de la pared celular.
En este caso, el cambio de aminoacidos provoca a la pérdida de afinidad por el
farmaco, lo que reduce la eficacia de la terapia con esta clase de farmacos.

Adicionalmente a las mutaciones que se describen, se han identificado
aislados clinicos resistentes a caspofungina (una equinocandina) que no dependen
de estos genes. Estos aislados clinicos contienen mutaciones en el gen FEN1, que
codifica una elongasa de acidos grasos importante para la sintesis de esfingolipidos,

y pueden conferir resistencia a la caspofungina (Carreté et al., 2019).



2.2 Adherencia

La adherencia es una habilidad que les permite a los microorganismos
colonizar diferentes superficies, asi como tejidos dentro de un hospedero. En
hongos como C. glabrata, que se encuentran como comensales colonizando
mucosas, la capacidad de adhesién toma relevancia (de Groot et al., 2013). Su
pared celular contiene proteinas de tipo GPI (ancladas por glicosilfosfatidilinositol),
las cuales se localizan en la cara externa de la pared celular, y son responsables de
la interaccion con el hospedero. Entre estas proteinas de la superficie celular
encontramos a las adhesinas de la familia Epa, proteinas GPI modulares, que se
anclan a las proteinas de la pared celular y consisten en tres dominios distintos. El
primero, en su N-terminal coordina un atomo de calcio que le permite comportarse
como lectina y es la regidén responsable de la union especifica a ligandos, que
resulta en el contacto con el tejido del hospedero o con sustratos externos. En la
region central se encuentra una region de baja complejidad con repeticiones en
tandem de serinas y treoninas con lo cual se proyecta la region N-terminal
completamente fuera de la capa de mananas que se encuentra fuera de la pared
celular de levaduras. Con ello se logra dar accesibilidad a los ligandos externos. Y
en su region C-terminal contiene un extremo temporal hidrofébico que se reemplaza
por un ancla de glicosifosfatidinositol GPI, que le permite anclarse inicialmente a la
membrana plasmatica para después procesarse y unirse covalentemente a la pared
celular (B-1-6-glucanos (Timmermans et al., 2018).

En la regidn intermedia de las adhesinas, hay dominio de baja complejidad,
enriquecido en residuos de serina y treonina (Ser/Thr), usualmente constituido por
secuencias repetidas en tdndem y sujetas a polimorfismos (de Groot et al., 2008).
Estos polimorfismos pueden originarse por eventos de recombinacion o por
deslizamiento durante la replicacion del ADN, que afiaden o eliminan unidades
repetidas. A medida que aumenta la longitud de dichas regiones repetidas, se
incrementa la capacidad de adherencia; de manera inversa, cuando estas regiones
son mas cortas, la capacidad de adhesion se reduce (Verstrepen & Fink, 2009).

Dados los polimorfismos y estructuras en tandem de las adhesinas es comun

encontrar variaciones en el numero de repeticiones y la longitud entre ortélogos.



Por ejemplo, en la cepa de referencia CBS138 existen 20 genes que codifican
adhesinas, mientras que en la cepa BG2 hay 26 (Xu et al., 2020, 2021). La
comparacion del genoma reveld que EPA4 y EPAS estan ausentes de la cepa
CBS138 la identidad entre ortdlogos no se da al 100% lo que indica la variedad entre
los microsatélites y repeticiones en tandem entre proteinas de adhesion (de Groot
et al., 2008; Kaur et al., 2005).

Epa1 es la principal adhesina que media la unién de C. glabrata a las células
epiteliales del hospedero, ademas de la interaccion con células del sistema
inmunitario. La delecién de EPA1 reduce 20 veces la adherencia a células epiteliales
en ensayos in vitro. El gen EPA1 se encuentra localizado en un cluster con dos
adhesinas mas, EPA2 y EPA3, que estan muy cercanos al telémero (Castafo et al.,
2005; Cormack et al., 1999). En general la mayoria de las adhesinas se codifican
en genes ubicados en regiones cercanas a los telomeros; de hecho, el analisis de
las secuencias cercanas a los telomeros revel6 al menos un gen que codifica una
adhesina putativa en cada telémero de la cepa de referencia CBS138 (de Groot et
al., 2008).

En general, los genes que codifican adhesinas no se expresan de manera
constitutiva in vitro; por el contrario, pueden presentar patrones de expresion
diferencial, lo que permite a C. glabrata adaptarse a distintos nichos dentro del
hospedero, asi como a diversas superficies abidticas. Como se menciond
previamente, el hecho de que una proporciéon importante de los genes EPA se
localice en regiones subteloméricas implica que estos genes estan sujetos a
regulacion mediante mecanismos de silenciamiento subtelomérico (Castano et al.,
2005).

Este silenciamiento esta controlado principalmente por el complejo SIR
(compuesto por las proteinas Sir2, Sir3 y Sir4), junto con Rif1, Rap1 y las proteinas
yKu (Ku70 y Ku80), que pueden extender este efecto hasta aproximadamente 20 kb
desde el teléomero. No todos los teldbmeros comparten el mismo mecanismo de
regulacion; por ejemplo, el telomero derecho E no requiere de Ku70/Ku80 para
mantener silenciado el cluster EPA1 EPA2 y EPA3. Ademas, en este contexto

hemos encontrado la participaciéon del factor de union al ADN Abf1 en el



establecimiento y mantenimiento del silenciamiento de este cluster subtelomérico
(Castano et al., 2005; De Las Pefas et al., 2003; Hernandez-Hernandez et al., 2021;
Juarez-Reyes et al., 2012; Lépez-Fuentes et al., 2018).

En el caso de EPA6 y EPA7, se ha descrito que la delecion de los genes
SIR3 o de RIF1 incrementa la adhesién debido a la des represion transcripcional de
EPA1. Asimismo, se ha demostrado que EPA6 se activa durante infecciones del
tracto urinario en condiciones de deficiencia de acido nicotinico, precursor de NAD+,
necesario para la actividad de Sir2. La consecuente falta de activacion de Sir2
conduce a la des represion de EPA6 (Castario et al., 2005).

Otros ejemplos de regulacion diferentes a silenciamiento subtelomérico
incluyen la activacion de EPAZ2 por los factores de transcripcion Skn7 y Yap1, en
respuesta a estrés oxidante. EPA1, EPA3, EPA7 y EPA22 durante la formacién de
biopeliculas, asi como la induccion de EPAZ2 en respuesta a estrés osmaético o a la

deprivacion de glucosa (Juarez-Cepeda et al., 2015; Kraneveld et al., 2011).

2.3 Plasticidad genémica

Candida glabrata tiene una respuesta al dafo del ADN por agentes
alquilantes diferente de la de S. cerevisiae, la cual, a diferencia de C. glabrata, se
caracteriza por la ausencia de arresto celular en la fase S del ciclo celular. Esta
ausencia de arresto en C. glabrata conduce a una pérdida de viabilidad celular
cuando se enfrenta a este agente. Sin embargo, el analisis de la respuesta
transcripcional indica que las vias de reparacion del ADN se activan de manera
diferencial. Por ejemplo, la via de reparacion de errores de apareamiento de bases
(MMR, por sus siglas en inglés, DNA mismatch repair) permanece inactiva, mientras
que la via dependiente de RAD6 se activa en presencia de agentes alquilantes.
Adicionalmente, otros genes como HOP2, asociados tipicamente a la meiosis en S.
cerevisiae, se expresan en C. glabrata en presencia de agentes alquilantes como
MMS (Metil metano sulfonato) pese a no haberse descrito funciones meidticas en
esta especie, |0 que sugiere que podrian tener un papel frente a dafo severo del

ADN o interferir con la segregacion de cromosomas. (Shor et al., 2020).



Esta situacion se relaciona con la notable plasticidad gendémica de C.
glabrata. Las mutaciones en componentes de las vias de RAD6 o MMR incrementan
la tasa de mutacién, lo que puede conducir a ganancias de funcion asociadas con
la resistencia a antifungicos. En particular, la proteina MSH2 es necesaria para la
correcta localizacion de Sir2 y para el mantenimiento de la herencia epigenética del
silenciamiento en regiones subteloméricas (Healey et al., 2016; Liu et al., 2020; Pais
et al., 2022). La tasa elevada de recambio de microsatélites en las proteinas de
pared de la familia Epa, observada tanto entre aislados clinicos obtenidos de
distintos momentos de la infeccibn como en cepas sometidas a evolucién en
laboratorio, se asocia a grandes re-arreglos cromosomicos y a variaciones en el
numero de genes EPA (Pais et al., 2022).

La plasticidad gendmica podria conferir una ventaja adaptativa a C. glabrata
frente a ambientes extremos, facilitando su capacidad de colonizar y prosperar
durante un evento infeccioso, en el cual se ve sometida simultaneamente a la
presion selectiva de antifungicos, a la respuesta del sistema inmunitario del
hospedero y a un suministro limitado de nutrientes (Carreté et al., 2019; Maestre-
Reyna et al., 2012; Verstrepen & Fink, 2009).

El conjunto de caracteristicas y atributos de C. glabrata que le permiten
adaptarse y sobrevivir dentro del hospedero, no solo dependen de su plasticidad
genodmica, sino también de la regulacién transcripcional de multiples genes (genes
para adhesinas, factores de transcripcién, bombas de flujo, entre otros), y
organizacion de la cromatina, proceso en el que se ve involucrada la secuencia de
replicacion autonoma (ARS). Abf1 (ARS Binding Factor 1) es un factor general de
regulacion que participa en multiples procesos celulares que se han estudiado en
S. cerevisiae.

Abf1 junto con Rap1 y Reb1 se integra en un grupo de factores de
transcripcion conocidos como factores generales de regulacion (GRFs),
caracterizados por unirse a varios sitios de union al ADN, distribuidos a lo largo del
genoma, son ademas muy abundantes, tienen una naturaleza multifuncional y son
esenciales para la viabilidad celular. Estos factores desempefan funciones que

abarcan desde el remodelamiento de la cromatina y la regulacién de la expresion



geénica, hasta la participacién en procesos de replicacion y silenciamiento génico.
Ademas, actuan como elementos delimitadores en regiones cromosomicas,
restringiendo la propagaciéon de estados especificos de la cromatina a lo largo del
genoma (Bosio et al., 2017; Challal et al., 2018a; Fourel et al., 2002; Ganapathi et
al., 2011; Schlecht et al., 2008)

3. Abf1 es un factor general de regulacién que participa en multiples

procesos del ADN

En S. cerevisiae, Abf1 es una proteina esencial de unién al ADN, codificada
en el gen ABF1, el cual se encuentra en el cromosma Xl. La proteina tiene una
longitud de 731 aa con un peso molecular de 80 kDa, su estructura cuenta con dos
regiones de union al ADN en su N terminal y una regién C- terminal importante para
el funcionamiento de la proteina. EI dominio de unién a ADN en la region N-terminal
estd conformado por una region dedo de zinc atipico con tres histidinas y tres
cisteinas, y una regién de reconocimiento y unién al ADN especifica. Ambas son
necesarias para la union especifica y estable con el ADN. En su region C-terminal
se encuentran los motivos CS1 y CS2 (C-terminal Sequence), ambos esenciales
para las funciones atribuidas a Abf1. (Cho et al., 1995; Miyake et al., 2002).

El gen ABF1 que codifica para la proteina Abf1 en C. glabrata tiene una
longitud de 480 aa en la cepa BG2 y de 479 aa en la cepa CBS138. Abf1 de C.
glabrata (CgAbf1) tiene una homologia de 63.87% con la proteina completa de S.
cerevisiae (ScAbf1), pero la regién del dedo de zinc presenta una homologia de
92.31% y la region de unién al ADN de 64.1%. En la region terminal, CgAbf1
conserva la secuencia CS2 con un 86.67% de identidad (Hernandez-Hernandez et
al., 2021; Vera-Salazar et al., 2025). La Fig 1 muestra los ortologos de Abf1



Dominio de transactivacion

Dedo de Zinc Dominio de unién a ADN cs2
s | -
1 40 91 323 496 639 662 731  Identidad
W total
CgAbfl | g DBD -- 63.87 %
1 51 89 201 371 437 451 479
KIAbf1 .E DBD 69.23%
1 39 77 141 311 443 459 486
1 39 77 161 331 454 469 496
o
AgAbf1 .5- DBD l I 61.02%
1 34 75 126 272 358 372 404
w 40.16%
NeAbfL-A [ 1
1 44 83 156 264 371 396 417
NeAbf1B | DBD | | 52.87%
1 51 89 291 467 609 623 686

Fig. 1 Esquema de la estructura primaria y los dominios de Abf1 de Saccharomyces cerevisiae asi como de
sus ortdlogos en los hongos que lo poseen. Los dominios son: el dedo de Zinc (ZnF), dominio de unién a ADN
(DBD) y de la region CS2Sc: Saccharomyces cerevisiae, Cg: Candida glabrata, Kl: Kluyveromyces lactis, Km:
Kluyveromyces marxianus, Ab: Ashbya gossypii, Nc: Naumovozyma Castelli. En rojo el porcentaje de identidad
obtenido por alineamiento de secuencias de aminoacidos en NCBI BLASTp con la matriz BLOSUMG62.

De forma interesante el gen ABF1 en C. glabrata no conserva la sintenia con
su ortélogo en S. cerevisiae, pero si con Naumovozyma castelli, un hongo que
divergio de los linajes de C. glabrata. N. castelli conserva dos genes paralogos de
ABF1, uno de ellos NCABF1 B es sinténico con C. glabrata, y se agrupa en la misma
rama que CgABF1 mientras que el segundo, NcABF1A es sinténico con S.
cerevisiae Fig 2. En su secuencia de aminoacidos ambos conservan las tres

regiones importantes para sus funciones con respecto a ScAbfl Con una alta

homologia. Tabla 1
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Fig. 2 Sintenia y relacion filogenética de ABF1 entre S. cerevisiae y C. glabrata, A) Tomado de yeast genome
browser, organizacion genémica de ABF1 en C. glabrata, N. castelliy S. cerevisiae. B) tomado de phylome,
agrupacion de los ortdlogos en diferentes especies donde se encuentra la proteina Abf1.

Tabla 1. Porcentaje de homologia por region de la proteina Abf1 entre ortélogos y

con los genes paralogos en Nakaseomyces castelli.

Dominio de unién a

Identidad?® Dedo de Zinc ADN CS2
ScAbf1 100 100 100
CgAbf1 92.31 64.1 86.67

NcAbf1-A 71.43 52.17 50

NcAbf1-B 83.3 56.66 93.33

Se alinearon las regiones indicadas como Dedo de Zinc, Dominio de unién a ADN
y CS2, con el numero de aa indicado en la Fig 1. El alineamiento se llevé a cabo
en BLASTp de NCBI con la matriz BLOSUM62.

a: ScAbf1 is Abf1 from S. cerevisiae, CgAbf1 is Abf1 from Candida glabrata:;

NcAbf1 is Abf1 from Nakaseomyces castellii.
3.1 El papel de Abf1 en la replicaciéon del ADN y transcripcion génica.

Abf1 es una proteina multifuncional que se describié inicialmente gracias a
su frecuencia de union a secuencias de replicacion autbnoma, que funcionan como
origenes de replicaciéon en levaduras. La secuencia consenso ARS se encuentra
multiples veces a lo largo de todo el genoma. Es una secuencia rica en A-T, que

pueden tener dos elementos: el Elemento A que tiene la secuencia consenso para

10



la unién del complejo ORC (QOrigin of Replication Complex) y generalmente esta
presente en todas las secuencias ARS; y el Elemento B que se compone de las
partes 1, 2 y 3 que son importantes para su actividad como origen de replicacion.
No todas las secuencias ARS tienen todas las secuencias B, y en muchas
secuencias ARS existen sitios de union para Abf1 en el elemento B3. Sin embargo,
hay secuencias ARS, como ARS1 que si poseen las tres partes del elemento B
(Marahrens & Stillman, 1992; Stinchcomb et al., 1979). Para que Abf1 lleve a cabo
su funcién en la replicacion del ADN, es indispensable el dominio, asi como la union
correcta y el reconocimiento de las secuencias ARS (Miyake et al., 2002).

De forma interesante, durante la replicacion del ADN se inhibe la
transcripcion para evitar desbalances en la expresidon génica debido a un aumento
de la dosis génica. Sin embargo, Abf1 se mantiene unido a los promotores de sus
genes blanco recién replicados, pero sin que se una la RNA Pol Il a ellos,
probablemente por cambios en la conformacion de la cromatina (Bar-Ziv et al.,
2020).

Ademas de su participacion en la replicacion, Abf1 que regula la expresion
génica a lo largo del genoma. En un microarreglo donde se evalué una mutante
termosensible, abf1-1, para la expresion de 6024 genes, se encontrdé un cambio en
la regulacion de alrededor de 86 genes, tanto en los que aumentaron como en los
que redujeron su expresion. Dentro de los genes que aumentaron su expresion se
encontré al propio ABF1, lo que sugiere que esta sujeto a autorregulacidén negativa
(Miyake et al., 2004). Los genes cuya transcripcion se afecta en la cepa abf1-1, son
genes de la via de asimilacion de carbohidratos como COX6 o QCRS8, de la via de
biogénesis de ribosomas como el gen RPS28A, genes meidticos como HOP1 entre
otros Fig. 3 (De Winde & Grivell, 1992; Gailus-Durner et al., 1996; Miyake et al.,
2004; Silve et al., 1992; Wright & Poyton, 1990; Yarragudi et al., 2007).

"
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Fig. 3. Participacion de Abf1 de S. cerevisiae en la regulacion de la expresién de genes meidticos y
mitocondriales: A) Regulacion de la expresion de HOP1 en la meiosis, en la region promotora de HOP1 Abf1 se
une en una region rio arriba de UASH. Actua como regulador positivo cuando Ume6, en complejo con Ime1, se
unen en su sitio USR1 por la sefal de activacion de la meiosis B) Regulacion de la expresion de COX6: en la
region UASG existe un sitio de unién que funciona dependiendo del estado de fosforilacion de Abf1, donde actua
como regulador positivo de la expresién de COX6 por liberacion de la represiéon catabdlica, por fuente de
carbono. C) Regulacion de la expresion de QCRS8, en la region rio arriba se encuentra un sitio que se superpone
con el sitio de Cpf1. Existe competencia por el sitio, donde Cpf1 solo puede intercambiarse con Abf1 cuando
pasa por fase S del ciclo celular. Abf1 actia como regulador positivo, una vez que se une a su sitio mantiene la
expresion basal y la expresion 6ptima cuando se libera de la represion catabolica por glucosa.
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Por otro lado, muchos promotores eucariotas presentan bidireccionalidad, es
decir, algunos eventos de inicio de la transcripcion pueden ocurrir en sitios cripticos
que pueden encontrarse en la cadena complementaria a la codificante, o sitios rio
arriba y abajo del sitio de inicio candnico, que son inaccesibles para la RNA pol Il.
Abf1, junto con otros factores generales de regulacién (GRFs) al ser secuestrados
de su sitio de unién por la técnica anchor away, promueve inicios de transcripcion
ectdpicos, lo que genera transcritos diversos, muchos no funcionales (Challal et al.,
2018b).

3.2 Participacion en el silenciamiento regional

En S. cerevisiae se ha descrito el silenciamiento de los loci cripticos de
apareamiento HML (Hidden Mating Type Left) y HMR (Hidden Mating Type Right).
Estos loci se encuentran flanqueados por elementos silenciadores a la izquierda y
a la derecha cada locus y poseen los elementos E e |. Los elementos del silenciador
E son esenciales para el silenciamiento, pero los del elemento | son ligeramente
menos importantes para la actividad de silenciamiento. Dentro del elemento E del
locus HMR se encuentra un sitio de union para Abfly otro para Rap, ambos
importantes para mantener el silenciamiento, pero en diferente medida.

También se ha demostrado la actividad de Abf1 en la reparacion del ADN
mediante el mecanismo de escisién de nucleétido. Cuando se evalud en el contexto
del silenciador / en el locus HML, se encontré que es necesario que se una Abf1 en
su sitio para promover la eliminacion de foto-productos producidos por luz UV en la
region especifica. Ademas, Abf1 forma un complejo estable con las proteinas Rad7
y Rad16 que forman parte de este sistema, y es necesaria para el funcionamiento
del complejo en la eliminacion de foto productos.

Dada la similitud en las secuencias de las proteinas de C. glabrata, S.
cerevisiae y otros hongos, algunas de las funciones podrian compartirse entre los

ortdlogos de Abf1 en otras especies como en C. glabrata.
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Il ANTECEDENTES DIRECTOS
2.1 Abf1 participa en el silenciamiento subtelomérico y en la progresién del
ciclo celular.

En C. glabrata se ha estudiado el silenciamiento de algunos genes que
codifican adhesinas (localizados cerca del teldmero derecho del cromosoma E [ER]),
cuya expresion representa uno de los principales factores de patogenicidad y
generalmente se encuentran sujetas a silenciamiento subtelomérico. Para llevar a
cabo el silenciamiento de regiones subteloméricas, se requiere de la participacion
de multiples factores e incluyen secuencias en cis. Una de estas es el
protosilenciador Sil2126 ubicado entre el gen EPA3 y el teldmero E-R, en el que se
identificaron sitios putativos de unién de Abf1 y Rap1. Al realizar eliminaciones
internas de los sitios de unién tanto para Rap1 como para Abf1 en la secuencia de
Sil2126 colocado a 32 kb rio arriba de su sitio original seguido del gen reportero
URA3, se encontré que se pierde el silenciamiento del reportero, mientras que
eliminar uno de ellos, ya sea el sitio de union de Abf1 o el de Rap1, solo disminuye
el silenciamiento mas no lo elimina completamente. Ademas, se analizé el
enriquecimiento de Abf1 en la secuencia de Sil2126 por medio de Chip-qPCR y se
encontré que Abf1 se une tanto a Sil2126 como al Elemento Negativo (EN), que es
otra secuencia de actuacion en cis que media la represion del gen EPA1, ademas
Abf1 también se une a otros sitios a lo largo de esta region subtelomérica Fig. 4. Por
otro lado, la delecion de los ultimos 43 aa en la regién C-terminal de Abf1 se induce
la expresion de EPA1 y esto conlleva a un aumento en la capacidad de adherencia
evaluado en células HelLa con respecto a la cepa parental (Hernandez-Hernandez
et al., 2024; Lopez-Fuentes et al., 2018).
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Fig. 4 Regulacion de la expresion del cluster génico. EPA1/2/3 en el telomero E derecho. En este proceso
participan el complejo SIR, compuesto por Sir2, Sir3 y Sir4, asi como los factores yKu70/80, Rap1 y Abf1. Estos
elementos se unen a distintas regiones en cis, entre ellas la secuencia sil2126, el elemento regulador negativo
NE y diversos sitios de union distribuidos a lo largo de la regién subtelomérica, lo que permite la propagacion
del silenciamiento transcripcional hasta aproximadamente 20 kb desde el teldmero. En esta figura se ilustra uno
de los posibles estados de la cromatina en dicha regién. Tomado de (Hernandez-Hernandez et al. 2024).

Mediante un ensayo de pérdida de plasmido se determiné que ABF1 es un
gen esencial para C. glabrata, que contiene el gen ABF1 junto con su region
regulatoria, el cual complementa la delecion de ABF1 en su locus nativo. Tras pases
consecutivos en medios carentes de presidon de seleccion, el plasmido no se perdid
en la cepa mutante, mientras que, en la cepa parental, que conserva el gen ABF1
en su locus cromosémico nativo, se observo su pérdida con una frecuencia del 83%.
Este resultado indica la esencialidad de las funciones desempenadas por Abf1 para

la viabilidad de C. glabrata (Hernandez-Hernandez et al., 2021).

Asimismo, se evalu6 el transito del ciclo celular de C. glabrata bajo
condiciones de sobreexpresion de ABF1. En estas condiciones se observd una
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segregacion aberrante de los nucleos, asi como un retraso en la fase S del ciclo
celular, aunque sin llegar a un arresto completo del ciclo. Con el propésito de
profundizar en las funciones que desempefia Abf1 en C. glabrata, en este estudio,
determinamos el efecto de su sobreexpresidon sobre el crecimiento, su regulacion
en funcién del progreso del ciclo celular y la respuesta frente al dafio en el ADN
inducido por diferentes agentes, asi como su propia regulacion transcripcional y la

formacién de homodimeros.
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M. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Candida glabrata es un hongo comensal que forma parte de la microbiota
intestinal, oral y genitourinaria de individuos sanos y que ha adquirido una creciente
relevancia como patdgeno oportunista, particularmente en pacientes con estancias
intrahospitalarias prolongadas y/o con sistema inmune comprometido. Ha sido
clasificada por la Organizacion Mundial de la Salud como patégeno fungico de alta
prioridad debido a su capacidad para originar infecciones invasivas y desarrollar
resistencia a diversos agentes antifungicos.

Su virulencia se asocia a multiples mecanismos que favorecen su adaptacion
al hospedero y al ambiente hospitalario. Entre estos, la capacidad de adherencia a
tejidos y a superficies abidticas constituye un factor determinante para el
establecimiento y la persistencia de la infeccion. Dichos procesos dependen de una
regulacion fina y compleja de la expresion génica en las levaduras. En el control de
la adherencia participan multiples factores y elementos en cis, entre los cuales
destaca la proteina Abf1, involucrada en el establecimiento del silenciamiento
subtelomérico.

En el hongo filogenéticamente relacionado S. cerevisiae, Abf1 cumple
funciones esenciales, incluyendo la participacion en la replicacion del ADN, la
organizacion de la cromatina y el mantenimiento de la estabilidad gendmica, las
cuales convergen funcionalmente con su papel en el silenciamiento, en este caso
de los loci de apareamiento HMR y HML. Sin embargo, el conocimiento sobresu
ortélogo en C. glabrata es aun limitado.

Las funciones descritas para Abf1 en S. cerevisiae, y que potencialmente
podrian estar conservadas en C. glabrata, sugieren que esta proteina podria estar
relacionada con la adaptacién y la virulencia de este hongo patégeno oportunista.
Por lo tanto, resulta necesario caracterizar de manera integral las funciones que
desempena en C. glabrata mas alla de su participacion en el silenciamiento
subtelomérico, incluyendo la elucidacion de su papel en la regulacién génicay en la

determinacién de rasgos fenotipicos implicados en la supervivencia de C. glabrata.
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V. HIPOTESIS
En el hongo patogeno oportunista Candida glabrata, Abf1 es una proteina
esencial con un papel crucial en la supervivencia al dafio al ADN la reparacion del

dafo y en la regulacion de genes de diversas vias metabdlicas.
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V. OBJETIVO GENERAL
Caracterizar la regulacion de la expresion del gen ABF1 e identificar algunos

de los procesos metabdlicos del ADN en los que participa Abf1 en C. glabrata.

V. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Evaluar los mecanismos de regulacion de la expresion del gen ABF1.

e Determinar el efecto de la represion y la sobreexpresion de ABF1 sobre la
viabilidad de Candida glabrata.

¢ Analizar la participacion de ABF1 en la regulacién y la progresion del ciclo celular.

e Determinar si la proteina Abf1 forma homodimeros y establecer su localizacién

subcelular.

e Evaluar la respuesta de mutantes de ABF71 (tanto en condiciones de
sobreexpresion como en el alelo abf71-43) frente al dafo al ADN.

e Analizar el comportamiento del alelo abf1-43 en presencia de distintas fuentes

de carbono.

e Determinar si el ortélogo ScABF1 es capaz de complementar la delecién de
CgABF1.

e Realizar la caracterizacion de la expresion del promotor MT-1.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

7.1 Medios de cultivo

Los medios de cultivo para C. glabrata que se usaron en este trabajo fueron
YPD (extracto de levadura Fisher 10 g/L, Bacto peptona Gibco 10 g/L, glucosa 2%).
CAA (Casaminoacidos: Base nitrogenada de levadura 1.7 g/L, sulfato de amonio 5
g/L , y casaminoacidos 6 g/L, glucosa 2%) y YNB (base nitrogenada de levadura 1.7
g/L, sulfato de amonio 5g/L, Glucosa 2%). Cuando se requirié se suplemento el
medio con uracilo 25 mg/L o con nourseotricina a 100 pg/mL. Adicionalmente en los
medios CAA y YNB suplementados con nourseotricina se sustituyd el sulfato de
amonio por glutamato de sodio a 1 g/L. Para los medios sélidos se afiadié 2% de
agar. Para preparar medio con acido 5-fluoroético (5-FOA Toronto Research 351
Chemicals), se anadié 0.9 g/L de este compuesto y 25 mg/L uracilo al medio minimo.
El 5- FOA es un compuesto que resulta toxico en cepas que expresan el gen URAS.
Cuando fue necesario, se afadié 0.2 mM de los aminoacidos metionina y cisteina
(M+C), o sulfato de cobre (CuSOs4) en diferentes concentraciones o histidina 50
mg/L, segun el experimento. En el caso necesario se ajusté el pH de los medios con
HCl o NAOH, y se tamponaron con MOPS 1M.

Las cepas de Escherichia coli se crecieron en medio LB, que contiene 5g/L
de extracto de levadura, 10g/L de Triptona, 5g/L de NaCl. Todas las construcciones
en plasmidos se introdujeron a E. coli por electroporacion y se seleccionaron en
medio LB suplementado con 100 pg/mL de carbenicilina (Invitrogen TM), en medio
solido LB con 1.5% de agar.

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

15 minutos, en caso necesario, se esterilizaron por filtracion al vacio.

7.2 Cepas, oligonucledétidos y plasmidos

Todas las cepas plasmidos y oligonucle6tidos usados en este estudio se
encuentran enlistados en las tablas S1, S2 y S3 en la seccién anexa.
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7.3 Determinacion de la velocidad de crecimiento

Cada una de las cepas se cultivaron a partir de los resguardos en glicerol a -
80°C hasta alcanzar la fase estacionaria (48 h en incubacion con agitacion en roller
a 30°C) en los medios correspondientes. Una vez en fase estacionaria cada cultivo
se ajusté a ODeoo de 0.01 en 300uL del medio correspondiente y se colocaron por
duplicado en una placa de 100 pozos. EIl cultivo se realizé a 30°C en agitaciéon
constante y, segun la cepa, se dejo de 24 a 48 horas. El crecimiento se registro por
medio de lecturas de densidad optica a una longitud de onda de 600 nm, cada 15
minutos utilizando el equipo Bioscreen C. El tiempo de duplicacion se calculé de
acuerdo con lo descrito por (Gutiérrez-Escobedo et al. 2013). Se realizarion tres

réplicas bioldgicas de cada experimento.
7.4 Pérdida de viabilidad por cuentas viables

Para determinar el momento del cultivo en que ocurre la muerte celular de C.
glabrata en ausencia de Abf1, utilizamos la cepa que lleva el plasmido pRep, que
contiene el gen ABF1 cuya expresion es reprimible por la presencia de amino acidos
y realizamos un ensayo de viabilidad a diferentes tiempos después de la represion
de ABF1. Partimos de un cultivo en fase estacionaria de 48 h de la cepa mutante
nula complementada con el pRep (abf1A/pPuers::Flag-ABF1), ajustamos la
densidad 6ptica (ODeoo) a 0.1, en medio ON (medio minimo) y medio OFF (medio
minimo mas 0.2 mM de M+C). Se tomaron lecturas de ODesoo en el espectrofotometro
de luz visible UV-1700 PharmaSpect cada hora durante seis horas seguidas,
tomando muestras durante las primeras seis horas en un primer experimento y
después de las segundas seis horas en otro.

Ademas de las lecturas, cada hora se tomaron muestras para realizar
diluciones logaritmicas y obtener cuentas viables en cada punto de tiempo en medio
minimo solido. Todos los experimentos se realizaron por triplicado. EI numero de
unidades formadoras de colonias (CFU) se obtuvo multiplicando el numero de
colonias en cada caja por el factor de diluciéon y el volumen que se plated

correspondiente a 1 mL de la dilucion como se muestra en la formula:

CFU CFU 1000ul
CFU jmi= U — (SE) , (oot )
mL FD Ven ulximl
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Donde
CFU: es el numero de unidades formadoras de colonias contadas por caja
V: Volumen en microlitos inoculados en la caja de medio solido
FD: es el factor de dilucién de la caja
7.5 Determinacion de contenido de ADN

Para determinar la progresion del ciclo celular de C. glabrata en ausencia de
Abf1, realizamos un experimento para determinar el contenido de ADN mediante
tincion del ADN con Sytox Green (invitrogen) por citometria de flujo a lo largo de una
curva de crecimiento. Para ello se emplearon las siguientes cepas: la cepa mutante
nula con el vector que complementa la mutacién nula con el gen silvestre
(abf1AlpPasr1::ABF1), la cepa mutante nula con expresidon reprimible de ABF1
(abf1AlpPueTs::Flag-ABF1), en medio ON (medio minimo) y medio OFF (medio
minimo + 0.2 mM de M+C). el experimento inicié con cultivos de 48 h en fase
estacionaria, ajustamos densidad 6ptica a 0.5 y tomamos muestras cada 3 horas
por 9 horas, para analizar la progresién del ciclo celular. Seguimos el protocolo de
fijacion y tincién con Sytox green estandarizado en el laboratorio de microbiologia
molecular. De las poblaciones celulares en medios ON y OFF tomamos 1x107
células en cada punto de tiempo, centrifugamos y suspendimos las células en 450
ML de agua estéril y afadimos lentamente etanol frio y dejamos incubando a
temperatura ambiente por una hora o a 4°C toda la noche. Lavamos la suspension
celular en 1 mL de TRIS-HCI 50mM. Para eliminar el RNA incubamos en solucion
con RNAsa (2mg/mL) por dos horas a 37°C. Posteriormente tratamos con solucion
de proteinasa K (5mg/mL) durante 20 a 45 minutos a 37°C y lavamos las células
con 1 mL de TRIS-HCL 50mM pH8. En este punto las almacenamos por un dia a
4°C para llevar a cabo la medicién las tefimos con Sytox green (1 pL en 4mL de
TRIS HCI 50mM) y las analizamos por citometria de flujo en el citdmetro BD FACS
Calibur. Los datos obtenidos analizamos los datos en el programa Flowjo, donde

analizamos los histogramas generados.
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7.6 Microscopia de fluorescencia

Para visualizar la morfologia y la integridad de los nucleos realizamos
microscopia de fluorescencia, utilizamos cultivos en fase estacionaria (48 horas) y
ajustamos la ODsoo a 0.5 y tomamos muestras a 3h y 6h de incubacién en medios
ON y OFF. Lavamos las células y las fijamos con paraformaldehido al 4% durante
15 min, posteriormente hicimos un lavado adicional y resuspendimos en H20 miliQ
estéril. Para visualizar los nucleos tefiimos los con 1 L de la solucién de DAPI (0.2
mg/mL) a 1 mL de cada suspension celular con densidad Optica de 1. Las
suspensiones celulares las analizamos en el microscopio de fluorescencia Axio

Imager2. Las imagenes obtenidas se analizaron en el programa ZEISS ZEN.
7.7 Analisis de los plasmidos obtenidos de las cepas supresoras.

Analizamos colonias resultantes de la represion prolongada de Abf1. Con el
objetivo de detectar si hubo una insercion del gen ABF1 por recombinacion no

homologa o si hubo mutaciones en el plasmido.

Primero analizamos si se habia insertado el gen en alguna regién del
genoma, para lo cual realizamos diagnésticos por PCR de las colonias que aislamos
del experimento de supresiéon. Detectamos primero si corresponden a cepas de C.
glabrata (y no a una contaminacion) usando oligonucleétidos especificos para SIR3
(#108 Fw/ #109 Rv) y SIR4 ( #86/ #87) ademas, detectamos la delecion del gen
ABF1, con oligonucledtidos que flanquean la regién donde ocurrié la delecion de
este gen (#3117 /#1835), también detectamos la presencia del gen de ABF17 con
oligonucledtidos internos al gen (#2577/#2579) y por ultimo deteccién del casete de
resistencia a NAT que se encuentra en el plasmido (#466/#467). Para las reacciones
utilizamos a la Dreamgreen Taq polimerasa, y ajustamos la molaridad para los
parametros de trabajo de esta polimerasa. Para la reaccion de la deteccion de
delecion de ABF1 modificamos la temperatura de extension a 68°C en lugar de
72°C.

Para analizar si ocurrié alguna mutaciéon en el plasmido que llevan estas

colonias supresoras, aislamos el plasmido de las células que sobrevivieron a la
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represion en medio OFF (abf1A/pPuers::Flag-ABF1). El plasmido obtenido mediante
el protocolo de smash and grab, lo retransformamos en E. coli DH10 para
resguardarlos. Analizamos la estructura general de estos plasmidos mediante PCR
y restriccion enzimatica con las enzimas BamHI, Sacl y Clal y secuenciamos la
region del promotor para localizar cambios puntuales en la secuencia que pudieran
ser responsables de que el plasmido se volviera no reprimible por M+C. Ademas,
retransformamos estos plasmidos recuperados (que inicialmente Illamamos
plasmidos supresores [pSup]) en la cepa de C. glabrata mutante nula
(abf1A/pPasr1::ABF1.URA3) para realizar el experimento de intercambio del
plasmido que complementa la mutacién nula en ABF1. La cepa obtenida, que
contiene tanto pSup como el plasmido con ABF1 silvestre que complementa la
mutacion nula (abf1A), se selecciond en medio minimo con Nourseotricina
(marcador de seleccién del plasmido supresor) y con 5-FOA para obtener la cepa
gue solo contiene el plasmido supresor recuperado de las cepas supervivientes en
medio OFF. Estas cepas se resguardaron en glicerol al 15% a -80°C. Para concluir

evaluamos el crecimiento en medio liquido con los aminoacidos M+C 0.2mM.

7.8 Ensayo de dilucion en gota de fenotipos de complementacion

heterdéloga

Para determinar que fenotipos de la cepa abf1iA de Candida glabrata, se
complementan por el alelo de ABF1 de Saccharomyces cerevisiae (SCABF1), las
cepas que expresan el gen de ScABF1 a partir del promotor de C. glabrata se
analizaron por un ensayo de dilucidn en gota con las siguientes cepas la cepa
parental (ABF1*), la cepa con el alelo trunco abf1-43(delecion de los ultimos 43
residuos de la region C-terminal), la cepa heterdloga en la que el alelo de ABF1 de
S. cerevisiae se integro en el locus nativo de ABF1 de C. glabrata (abf1A::ScABF1),
y la cepa heterdloga que expresa ScABF1 a partir de un plasmido dirigido por el
promotor de ABF1 de C. glabrata (abf1A/pScABF1). Adicionalmente incluimos las
cepas abf1A que contienen las construcciones de sobreexpresiéon (pOE::ABF1 and
pOE::abf1-43), ambos bajo el control del promotor MT-1 inducible por cobre, con la
finalidad de evaluar el efecto de la sobreexpresion del alelo silvestre y trunco en

combinacioén con diferentes condiciones de estrés.
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Todas las cepas inicialmente se crecieron en sus medios correspondientes
hasta fase estacionaria (48 h). Para la sobreexpresion las células se diluyeron en
medio minimo YNB a ODeoo = 1, al mismo tiempo fueron diluidas en medio YNB con
1 M de CuSO4 a la misma densidad optica y se incubaron por 5h en estas
condiciones. Posteriormente, las células se ajustaron nuevamente a ODesoo=1 en
agua esteéril y colocadas en una placa de 96 pozos para realizar cinco diluciones
seriales base 10, hasta obtener una unidad formadora de colonia en la ultima gota
de cada cepa. Aproximadamente 3 uL de cada dilucion se colocaron en cajas con
los siguientes medios: YPD (como control de crecimiento), YPG que contiene 3%
v/v de glicerol como fuente de carbono no fermentable, y YPE que contiene 3% v/v
de etanol también como fuente de carbono no fermentable. Adicionalmente
utilizamos cajas de YPD con 0.02% de cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) para
medir la actividad mitocondrial, ya que al reducirse con moléculas como NADH+
forma 1,3,5-trifenilformazan el cual es un compuesto insoluble color rojo que se
precipita dando coloracion rosada a roja como resultado de la funcidon mitocondrial.

Incubamos las placas por 48 h y 72 h segun se requirié

7.9 Identificacion de sitios putativos de unién para ABF1 en el promotor de
QCR8y COX6.

Debido a que en S. cerevisiae, ABF1 puede regular la expresion de genes
relacionados al metabolismo de carbohidratos como QCR8 (CAGLO0I062709g) y
COX6 (CAGL0J00429q), realizamos un analisis de sitios putativos de union de Abf1
al promotor de estos genes. Tomamos la secuencia de estos gene con 1000 pb rio
arriba y abajo, lo analizamos en el software FIMO del site MEME, donde introdujimos
el sitio consenso de unién de para ABF1 de C. glabrata, para localizar sitios
putativos de uniéon de Abf1 en estos genes en cada una de las secuencias, con los
datos obtenidos hicimos una representacion grafica.

7.10 Ensayos de adhesioén a células HelLa

Uno de los factores de virulencia en C. glabrata es la adhesion a células
epiteliales mediado por proteinas de la familia Epa principalmente, y se regulan por

silenciamiento subtelomérico, en el que participa ABF1 por lo que evaluamos la
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funcionalidad del alelo heterdlogo de S. cerevisiae en C glabrata, Evaluamos la
capacidad de adherencia de las siguientes cepas: la cepa parental (ABF1*), la cepa
con el alelo trunco abf1-43, la cepa heterdloga en la que el alelo de ABF1 de S.
cerevisiae se integro en el locus nativo de ABF1 de C. glabrata (abf1A::ScABF1),y
la cepa heterdloga que expresa ScABF1 a partir de un plasmido episomal dirigido
por el promotor de ABF1 de C. glabrata (abf1A/pScABF1). Enfrentamos estas cepas
a una monocapa de células HelLA fijadas a una placa de poliestireno. Utilizamos un
cultivo en fase estacionaria, el cual lavamos y ajustamos a 1x10° células por ml en
soluciéon de HSSB suplementada con 5 mM de CaClz, afiadimos un ml de la
suspension de cada cepa a una caja de 24 pozos con células HelLa previamente
fijadas y lavadas con solucion HSSB y utilizamos tres pozos por cepa.
Centrifugamos la placa de 24 pozos con la suspension celular de C. glabrata a 1000
rom 1 min, incubamos por 1 h a 30°C. Posteriormente, lavamos la caja para eliminar
las células no adheridas, con PBS 3 lavados, para finalizar afiadimos 500ul de PBS-
Triton 0.5% + 10mM EDTA para lisar las células Hela y despegar las células y
levaduras adheridas para recuperar las células de C. glabrata que se adhirieron. A
partir de las suspensiones celulares recuperadas de cada pozo, realizamos tres
diluciones base 10 y sembramos en cajas de YPD 200 uL de cada dilucion y 100
pMLde las células input ajustadas inicialmente e incubamos por 48 h a 30°C,
realizamos el conteo de UFC en cada placa. El porcentaje de adherencia se calculd

como él (promedio de CFUS en triplicado de pozos con Hela / CFUs en Input) *100
7.11 Citometria de flujo

Para la caracterizacién de promotores en C. glabrata utilizamos metodologia
por citometria de flujo a través de fusiones transcripcionales de los promotores de
interés con GFP. En este caso caracterizamos la actividad del promotor del gen MT-
1 que es una metalotioneina y responde fuertemente a la presencia de cobre en
distintos medios.

Construimos una fusion transcripcional del promotor MT-1 con GFP, y lo
trasformamos en la cepa parental BG14. Como control positivo, utilizamos la fusién
del promotor PGK1 con GFP (promotor fuerte constitutivo), y como control negativo

esta construccion, pero sin promotor, ambos en la cepa parental.
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Utilizamos un cultivo en fase estacionaria de 48 h que diluimos en el medio
correspondiente a una ODsoo de 0.5. Evaluamos concentraciones de 0.3 uM, 0.6
MM, 1 pM 25 M, 50uM, 75 uM y 100 uM de CuSOs4, y condiciones de pH en las que
ajustamos pH a 6.5, 4.5 y 5.5 en los medios como CAA YPD y YNB. En el caso
necesario tamponamos los medios con MOPS 1 M. Tomamos lecturas en el
citometro FACS Calibur BD, ajustamos los parametros de medicion en FSC y SSC
para determinar el tamano y complejidad interna o granularidad de la célula, en un
rango que corresponde a C. glabrata. Ademas, la deteccion de la fluorescencia por
el detector FL1-H se ajustd en escala logaritmica base 10, en 10 para nuestro cero
de fluorescencia con el control negativo, a partir de aqui el desplazamiento de la
poblacién por FL1-H representa la intensidad de fluorescencia en una longitud de
onda que va de 500-565 nm. Tomamos mediciones cada hora de las cepas
correspondientes, durante 5h en cada experimento para detectar la intensidad de
fluorescencia que refleja la actividad del promotor en diferentes condiciones.
Tomamos la media geométrica de la poblacion en cada punto de tiempo y

graficamos con este dato. Realizamos tres replicas bioldgicas por cepa y condicion.
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VI RESULTADOS
Capitulo 1

1.1 Antecedentes directos

1.2 La deplecion de Abf1 causa un transito alterado del ciclo celular y una
segregacion aberrante de los nucleos, lo que conlleva a la pérdida de
viabilidad.

Previamente demostramos que ABF1 es un gen esencial para C. glabrata,
puesto que en la cepa abfiIA no puede perder el plasmido replicativo que
complementa con el gen ABF1+ dirigido por su propio promotor. En cambio, en este
mismo experimento, la cepa parental que contiene el gen ABF7+ en su lugar nativo
del cromosoma, si puede perder el plasmido con ABF7+ (Hernandez-Hernandez et
al., 2021)

Por esta razdén, decidimos desarrollar herramientas genéticas que nos
permitieron evaluar los procesos metabodlicos del ADN en los que participa ABF1.
Disefiamos un plasmido en el que controlamos la expresiéon de ABF1 con el
promotor del gen METS3, el cual responde a los aminoacidos metionina (M) y cisteina
(C) con los cuales se reprime su expresion (pRep). Por otro lado, construimos un
plasmido para sobreexpresar ABF1 (pOE), en el cual la transcripcion del gen ABF1
ocurre a partir del promotor del gen MT-1 que codifica a una metalotioneina y que
en presencia de cobre (Cu*) activa fuertemente la transcripcion del promotor
(Hernandez-Hernandez et al., 2021).

Utilizamos el promotor de MET3 para apagar la expresion de ABF1 (pRep),
y con esto corroborar la esencialidad del gen. Ademas, evaluamos si hay pérdida
de viabilidad y cuando ocurre ésta después de apagar el promotor, es decir, en
ausencia de Abf1. Usamos la cepa con una mutacién nula del gen ABF1
complementada con este plasmido (abf1A/pRep). En esta cepa, en condiciones de
crecimiento en medio minimo sin amino acidos, el gen ABF1 se expresa de manera
constitutiva a un nivel relativamente bajo. En cambio, el promotor se reprime en

presencia de metionina y cisteina (M+C) en el medio.
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En condiciones de represion (medio M+C), donde se depleta Abf1, la cepa no
puede crecer (Hernandez-Hernandez et al., 2021). Para determinar si la ausencia
de Abf1 causa letalidad, calculamos la viabilidad de esta abf1A/pRep (pPwueTs::Flag-
ABF1.NAT) cultivada tanto en medio donde hay expresion de ABF1 (medio ON: YNB
medio minimo sin aminoacidos), como en medio en el que se reprime la expresion
de ABF1 (medio OFF: YNB + 0.2mM M + 0.2mM C).

Las células con el plasmido pRep se cultivaron en medio ON, se ajusté la OD
cultivo en los medios ON y OFF tomamos lecturas de ODsoo, realizamos diluciones
logaritmicas seriadas y plateamos en cajas con medio ON para recuperar las células
que sobreviven a la represidon y calculamos las cuentas viables (unidades
formadoras de colonias o UFCs).

El experimento se dividio en 2 fases, en la primera fase medimos las primeras
6 h, y 24 h, en la segunda fase medimos desde el tiempo 7h y cada hora hasta 12
h, 24 h y 48 h. A partir de 7 h en medio OFF observamos una disminucion de las
UFCs de 1.1 x 106 UFC/ml al inicio del experimento, 5.3 x 105 UFC/mL a las 12h y
1.3x10° UFC/ml después de 24h de cultivo en medio OFF. En cambio, el cultivo en
el medio ON (condiciones de expresion de ABF1), las células continuaron creciendo:
de 2.2x108 UFC/mL al inicio, incrementd a 3.5x10” UFC después de 7h y a 1.12x108
UFC después de 12h, valor que es similar al de un cultivo saturado a las 24h
(1.5x108).

Aunque en el medio OFF observamos un pequefio aumento de la poblacién
en las primeras horas de crecimiento (de ~1.1x10% UFC/ml a 3.7x10% UFC/mL), a
partir de las primeras 7 h, se empieza a observar muerte celular (Fig. 5 Modificado
de Hernandez-Hernandez et al., 2021). Esto puede deberse a que algunas
moléculas de la proteina permanecen funcionales antes de agotarse por la

represion.
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Fig. 5 La represion prolongada de ABF1 genera mutantes supresoras en la cepa abf1A. Cultivos de fase
estacionaria de la cepa abf1A/pPuers::ABF1.NAT en medio ON (medio minimo YNB) se subcultivaron en medio
OFF (medio minimo + 0.2 mM met y cis) y medio ON. Posteriormente se tomaron muestras después de 7 - 12h,
24h y 48 h y se platearon en medio sélido ON. Se contaron las unidades formadoras de colonias (CFUs) y se
graficaron respecto al tiempo. Modificado de Hernandez-Hernandez et al. (2021).

Abf1, es una proteina que participa en multiples procesos del ADN, en S. cerevisiae
se ha reportado en la replicacion. Nos interesé estudiar si este proceso se afecta a
través del transcurso del ciclo celular, a través de la medicidon del contenido de ADN
por citometria de flujo en condiciones de represion de la expresion de ABF1.
Utilizamos cultivos en fase estacionaria de las cepas parental ABF1*, abf1A/pRep
(pPwneTs::Flag-ABF1.NAT), y abf1A/pWT (pPasr1::ABF1), y las diluimos a una ODeoo
0.5 en medios ON y OFF y tomamos muestras de cada uno después de 6 hy 9 h
de crecimiento para determinar el contenido de ADN. Ajustamos los parametros de
medicién a 200 unidades relativas de fluorescencia (URF) corresponde a 1C (un
complemento genético haploide), y 400 URF a 2C (dos complementos genéticos),
que corresponden a las etapas G1 y G2 del ciclo celular respectivamente. En las
tres cepas utilizadas observamos acumulacion de las células en fase G1 al tiempo
cero del experimento (cultivo en fase estacionaria). En medio ON, que permite la
expresion de Abf1 en la mutante abf1A/pRep a 6h y 9h hay transito por las diferentes
fases del ciclo al igual que en la cepa parental. En medio OFF la mayor parte de la
poblacién de las células de esta cepa se acumulan en la fase G2 a las 6h, y después
de 9h las células logran sobrepasar el arresto en G2 y continuan el ciclo celular para

dividirse, algunas células contienen mayor cantidad de ADN (600 URF y 800 URF),

30



después de la duplicacion del ADN en la fase S. En cambio, en ambos medios la
cepa abf1A/pWT tiene un transito a través del ciclo celular similar a la cepa parental
Fig 6. (Modificado de Hernandez-Hernadez, et al 2021).
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Fig. 6. La represion de Abf1 produce una progresion anormal del ciclo celular La represion de Abf1 produce
una progresion anormal del ciclo celular. Las cepas ABF1*/VVector vacio (parental), la cepa abf1A/pPasrF1::ABF1
(pPABF1) y la cepa abf1A/pPumers::ABF1.NAT (pRep) se crecieron en medios ON y OFF y se tomaron muestras
a las 6h y 9h. Después de fijarse y tefiirse con Sitox green, se cuantificé el contenido de ADN por citometria de
flujo. El contenido de ADN 1N (fase del ciclo celular G1) corresponde a 200 URF y 2N (fase G2) a 400 URF.
La region intermedia corresponde a la fase S. Los histogramas en color verde corresponden al medio ON y en
rojo al medio OFF. (Modificado de Hernandez-Hernandez., et al. 2021)

La deplecion de Abf1 condujo a pérdida de viabilidad, ademas de una progresion
aberrante del ciclo celular, por lo que fue de nuestro interés observar la morfologia
de los nucleos, utilizando microscopia de fluorescencia. En la cepa abf1A/pRep,
tefimos el ADN con DAPI de células cultivadas 3 y 6 h en medios ON y OFF
Transcurrido este tiempo, las células en medio ON presentan una morfologia
nuclear normal, con nucleos bien definidos y tincion del ADN mitocondrial en
algunas células. En medio OFF a partir de las 6 h de incubacion, se observa que
algunas células tienen mas de un foco de fluorescencia (mas de un nucleo) en una

sola célula (Figs. 7 Ay 7B)
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Fig. 7. La represion prolongada de ABF1, genera la segregacion aberrante de nucleos. La cepa
abf1A/pPumers::ABF1.NAT (pRep), se cultivd en medio ON (A) y OFF (B), durante 3 h y 6 h, posteriormente se
fijaron y tifiieron don DAPI (0.2 mg/mL) en un mL de suspension celular a una densidad 6ptica ODeoo de 1y se
observaron al microscopio de fluorescencia.

1.3 La represion prolongada de Abf1 resulta en la aparicion de colonias

supresoras.
En la Fig. 5 presentamos la pérdida de viabilidad de C. glabrata cuando se depleta
Abf1 por la represién de su expresion con M+C del plasmido pRep. Las cuentas
viables en medio ON sdlido de la cepa abf1A/pRep que provienen del crecimiento
en medio OFF después de 24h disminuye de 1.1x108 UFC a 1.3x10° UFC/mL. Sin
embargo, a las 48 h en medio OFF, las UFCs aumentan a 1.04x10” UFC/mL, lo que
sugiere que a partir de las 24 h surgieron mutantes supresoras que pueden crecer

en medio OFF. De este experimento tomamos una alicuota y las plateamos en
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medio OFF solido. Los resultados muestran que del cultivo provenientes de medio
OFF se obtuvieron 5.3 x 102 UFC/ml a las 24 h en placa de medio OFF también
(datos no mostrados). En cambio, no obtuvimos células viables en medio OFF del
cultivo proveniente del medio ON liquido, lo que indica que hubo una represion
estable de Abf1 en esta construccion en medio sélido OFF.

Recuperamos 3 colonias independientes que crecieron en medio sélido OFF
que corresponden a cepas supresoras de la letalidad causada por la ausencia de
Abf1. Para determinar si una mutacién en el plasmido es la responsable de conferir
la capacidad de crecer en el medio OFF de la cepa abf1A/pREP, recuperamos el
plasmido de cada una de las 3 colonias supresoras (llamados pSup1, pSup2 y
pSup3) y los analizamos inicialmente por patrones de restriccion, los cuales no
tienen modificaciones detectables del plasmido original de la cepa abf1A/pREP.
Ademas, transformamos cada plasmido pSup en células de la cepa abfiA
transformada con un plasmido que contiene ABF1 dirigido por su propio promotor
(pPWT), y realizamos un ensayo de pérdida de plasmido para este ultimo plasmido.
De esta manera obtuvimos cepas abf1A/pSup, (pPuers::Flag-ABF1.NAT) 1, 2y 3.
Estas cepas se comportaron de manera muy similar a la cepa parental
(abf1A/pREP) cultivada en medio OFF (es decir no crecen en medio OFF y después
de una incubacion prolongada la viabilidad empieza a disminuir fuertemente). Lo
que indica que la mutacion supresora que aparece en esta cepa a las 24 y 48 h, no
se encuentra en el plasmido (Fig 8).

Para determinar si lo que obtuvimos en las colonias supresoras fue una
mutacion en el plasmido o si este se habia insertado en el genoma en alguna region
al azar, analizamos las colonias supresoras, resultantes de 48 h de cultivo en
condiciones de represion, aislamos y purificamos una colonia, realizamos un
experimento de pérdida del plasmido pRep (pPwers::Flag-ABF1.NAT), y aislamos
dos colonias que habian perdido el plasmido (seleccionando colonias que perdieron
el marcador de seleccion del plasmido pRep (NAT). La pérdida del plasmido sugiere
que se perdié el gen ABF1 una vez que ocurrid una mutacién supresora en algun
locus del genoma. Otra posibilidad es que se hubiera insertado solamente el gen

ABF1 de nuevo en el genoma por recombinacion.
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Fig. 8. La mutacién supresora no se encuentra en el plasmido. Las cepas abf1A transformadas con los
plasmidos supresores pSup1, pSup2 y pSup3, se obtuvieron retransformando la cepa abf1A/pPasr1::ABF1 con
los plasmidos Sup provenientes de las colonias supresoras. Después de cultivos repetidos en medio no selectivo
obtuvimos colonias que perdieron el plasmido pPasr1::ABF1 y retuvieron los plasmidos pSup1, pSup2 o pSup3.
La Fig. muestra el crecimiento de las cepas con los plasmidos Sup en medio ON y OFF hasta 24 h.

También descartamos que se tratara de una contaminacion amplificando
fragmentos de los genes SIR3 y SIR4 mediante PCR y confirmamos que la
estructura del locus de abf1A fuera correcta, utilizando oligonucleétidos internos del
gen ABF1 (para determinar su ausencia), deteccion del casete de seleccion con
resistencia a NAT, asi como la confirmacién de que la delecién de ABF1 se
encuentra en su locus nativo y las secuencias flanqueantes no tuvieron cambios
(Fig 9). Encontramos que todas las colonias supresoras son C. glabrata puesto que
todas son positivas para SIR3 y SIR4. Ademas, en ninguna de las colonias
supresoras se detecta el gen de ABF1, solo en la cepa silvestre (ABF1*). Ademas,
cuando diagnosticamos la delecion del gen por PCR con oligonucledtidos que
flanquean rio arriba y rio debajo de la region de recombinaciéon que se uso para
eliminar el gen, en la cepa ABF1* se amplifica un fragmento de mayor tamafio (4kb)

mientras que la delecion se amplifica un fragmento mas pequeno (2.5 kb) (Fig 9B).
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Fig. 9. Las cepas supresoras no tienen el gen ABF1 integrado. Diagnoéstico por PCR de las cepas supresoras,
y controles: ABF1* (BG14), abf1A/pPasr1::ABF1, abf1A/pPwmets::ABF1.NAT. Aislamos una colonia supresora
proveniente del experimento de la represién de ABF1 (col4: abf1A/pSup) a la cual indujimos la pérdida de
plasmido. A dos colonias curadas del plasmido (abf1A-1, abf1A-2), diagnosticamos por PCR la deteccién del
gen ABF1 o delecidn (abf1A, ausencia de amplificacion) (#2577/#2579), del marcador de seleccion NAT (#466
y 467) (A) y amplificacion de la mutacion nula abf1A::FRT (#3117/#1835). Ademas, corroboramos que son cepas

de C. glabrata detectando SIR3y SIR4 (#108/#109 y #86/#87) (B).

Estos datos indican que las cepas abf1A supresoras que aislamos después
de 48 h de deplecion de ABF1, efectivamente carecen del plasmido que contiene
ABF1, y en términos generales, las supresoras no tienen ABF1 insertado en algun

lugar del genoma. Entonces las células que crecieron corresponden a supresoras
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del gen ABF1, que pueden sobrevivir mediante algun mecanismo que aun queda

por explorar.
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Capitulo 2

2.1 Abf1 participates in the response to DNA damage and replicative stress

in Candida glabrata (Nakaseomyces glabratus)
(Vera-Salazar et al., 2025)

Trabajo publicado

37



Pengal Geneties and Biclogy 181 (2035) 104041

ELSEVIER

Conbents lists avallable at Sclencelvrest

Fungal Genetics and Biology

journal homepaga: weaacal s ior.com foortafyfg bi | - -

EG:=B

Abfl participates in the response to DNA damage and replicative stress in

Candida glabrata (Nakaseomyces glabratus)

3

Laura Angelica Vera-Salazar, Greria Hemandez-Hemandez , Guadalupe Gutierrez-Eseobedo ,

Alsjandro De Laz Penas, Irene Castano ', Irene Castano

[PECTT. Dewison de
Lier Fomed, OF MH278, Moo

lummm I de by Cientffica ¥

Carstne @ da Press San Joor Ko, 205, Col. Lama 42 Saccion, San

ARTICLE INFOD ABETRACT

Kepwerds: ARE Binding Getes 1 [AT) B a TNASading peoteis found in vadous fungal species Is the apporuniate
lepranw e pathugenie Fengus Canlids phbes (M A AN (CEAL) B encoled Ty tee ABPT gene. Cus
IV Bglt-mluoed DA Sunpe researeh T demusnarrated thar CRABT 1 essntal for the vishiiny of . phibrass and b Imveived in the mib-
- Elomerie dlescing of sversl EPA genes, which encide adbesinn that mellate adbesion W epithelial e,
A T temmlerienntiag [ significancs as o viruloers Retor i tis petogen. Our previcas i Ilishel tat both
il pheiria the depletion anl 3 uwmamma&umadﬁ.mmﬂwm
T Ml wewl, we wanted i Aeterasine I CgA b lmveived in the res I repBeative and DA dansge
-.—:-u'n'.nmymm:cgjmm1mmmmmmmtuulqdmwrmm
mhﬂu—xwmmy ulales it owa plion. A Bizwlosalar FI
sy o 4 that CgAbl o the sl mmmmw:mmmumnalm
in ihe servival o DAA damage caused by UV light and we d A il Secchervmpres e Al
{GeARe] ] ean complement the lethaBry of te O globre obfT4 strais.
1. Introducton et al., 2005; Cormack et al., 1999). The majority of the BPA genes are

In recent years, fungal pathogens have | d their preval aof
imtrabospital infections. Candida glabeara (Nokaseomgposs glabrane) s
past of the microbiota of the mocesal surfaces of healthy |ndbviduals.
However, C glabrar 5 assoclated with an increase in morbidicy dise
an increase (n posocomial infertions, particolarty in immuncsoppressed
patients where it is responsible for ot least 30 % of bloodstream in-
fections (candidemdss) and the second most common pathogen that
couses candidemis (Andes et al., 2016; Astvad e al., 20015) C plabrane
possesses several wirolence facinrs one of which ks the abiliny to adhene
to epiihelial and endothelial cells as well as abdotk surfaces. This trait
allows the colonization and invasion of the host and is mediated by cell
wiill proteins, primarily the Epa (Epithelial Adhesion) famdly of proceins,
encoded by the EPA family of penes. Comdids glabrars contains 21
adhesin-lke encoding genes (Xu er al, 2021). In the BG2 strain of
. ghabrare, the main adhesin is Epal, encoded by the EPAT gene, which
Is responsihle for 95 % of adherence to epithelinl cells in vimo (Castane

* Ol g dii ey &t IPICHT. Eestbrue Potosiog de 1 i
San Luls Poosl, San Lek Potosl PE218, Mexion,
Forical cclifirsisd i:uhl:lﬁil:il-an:u.uquEdh:ﬂ].

atpie Aol e 1L O 6 gl OIS, 10401

encoded i subtelomeric regions, which are generally negarively regu.
lated by chrometin-based sobtelomeric sllencing medioted and estab-
lished by silencing proteins Hke Rapl, Cgabfl, and the SIR complex
(5irZ, Sir? and Sir4). Sir2 is a hisone deacetylase that recralts Sirs and
Sird to establish sllencing of the reglon (Hemiandez-Hemtndez e al,
3011, 2024; Loper-Fuentes o al., 3018; Morett] of al., 1994)
CgAbfl = o DNA binding protein essendal for the growth of
i glabram, which is imenolved in different procrsses of DMA metabalism
(Hemdndez Herndndez er al., 2021). Abfl has been stodied in more
detadl in the non-pathogenic fungus Saccharomyoss cerevisiae, closely
relabed to C glabrara The &, cerevisine cothelog of Abf (ScAbf]) belongs
to the group of general regulatory fctors and regulases the expression of
malriple genes imeabed in different fonctions sech as silencing of HMR
and HML locl, DNA replication and DNA repalr (Elsenberg et al., 1588,
Fourel e al, 2002; Miyake e al., 2002, 3004). The C-terminsl end of
ScAbfl (from amine aclds 624 o 662) & required for most of these
fanctions. In particalar, rwo subregions within Abf s C-termines, (5]

Clesrifien § Teenoligio, Divisin de Biologa Malesulas, Casies o b Pres San Jos 2055,

Rereswad 7 July 2005; Reseived in cevised frms 16 Augul MOS, Acsepied] 34 Seplember 7005

Avallable caling 1S Ovisber 2025

1 08 7-1 54548 MES The Authoers. Pablished by Elsevier loe This i an opes soorss artice snder the O BY- 5N e (hing:/Sereativessssssont org, T, Try-

gl A4 00

38



Capitulo 3

3.1 Restauracion integral del fenotipo silvestre mediante complementacién

heteréloga del gen ScABF1 en C. glabrata

Anteriormente demostramos que es posible la complementacion de la cepa
abf1A de C. glabrata con el gen ScABF1 de S. cerevisiae. Realizamos un ensayo
de complementacion heterdéloga en el que introdujimos el gen ABF1 de S. cerevisiae
flanqueado por las secuencias intergénicas 5’ y 3’ del gen ABF1 de C. glabrata en
un plasmido replicativo que transformamos en la cepa abf1A/pCgABF1 de C.
glabrata. Después de subcultivar esta cepa con ambos plasmidos sin presion de
seleccidon para el plasmido que contiene el gen CgABF1, obtuvimos células que
perdieron el plasmido del gen CgABF1 y solamente conservan el plasmido con el
gen ABF1 de S. cerevisiae (pScABF1). Estos datos implican que el gen ABF1
heterdlogo, puede complementar la ausencia del gen de C. glabrata. Para
comprobar este resultado, decidimos reemplazar el gen ABF1 de C. glabrata
(exclusivamente el ORF) por su ortélogo de S. cerevisiae (SCABF1) en el locus
nativo.

También construimos una cepa de C. glabrata en la que intercambiamos el
ORF de ABF1 de C. glabrata por el de S. cerevisiae, en el locus natural de CgABF1
bajo la regulacién del promotor y del terminador de C. glabrata. Caracterizamos
algunos de los fenotipos adicionales que podrian complementarse ademas de la
letalidad de las dos cepas con la complementacion heterdloga, tanto en el plasmido
como en el cromosoma (Capitulo 2). También analizamos el crecimiento en fuentes
de carbono no fermentables como etanol y glicerol, y medimos su actividad
mitocondrial mediante de la capacidad de reduccion del cloruro de trifeniltetrazolio
(TTC). EI TTC se reduce a través de las enzimas del tipo deshidrogenasa como la
enzima succinato deshidrogenasa, utilizando NADH+. De manera que la forma
reducida del TTC es un compuesto rojo insoluble que se acumula en las células
dando un color rojo a las colonias como resultado de la respiracion celular.

Realizamos un ensayo de dilucién en gota como control silvestre la cepa
ABF1*, como control negativo la cepa abf1-43, como fenotipo de restauracion la

cepa abf1A/IpCgABF1, y las cepas de complementacion heterdloga
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abf1A/IpScABF1, y la cepa abf1A::ScABF1, De un cultivo en fase estacionaria (48
h), realizamos un ensayo de crecimiento por goteos en cajas con los medios: YP,
con glucosa 2% con o sin TTC 0.02%, etanol 3% o glicerol 3%.

Alas 48 h todas las cepas crecieron en medios ricos en glucosa (YPD) o con
fuentes no fermentables de carbono: glicerol (YPG) o etanol (YPE), y solamente las
cepas abf1-43 y abf1AIpScABF1 crecieron mas lentamente que las demas. Ademas,
todas las cepas son capaces de reducir el TTC y por lo tanto forman colonias rosas.
En la cepa abf1-43 en medio con TTC se observan algunas colonias con sectores

rosas y blancos (Fig. 10).

YPD YPG 3% ETOH 3% TTC 0.02%
TLILLYX
Poavay

p

abf1A::

Fig. 10 EI gen ScABF1 (Saccharomyces cerevisiae) complementa el crecimiento en fuentes de carbono no
fermentables. Las cepas ABF1* (BG14 Ura-), abf1-43 (Ura- NAT®), abf1AlpScABF1 (pPcgasr1::SCABF 1::TcgasF1),
abf1A::ScABF1 (integracion del gen ScABF1 en el locus de CgABF1) se crecieron hasta fase estacionaria (48
h) se ajustaron a ODsoo de 1y se hicieron diluciones logaritmicas seriadas y ~3 L se colocaron en medios YPD
(medio rico con glucosa), YPG 3% (YP + glicerol al 3%), ETOH 3% ( YP + etanol al 3%)y TTC 0.02% (YPD +
Cloruro 2,3,5 ftrifeniltetrazolio) para detectar funcion mitocondrial. Se tomaron fotografias a las 48 h de
crecimiento y a las 72 h para el medio con TTC 0.02%. Las flechas blancas indican colonias blancas y rosas .

La adhesion a tejidos epiteliales es un factor de virulencia que permite
colonizar diferentes tejidos del hospedero. Esta esta regulada negativamente por
silenciamiento subtelomérico, que esta mediado por diferentes factores entre los
cuales se encuentra Abf1. En la mutante abf1-43, la capacidad de adherencia
incrementa con respecto a la cepa parental (Hernandez-Hernandez et al., 2024),
por ello, decidimos valuar la capacidad de adhesiéon de estas cepas a células
epiteliales Hel A in vitro. Para ello, tomamos células de fase estacionaria de las
cepas descritas anteriormente y determinamos su capacidad de adhesion in vitro.
Normalizamos la cepa parental a 1 como control de cepa no adherente. La cepa
abf1-43 presenta una adhesion 1.8 veces mayor que la cepa parental mientras que
ambas colonias evaluadas de la complementacion heteréloga tienen una capacidad

de adhesion muy similar entre si y ligeramente menor que la cepa parental, con 0.83
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y 0.76 respectivamente. Por lo que concluimos que el gen SCABF1 complementa la
capacidad de mantener el silenciamiento subtelomérico de las adhesinas mas

importantes (Fig. 11).
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Fig. 11 El gen heterdlogo ScABF1 complementa el fenotipo de adhesion a células HeLA de la cepa abf1A. Las
cepas ABF1*, abf1-43, abf1AIpScABF1, abf1A::ScABF1, se crecieron hasta fase estacionaria, se ajustaron a
un numero de células de 1x10° celulas/mL, en solucion de HBSS suplementada con CaClz 5mM. Se afiadieron
500 uL de cada suspension celular en una placa de 24 pozos con células HeLA previamente adheridas, y se
incubaron en conjunto por 1h. Después de lavar las células que no se adhirieron, se lisaron las células HelL A, y
se recuperaron a las células de C. glabrata. Se realizaron CFUs para cuantificar la adhesion relativa en
comparacion con la cepa parental, para este experimento se emplearon dos replicas bioldgicas, con tres
triplicados técnicos, evaluado con un ANOVA de una via y comparacion multiple de medias

3.2 La sobreexpresion de ABF1 y el alelo abf7-43 inducen deficiencias en

la respiracion celular

La delecion de los ultimos 43 aa de Abf1 resulta en una cepa con multiples
deficiencias. Para analizar la interaccién funcional entre los alelos silvestre y abf7-
43, evaluamos la capacidad de asimilacion de fuentes de carbono no fermentables
en cepas en las que indujimos la sobreexpresion de Abf1 y Abf1-43 y la combinacion
de ambos alelos. Utilizamos las cepas: ABF1*, abf1A/IpABF1y las sobreexpresantes
abf1A/pOE (pPur1::ABF1 y pPur1::abf1-43) individualmente y la combinacién de
ellos. Utilizamos cultivos de fase estacionaria de estas cepas en las que indujimos
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0 no la sobreexpresion de ABF1 o abf1-43 durante 4 h. Posteriormente se inoculo
un numero igual de células de cada cepa y condicion en los medios YPD (medio rico
con glucosa), YPG (medio rico con glicerol) y YPE (con etanol) como fuente de
carbono y en YPD con TTC para estimar la actividad mitocondrial a través de la
reduccion de TTC.

Observamos que la sobreexpresién de ABF1 asi como la de abf1-43 y la
combinacién de ambos, reduce significativamente el crecimiento después de 4h de
induccion. El defecto en el crecimiento se ve aun mas pronunciado cuando las
células se cultivan en fuentes de carbono no fermentables (YPG y YPE). Alas 48 h
no hay crecimiento de las cepas que sobreexpresan cualquiera de los alelos de Abf1
o la combinacion de ambos, comparado con las cepas control; y a las 72 h se
observa mejor crecimiento que a las 48 h, pero mucho menor que el de las cepas
control (Fig.12C).

En cuanto a la funcionalidad de la mitocondria medida por la reduccion de
TTC, observamos que en las cepas que sobreexpresan cualquiera de las versiones
de Abf1 muestran colonias en las que coexisten células que generan un sector de
la colonia rojo y otros sectores blancos (mosaicos de colores blanco y rojo), lo que

sugiere una segregacion inestable de la capacidad respiratoria (Fig. 12B).
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Fig. 12 El desbalance en la expresion de Abf1 o Abf1-43 provoca una deficiencia en la asimilacion de fuentes
de carbono no fermentables. A) Esquema del flujo del experimento. Se utilizaron las cepas ABF1+ (BG14),
abf1A/pABF1(pPasr1::ABF1.URA3), abf1-43::FRT, y la cepa abflA transformada con pOE-ABF1 (pPwurt-
1::ABF1.URA3), pOE-abf1-43, (pPur-1::abf1-43.NAT), y con ambos a la vez. Células de fase estacionaria de
cada una de las versiones de sobreexpresion, se ajustaron a una ODeoo de 1, en medio minimo con o sin CuSQOa4
1 UM, e incubaron durante 4 h. Posteriormente se lavaron y ajustaron a ODesoo de 1, y se distribuyeron en una
placa de 96 pozos en conjunto con células de fase estacionaria de las cepas control. Se realizaron diluciones
log10, y se gotearon en cajas con diferentes medios YPD, YPG, ETOH, y TTC 0.02% B) Goteos después de 48
h de crecimiento, en medios YPD, YPG y ETOH de las cepas descritas (A), y después de 72 h en cajas de TTC
0.02%. C) Fotografias después de 72 h de cultivo en las mismas cajas de (A) excepto TTC 0.02%. D) Ubicacion
del sitio putativo de unién de Abf1 en la regién regulatoria de QCR8 de C. glabrata. Se utilizaron las matrices de
motivos de unién de CgAbf1, en formato MEME, para uso de la suite FIMO de MEME, en las secuencias
flanqueantes 1 kb rio arriba y rio abajo.

3.3 Identificacion de sitios de unién putativos para Abf1 en el promotor del

gen nuclear de funcién mitocondrial QCR8

En la levadura S. cerevisiae, Abfl regula la expresion de genes del
metabolismo de carbohidratos como COX6 y QCRS8, que forman parte de la cadena
de transporte de electrones, la etapa final de la respiracion celular. Al realizar un
analisis bioinformatico utilizando la secuencia consenso de unién de Abf1 en C.
glabrata, no encontramos sitios putativos de unién de Abf1 en la region intergénica
al 5’ de COX6 de C. glabrata, que, aunque es sinténico su regulacion puede ser
distinta en C. glabrata. En cambio, para el gen QCRS8 si encontramos un sitio de
unioén con un g-value de 0.127 (rango deseado g-value < 0.01) y p-value de 6.59x10"
5 (rango deseado p-value < 10*) a 530 pb rio arriba del marco de lectura de QCRS,
de una longitud de 15 pb que alinea con la secuencia ACGTATCAATAATAA. En el
contexto gendomico de QCRS8 se conserva la sinténia con respecto al gen de S.

cerevisiae, por lo que su regulacion podria estar conservada (Fig. 12D).
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Capitulo 4 Caracterizacion del promotor de MT-1
4.1 La sobreexpresién de Abf1 causa letalidad en medio YNB

Previamente mostramos la pérdida de viabilidad de C. glabrata debida a la
sobreexpresion de Abf1 en el medio minimo YNB, sin embargo, no hay pérdida de
viabilidad cuando la sobreexpresion se induce en otros medios como CAA. Para la
sobreexpresiéon de Abf1 utilizamos el promotor del gen MT-1 que codifica una
matalotioneina encargada de la detoxificacion y resistencia a cobre y se induce en
respuesta a la presencia de cobre en el medio. Para caracterizar mejor las
condiciones de sobreexpresion producida por la induccion del promotor del gen MT-
1, construimos el plasmido pOE: pPur1::ABF1.URAS3, y lo transformamos en las
cepas abf1A y la parental ABF1+ que corresponden a las cepas ABF1*/pOE y
abf1A/pOE. Con ellas evaluamos el crecimiento en medio CAAy YNB con diferentes
concentraciones de cobre

Observamos que desde la concentracion mas baja de cobre utilizada en
medio minimo YNB, las cepas que sobreexpresan Abf1 pierden viabilidad (no
detectamos crecimiento). En cambio, cuando las cepas sobreexpresantes se
cultivan en medio CAA (medio completo sintético), éstas crecen, con un tiempo de
duplicacién similar a las cepas que no sobreexpresan Abf1, incluso en la
concentracion mas alta de cobre donde el tiempo maximo de duplicacion es de 70

min para la cepa que sobreexpresa Abf1 (Tabla 2).
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Tabla 2. Tiempo de duplicacion de cepas con plasmidos de sobreexpresion en

diferentes concentraciones de cobre y medios CAA 'y YNB

Tiempo de duplicacion (min)

*(‘;'r /';‘ESZ: | abf1AIpPOE ;‘I‘of;’(';’E Cfc’ilr’ abF1AIpABF1
vacClo
<[ 0| es0 7244 664  65%3 6316
S| 25 | 60x3 697 6415 603 6210
50 | 62+2 7246 684  64%2 610
75 | 6717 7347 7146 6715 6241
~ |100| 652 7244 70£3  67%2 65£2
0 | 82t 9314 85¢7 8917 8216
o 25 | o1 NC? NC 914 8510
Z| 50 | 88:4 NC NC  94i5 8813
75 | 919 NC NC  96i5 892
100 | 124:3 NC NC  127:5 12314

a NC significa que no hubo crecimiento.

Cultivos de fase estacionaria de las cepas ABF1*/ pPasr1::ABF1 (pABF1), ABF1*/vector vacio, ABF1*/pOE
(pPwmr-1::ABF1.URA3) abf1Al pABF1, abf1A/ pOE, se ajustaron a ODeoo de 0.01, en los medios CAA 'y YNB, con
concentraciones de CuSQO4, de 25 mM, 50 mM, 75 mM, 100 mM, se incubaron en el aparato BioscreenC por 48
h con agitacion constante a 30°C y se calculo el tiempo de duplicacién de tres replicas bioldgicas
independientes.

El nivel de expresion del promotor de MT-1 medido mediante la intensidad de
fluorescencia de GFP por citometria de flujo, a partir de una fusién transcripcional
con GFP (pPur-1::GFP), indica que en medio YPD no hay diferencia en la actividad
del promotor entre las 4 concentraciones de cobre utilizadas y el punto maximo de
fluorescencia después de 5 h es de 74.1 unidades relativas de fluorescencia (URF).
En medio CAA hay mas variacion entre las concentraciones utilizadas: a 50 uM, 75
MM, y 100 puM, existe una induccién similar con una fluorescencia de 106.5 URF
después de 5 h de induccion, y en 25 yM de cobre la induccion maxima es de 37
URF. En cambio, en medio YNB a cualquier concentracién de cobre la actividad del

promotor es mucho mayor que en los otros medios, a 25 yM de cobre alcanza 279
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URF mientras que a 100 uM alcanza cerca de 350 URF transcurridas 5 h de

—n)—

induccion (Fig 13).
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Fig. 13 Expresion de GFP en diferentes medios de cultivo y concentraciones de cobre para evaluacion de la
actividad del promotor de MT-1 en la cepa parental: WT/pPur-1::GFP. Como control negativo utilizamos la cepa
parental con un plasmido con GFP sin promotor, y como control positivo WT/pPpck1::GFP. Se ajustaron las
células a ODeoo de 0.5 en los medios correspondientes, YPD, YNB y CAA con concentraciones de cobre de 25
pM, 75 uM, 50uM y 100 pM. Se tomaron lecturas por citometria de flujo de la intensidad de fluorescencia cada
hora durante 5h, el tiempo cero corresponde a fase estacionaria.

4.2 Las diferencias en los medios por separado no modulan o disminuyen

la intensidad de fluorescencia en el medio YNB.

Dado que la diferencia en la expresion de GFP entre YNB y CAAes 2.5a 3
veces mayor en YNB, consideramos que una de las caracteristicas que pueden
influir en la biodisponibilidad del cobre es el pH. El medio YPD tiene un pH de 6.5,
CAA de pH 5.5y YNB de 4.5. Modificamos el pH de cada uno y evaluamos la
actividad del promotor mediante la intensidad de fluorescencia del pH mas acido

(4.5) y el mas alto (6.5) de células en fase estacionaria y a las 5 h de induccién del
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promotor por adicion de 50 uM de CuSO4 (Fig 14). En YPD en ambas condiciones
(tanto acidificado como en su pH normal), el nivel de induccién del promotor es igual
(en ambos casos alcanza aproximadamente 115 URF). En CAA a pH 4.5 el nivel de
expresion fue mayor que en el pH de 6.5 (208.5 URF vs 89 URF) a 5 h de induccion.
Y en YNB a pH 6.5 disminuyo6 notablemente la actividad de GFP, comparada con su
nivel a ph 4.5 (143.37 URF vs 556.39 URF), lo que indica que el pH si modifica el
nivel de expresiéon en CAAy YNB pero no en YPD.

50 uM Cu
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€0 ng<m @ Eon<g<
» 800 5 550332 ¥ can<< 2
= 0> >00% 0>>00 5% 0>>00 £
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Fig. 14 Efecto del pH en la induccién del promotor de MT-1. Realizamos un ajuste del pH de los medios CAA,
YPD y YNB a pH 6.5 (N) o pH 4.5 (A). Utilizamos la cepa WT/pPur-1::GFP, como control negativo la cepa
parental con un plasmido con GFP sin promotor, y como control positivo (WT/pPrck1::GFP) y las ajustamos a
ODsoo de 0.5, y tomamos lecturas de la intensidad de la fluorescencia, cada hora por 5 h. El tiempo cero,
corresponde a la fase estacionaria, y se muestran 3 hy 5 h. n= 3 Two-way ANOVA, prueba de Tukey.

Para determinar si con el nivel de induccion del promotor en medio YNB con
el pH ajustado y mantenido (tamponado) a pH 6.5 es suficiente para causar
letalidad, utilizamos las cepas de sobreexpresion: abf1A/pOE y ABF1+/pOE,
comparadas con la cepa abf1A/pWT y ABF1+/ pEV (vector vacio) y evaluamosl el
crecimiento en medio liquido.

Como esperabamos, las curvas de crecimiento obtenidas en medio YNB

revelan que no hubo crecimiento de las cepas que sobre expresan ABF1 en estas



condiciones. Sin embargo, también observamos que el ajuste del pH del medio, en
el cual no hay una induccion tan fuerte del promotor y por lo tanto una
sobreexpresiéon mas moderada de ABF1, no se recupera la viabilidad (Fig. 15), es
decir, no hay crecimiento en las cepas que sobre expresan ABF7, aunque esta
sobreexpresion sea moderada (143 RFU en medio YNB neutro vs 556 RFU en YNB

acidificado).
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Fig. 15 Curvas de crecimiento en medio YNB tamponado con de cobre afadido. Utilizamos las cepas
BG14/vector vacio, BG14/pOE ABF1, abf1A/pWT abf1A/ pOE. El pH del medio YNB se ajusté a 6.5, y se
tampond con MOPS, y se agregd o no 12.5 uM Cu, Adicionalmente utilizamos YNB sin ajuste de pH con o sin
1.25 uM Cu. Las células de fase estacionaria se ajustaron a una ODeoo de 0.01 en los medios correspondientes
y se incubaron en el equipo BioscreenC durante 48 h con agitacion y a 30 °C y tomamos lectura de ODsoo cada
15 min.

El aminoacido histidina se ha reportado como quelante de cobre lo que podria
disminuir su biodisponibilidad en el medio. Evaluamos entonces la expresion del
promotor por medio de la intensidad de fluorescencia de GFP en presencia de

histidina afadida. Para este experimento utilizamos concentraciones menores de
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cobre (6 y 12 yM) en medio YNB y encontramos que no hay un cambio en la
expresion del promotor cuando combinamos cobre con histidina. En ambos casos

la induccién maxima a las 5 h sobrepasa 300 URF (Fig. 16).
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Fig. 16 Evaluacion del efecto de la histidina en combinacién con CuSO4 en la respuesta del promotor MT-1
usando las cepas: WT/pPur-1::GFP, como control negativo la cepa parental sin promotor, y como control positivo
WT/pPrck1::GFP. Evaluamos la actividad del promotor MT-1 en respuesta a la combinacion del medio YNB +80
mg/L de L-histidina con o sin cobre 12.5 yM y 6 pM. Se ajustaron células de fase estacionaria a ODsoo de 0.5
en los medios respectivos y se tomaron lecturas de intensidad de fluorescencia por citometria de flujo, cada
hora por 5 horas en el equipo BD FACsCalibur.n=3 Two-way ANOVA y Tukey test.

Finalmente investigamos cual es la maxima concentracion de CuSO4 para
inducir el promotor de MT-1 sin causar letalidad en medio YNB. Realizamos
nuevamente un ensayo de citometria de flujo con la fusion transcripcional del
promotor MT-1 con GFP en medio YNB con 0.1, 0.3, 0.6 y 1 uM de CuSOu4. y
medimos la intensidad de fluorescencia cada hora por cinco horas. Al incrementar
la concentracibn de cobre en concentraciones muy pequefas, aumenta
moderadamente la actividad del promotor. Después de 5 h la intensidad de
fluorescencia es de 65.85 URF, 101.76 URF, 148.7 URF y 190.51 URF en cada
concentracion de cobre respectivamente (Fig. 17). A partir de 1 yM (190.51URF)

empieza a haber letalidad.

Con estos datos establecimos que la sobreexpresion de ABF1 que se obtiene
en cultivos en medio YNB con 0.6 uM de CuSOs4 (equivalente a 143.07 RFUs) aun
obtiene perdida de viabilidad, por lo que la sobreexpresiéon de ABF1 para evitar

pérdida de viabilidad en YNB debe ser menor a este nivel
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Fig. 17 Modulacion de la expresion de GFP a bajas concentraciones de cobre en medio YNB. Evaluamos la
cepa WT/pPwur-1::GFP, como control negativo la cepa parental con un plasmido con GFP sin promotor, y como
control positivo (WT/pPpck1::GFP). Se adicionaron las siguientes concentraciones de CuS0O4: 0.1, 0.3, 0.6 y 1
MM. Las células se ajustaron a ODeoo de 0.5 en cada medio, en cada medio, y se midio la intensidad de
fluorescencia cada hora durante 5 h por citometria de flujo en el equipo BD FACsCalibur.
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VI. DISCUSION

8.1 La plasticidad genémica de Candida glabrata le confiere la capacidad
de adaptarse y persistir frente a diversos tipos de estrés.

La reparacién del ADN es crucial para las células, ya que de este proceso
depende la integridad del genoma, sin embargo, la insercion de mutaciones también
puede llevar a la adquisicién de caracteristicas que les permiten sobrevivir durante
un estrés prolongado (Gongalves et al., 2025).

Un ejemplo de la aparicidon de mutaciones que contribuye a la supervivencia
de C. glabrata en ausencia de Abfl es cuando se depleta a la célula de esta
proteina. Abf1 es una proteina esencial para C. glabrata que se ha clasificado como
un factor general de la regulacién junto con Rap1 y Reb1 (Challal et al., 2018b;
Fourel et al., 2002). En estudios previos confirmamos su relevancia, mediante un
experimento en el cual depletamos a la célula de Abf1 de la siguiente manera:
empleamos una cepa mutante nula complementada de manera episomal con el gen
ABF1 bajo el control del promotor MET3, el cual se reprime en presencia de
metionina y cisteina en el medio de cultivo. En condiciones de represion constante
de Abf1 (medio con M y C), encontramos que la cepa disminuye su viabilidad,
después de 7h de represion. En estas condiciones, encontramos células con una
segregacion aberrante de nucleos mediante microscopia de fluorescencia y
cuantificamos el contenido de ADN, en las que observamos poblaciones que con
mayor intensidad de fluorescencia; esto se relacioné con un mayor contenido de
ADN (Hernandez-Hernandez et al., 2021). De manera interesante, después de 24h
en condiciones de represion constante de la expresion de ABF1, encontramos
células que pudieron crecer en este medio. Los analisis posteriores sugieren que
estas células son supresoras estables de la delecion de ABF1.

Ademas, C. glabrata tiene una respuesta diferente al dafio al ADN producido
por metil metanosulfonato (MMS). En el caso de C. glabrata, la exposicion a MMS
no induce un arresto en la fase S del ciclo celular y ademas presenta segregacion
aberrante de nucleos y una alta pérdida de viabilidad; a diferencia de lo que ocurre

en el caso de S. cerevisiae en donde se desencadena una cascada de fosforilacion
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que converge en la hiper-fosforilacion de Rad53 que induce el arresto en la fase S
para llevar a cabo la reparacién del dafio y reducir la pérdida de viabilidad.

De manera contrastante, en S. cerevisiae, la expresion de componentes de
la via de Missmatch Repair como MSH2 se regula ligeramente a la alta, pero en C.
glabrata no se induce esta via mientras que genes de la via activada por escision
de nucledtido incrementan su expresion (RAD7, RAD16) en C. glabrata pero no en
S. cerevisiae. Abf1 se regula ligeramente a la baja tanto en C. glabrata como en S.
cerevisiae en respuesta a dafio por MMS (Shor et al., 2020).

Adicionalmente, el analisis de la respuesta transcripcional de S. cerevisiae
bajo exposicion a MMS revelé cambios en la expresion de genes meidticos como
HOP1y HOP2. HOP1 es un gen que se regula por Abf1, el sitio UASH en su region
promotora coincide con el motivo de union de Abf1 el cual funciona como activador
transcripcional (Gailus-Durner et al., 1996). C. glabrata no realiza meiosis, pero
mantiene HOP1y HOPZ2, y HOP1 también se ve inducido en respuesta a MMS.

En el caso de dafio al DNA producido por luz UV o bien durante estrés
replicativo mediado por HU, esperabamos una induccién de la transcripcion de
ABF1 ya que Abf1 podria participar en la reparacion del ADN. Sin embargo,
observamos una baja induccién de Abf1.

Es interesante el hecho de que el género Hanseniaspora perdié algunos
genes involucrados en procesos de mantenimiento de los cromosomas, lo que
sugiere que esta laxitud en vias de reparacién del ADN o vias de regulacién es parte
clave de la supervivencia durante la exposicion a distintos tipos de estrés
(Goncgalves et al., 2025; Shor et al., 2020).

Un ejemplo de ello es la adquisicion de mutaciones en genes como PDR1 o
los genes FKS1 y FKS2, blanco de farmacos terapéuticos para los cuales se
desarrolla resistencia en aislados clinicos. La aparicion de estas mutaciones se ha
asociado con mutaciones en los genes MSH2 o RAD6 que causan un incremento
en la tasa de mutaciones en estas cepas y conducen a la resistencia a fluconazol o
equinocandinas (Healey et al., 2016; Pais et al., 2022).

Ademas, MSHZ2 también esta involucrado en la ocupancia de la maquinaria

de silenciamiento en S. cerevisiae aunque no de Abf1 ya que esta proteina pierde
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su ocupancia durante el dafio al ADN pues se ha visto su participacion en la via
NER (Liu et al., 2020). En conjunto estos datos nos indican que Abf1 se requiere
para la supervivencia, y en periodos prolongados de represion, podria asociarse a
fallos en sistemas de reparacion. Ademas del complejo NER, Abf1 participa en el
sistema de mismatch repair y en la expresidén de genes de la meiosis como HOP1.
Este ultimo conserva sintenia y sitios putativos de union de Abf1 en C. glabrata vy,
aunque su papel aun no se ha determinado en este hongo, Hop1 podria interferir
con la estabilidad gendémica en respuesta a estrés prolongado como durante la
ausencia de Abf1. Aun es necesario realizar experimentos para investigar esta

posibilidad.

8.2 Abf1 esta relacionada con la funcién mitocondrial

La region del C terminal de Abf1 (los ultimos 43 amino acidos de la proteina)
contiene el region efectora de la mayoria de las funciones que se asocian a esta
proteina. En C. glabrata la delecion de los ultimos 43 aa del C-terminal resulta en la
reduccion del silenciamiento subtelomérico y la des represion parcial del gen EPAT,
lo que indica que esta region es importante para la regulacién de la estructura de
cromatina en la region subtelomérica. Adicionalmente, la cepa que lleva la delecion
del C-terminal de Abf1 es mas sensible al daio del ADN inducido por luz UV, lo que
sugiere que este dominio es necesario para responder y reparar eficientemente el
dafo del ADN (Hernandez-Hernandez et al., 2024; Vera-Salazar et al., 2025).

Ademas, recientemente demostramos que la sobreexpresion del alelo abf1-
43, altera el crecimiento en medios de cultivo con fuentes de carbono no
fermentables como el glicerol. En este sentido, Abf1 participa en la regulacion de la
expresion de genes que codifican proteinas con funcién en la mitocondria. Por
ejemplo, en S. cerevisiae, Abf1 se ha descrito como regulador de la transcripcion
del gen COX6 (que codifica para la subunidad 6 del citocromo c oxidasa que
pertenece al complejo IV de la cadena de transporte de electrones), el cual se
reprime en presencia de altas concentraciones de glucosa, debido a la represion
catabdlica del carbono. En condiciones de baja glucosa, esta represion se libera

mediante de la accion de las proteinas Snf1 y Ssn6. Ssn6 es necesaria para la
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fosforilacion de Abf1. Cuando Abf1 esta fosforilado, se une a la regién UASs del
promotor de COX6, lo que resulta en la desrepresion de COX6. En cambio, si Abf1
no esta fosforilado ocurre una represion de COX6, ya que Abf1 no se une a la region
UASs (Trawick et al., 1992). Por otro lado, Abf1 regula la expresion del gen QCRS,
que codifica para la subunidad VIII de la Ubiquinol citocromo-c reductasa (Complejo
[Il), que forma parte de la cadena de transporte de electrones en la membrana
interna de la mitocondria. La expresién de QCR8 en S. cerevisiae esta controlada
principalmente por el complejo Hap2/3/4/5, y la region de regulacién tiene una UAS
rio arriba con sitios de union sobrelapantes de ABF1y CPF1 (codifica para un factor
de transcripcion que se une a promotores MET y a los centrédmeros). En este
contexto Abf1 funciona como un activador transcripcional durante la represion
catabdlica por glucosa y la desrepresion mediada por fuentes de carbono no
fermentables, para una respuesta eficiente ante cambios de fuente de carbono ya
gue en ausencia de Abf1 el cambio a un medio con etanol como fuente de carbono
hace que el crecimiento sea mucho mas lento que en la cepa parental (De Winde &
Grivell, 1992).

Aunque unicamente la delecién de la regidn C-terminal de Abf1 in C. glabrata
no afecta el crecimiento en glicerol o etanol bajo condiciones normales de expresién,
la sobreexpresion de este alelo genera un defecto pronunciado en el crecimiento, lo
que sugiere un desbalance en la regulacion causada por un exceso de este alelo.
Consistente con esto, en un analisis de la funcion mitocondrial en células abf1-43y
células sobreexpresantes de este alelo trunco mediante la reduccién de TTC,
observamos un fenotipo en el que en una colonia hay una mezcla de células rojas
(reduccion de TTC vy respiracion activa) y blancas (sin actividad de reduccién de
TTC vy disfuncion mitocondrial), lo que indicaria una respuesta diferencial
mitocondrial en una sola poblacién.

Evaluamos la existencia de sitios putativos de unién de Abf1 en el promotor
de COX6 de C. glabrata, y no encontramos ningun sitio putativo de union. En
cambio, dentro de la regién intergénica rio arriba de QCRS8, que si conserva la
sintenia con S. cerevisiae, encontramos un sitio putativo de union de Abf1, que, de

unirse a este sitio, la falla en la regulacion de este complejo puede resultar en un
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funcionamiento mitocondrial defectuoso y las implicaciones que esto tiene en C.
glabrata como en la correlacion del fenotipo petite con la resistencia a antifungicos
como fluconazol.

Experimentos previos de nuestro laboratorio (Juarez-Reyes et al., datos no
publicados) indican que la cepa abf1-43 exhibe mayor resistencia a fluconazol en
comparacioén con la cepa silvestre. Esta resistencia puede deberse a multiples
factores, como mencionamos anteriormente, aunque queda por corroborar la
participacion de Abf1 en la regulacién de la expresidon de genes con funcién
mitocondrial y su relacién con la resistencia a antifungicos. (Ferrari et al., 2011;
Siscar-Lewin et al., 2021).

En conjunto, estas evidencias sugieren que la sobreexpresion de Abf1 o
Abf1-43 induce inestabilidad o dano mitocondrial bajo las condiciones estudiadas,
lo que resulta en un incremento en la resistencia a fluconazol. Aun no se ha
estudiado cual es la participacion (si es que existe) de Abf1 en la regulacién de la

biogénesis mitocondrial en C. glabrata.
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VIIIl CONCLUSION

A partir de los datos presentados en este trabajo, concluimos que ABF1 en
Candida glabrata es un gen esencial que participa en multiples procesos asociados
al ADN. Observamos que su represion prolongada conduce a una pérdida de
viabilidad celular y, simultaneamente, a la aparicion de células supresoras de la
letalidad causada por la delecién de ABF1. La supresion no se debe a elementos

presentes en el plasmido y sugiere un mecanismo de compensacion en C. glabrata.

Por otra parte, la expresion de ABF1 se encuentra sometida a una regulacién
muy precisa y requiere niveles de expresion finamente controlados, dado que el gen
se autorregula negativamente. De forma analoga a otros factores de transcripcion,
Abf1 forma dimeros que se localizan en el nucleo. Estos datos indican que CgAbf1
se comporta como factor general de regulacibn como su contraparte en S.

cerevisiae.

La delecion de los ultimos 43 aminoacidos de Abf1 genera una variante
deficiente en la respuesta al dafio del ADN inducido por radiacién UV. Ademas, la
sobreexpresion de este alelo trunco también se asocia a un defecto de crecimiento
en fuentes de carbono no fermentables, o que sugiere una posible implicacién en
la regulacion de la expresion de genes nucleares con funcién mitocondrial.
Fenotipos de disfuncion mitocondrial se asocian con fenotipos de resistencia a
antifungicos, como el fluconazol, por lo que esta region podria impactar también

procesos de adquisicion de resistencia.

La complementacion heterdloga con el gen ScCABF1 restaurd el fenotipo letal
asociado a la delecién de CgAbf1 cuando se expresd a partir de un plasmido,
aunque con un patron de crecimiento lento. Sin embargo, cuando ScABF1 se integro
en el genoma se recuperd completamente el fenotipo de crecimiento parental.
Ambas versiones muestran un crecimiento comparable al de la cepa parental en

fuentes de carbono no fermentables y restauran el fenotipo de adherencia, al
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presentar niveles de adherencia similares a los de la cepa parental. Aunque no
presentan sintenia, conservan funcionalidad evolutiva entre ortélogos a pesar de su

contexto gendémico.
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IX PERSPECTIVAS

Este trabajo plantea diversas interrogantes que permanecen abiertos, entre

ellos:

1.

La caracterizacién del mecanismo mediante el cual se confiere supresion de
abf1A en C. glabrata, que permite rescatar la pérdida de viabilidad incluso en
ausencia de Abf1.

La identificacion de posibles genes y mutaciones o eventos de
sobreexpresion que podrian compensar funcionalmente la actividad de Abf1
Investigar cdmo se regula la respuesta al dafio inducido por luz UV en C.
glabrata mediante Abf1 y su interaccidn con otras proteinas involucradas en
la reparacion del ADN.

Determinar como intervienen los genes meiéticos conservados, que podrian
explicar la segregacion aberrante de nucleos y la desestabilizacion
gendmica, dado que también podrian estar sujetos a la regulacion por Abf1.
Dilucidar la relacion entre Abf1 y la funcién mitocondrial asi como su efecto
sobre la resistencia a antifungicos, posiblemente a través de la regulacion de

genes nucleares con funciéon mitocondrial, como QCRS.
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ANEXOS
ANEXO 1

Abf1 Is an Essential Protein That Participates in Cell Cycle Progression and
Subtelomeric Silencing in Candida glabrata
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Chromatin structure in eukaryotes plays a crudal role in DNA metabolism, such as
DMNA replication, activation, and repression of transcription, and regicnal silencing, among
others. Each process requires different proteins and the cis-acting DNA sequences to which
they bind, favoring protein-protein interactions that shape different chromatin structures
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as origins of replication in the chromosomes and are recognized by ScAbfl. One special
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HML. These lod are each flanked by cisacting elements called silencers (E and [) that are
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ANEXO 2

Abf1 negatively regulates the expression of EPA1 and affects adhesion
in Candida glabrata
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ANEXO 4 Informacion suplementaria
Tabla S1. Cepas de C. glabrata utilizadas

Cepa Parental Genotipo relevante Referencia
Fidel et
al.,1996

BG14 BG2 ura3A(-85 a +932)::Tn903NeoR
Comark,

Falkow, 1999
Hernandez-
CGM3113 | CGM3068 abf1-43::FRT Hernandez et
al., 2021
Hernandez-
CGM3585 | CGM2746 abf1A::FRT/pCI12(pPasr1::ABF1) Hernandez et
al., 2021
Hernandez-
CGM3588 | CGM2746 abf1A::FRT/pGH8 (pPumr-1::c-Myc-ABF1) Hernandez et
al., 2021
Analisis del promotor de ABF1
Vidal Aguilar.,
Tesis de
CGM514 BG14 BG14/pMC14 (GFP::TCTA1)
maestria .,
2016
Coleccion del
CGM4035 BG14 pGRB2.3 (pPpck1::GFP) .
laboratorio
CGM5042 BG14 BG14/ pVS38 (pPasr1::GFP) Este trabajo
abf1A::FRT/pGH8 (pPumr-1::c-Myc-ABF1) + _
CGM5044 | CGM3588 Este trabajo
pVS38 (pPasr1::GFP)
abf1A::FRT/pVS1 (pPuers::Flag-ABF 1) +
CGM5046 | CGM3874 Este trabajo
pVS38(pPasr1::GFP)
CGM5210 | CGM3113 abf1-43::FRT/pVS38 (pPasr1::GFP) Este trabajo
Analisis BiFC
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Coleccion del

CGM3868 | CGM3642 tsa2Atsa1A I[pGE194+pGE244 .
laboratorio
BG14/pGE236 (pPur-1::VN.URA3) + Coleccion del
CGM4073 BG14
pRM142 (pPur1::VC.NAT) laboratorio
WT pGE248 (pPur-1::VC-TRR1) + pVS12
CGM4750 4125 Este trabajo
(PMT.1IIVN-ABF1)
abf1A::FRT / pVS12 (pPur.1::VN-
CGM4807 4696 ABF1.URA3) pVS15 (pPur.1::VC- Este trabajo
ABF1.NAT
abf1A::FRT /pVS23 (pPur-1::VC-abf1- .
CGM4810 4696 Este trabajo
43.NAT )+ pVS12 (pPur.1::VN-ABF1.URA3)
BG14/pVS16 (pPur-1::VN-ABF1.NAT)+
CGM4823 BG14 Este trabajo
pVS12 (pPur-1::VN-ABF1.URA3)
BG14/pVS12(pPur-1::VN-ABF1.URA3)
CGM4825 BG14 Este trabajo
pVS15 (pPur1::VC-ABF1.NAT)
Complementacion heteréloga
Hernandez-
CGM2391 BG14 BG14/pCl12 (pPasr1::ABF1::T agr1) Hernandez et
al., 2021
CGM5118 | CGM3585 PVS43(pPasr1::SCABF1::T agr1) Este trabajo
CGM5212 | CGM5118 abf1A/pVS43 (pPasr1::SCABF1::T agr1) Este trabajo
abf1A/pVS45 Aflll/Spel integrativo Vera-Salazar
CGM5779 | CGM3585
PPasr1::SCABF1::NAT::TasF1) et al., 2025
Vera-Salazar
CGM5929 | CGM5779 abf1A::ScABF1::FTR
et al., 2025
Western blot
Coleccién de
CGM3111 | CGM2415 RAP1::FRT::Flag _
laboratorio
BG14/pVS36 integrativo
CGM5156 BG14 Este trabajo

(Pagrr::FlagABF1::Tcars:NAT::FRT::Tagr1)

Represion ABF1 (promotor reprimible de MET3)
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Hernandez-

CGM3874 | CGM3838 abf1A::FRT/pVS1 (pPuers::Flag-ABF1) Hernandez et
al, 2021
Hernandez-
CGM3842 BG14 BG14 / pVS1 (pPuers::Flag-ABF1. NAT) Hernandez et
al., 2021
Hernandez-
CGM3883 BG14 BG14 / pPRM153 (pPuers::Flag) Hernandez et
al., 2021
Vera Salazar.,
abfA::FRT /pCI12 (pPasr1::ABF1::Tagr1) + tesis de
CGM4279 | CGM3584
pVS9 (pPuers::Flag-ABF1. NAT) pSup1 maestria.,
2021
Vera Salazar.,
abfA::FRT/pCI12 (pPasr1::ABF1::Tagr1) + tesis de
CGM4280 | CGM3584
pVS10 (pPumers::Flag-ABF1. NAT) pSup2 maestria.,
2021
Vera Salazar.,
abf1A::FRT /pVS9 (pPMET3::Flag-ABF1. tesis de
CGM4284 | CGM4279
NAT) maestria.,
2021
Vera Salazar.,
abf1A::FRT /pVS10 (pPuers::Flag-ABF1. tesis de
CGM4287 | CGM4280
NAT) maestria.,
2021
Vera Salazar.,
CGM3585/pVS1(pPuers::Flag-ABF1. NAT) tesis de
CGM4375 | CGM3874
supresora 5 maestria.,
2021
Vera Salazar.,
abf1A::FRT tesis de
CGM4379 | CGM4375
Supresora 5 sin pvs1 maestria.,

2021
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Vera Salazar.,
abf1A:FRT tesis de
CGM4380 | CGM4375
Supresora 5 sin pvs1 col 2 maestria.,
2021
Cepas de sobreexpresion de ABF1
abf1AFRT/pGE238 (pPwmr1::Flag- Coleccién de
CGM4378 | CGM4113
ABF1.URA3) laboratorio
Coleccién de
CGM4391 BG14 BG14( pGE238) (pPwr1::Flag-ABF1.URAS3) _
laboratorio
Coleccion de
CGM4393 BG14 BG14( pGE208) (pPwvt1.URAS3) .
laboratorio
Caracterizacion del promotor MT-1y MET3
Coleccion de
CGM473 BG14 BG14/pMC18 (Pcrar::GFP) .
laboratorio
Coleccién de
CGM518 BG14 BG14/pGRB2.0(CEN/ARS) _
laboratorio
Vidal Aguilar.,
mtl1A mtI2A mtI3A/ pVA80O(pCU- Tesis de
CGM2853 CGM531
pPur1::GFP. URAS3) Maestria.,
2016
mtl1A mtI2A mtI3A! pVAT8 Coleccion de
CGM2858 CGM531 .
(PPwmeTs::GFP::Thiss) laboratorio
Vidal Aguilar.,
Tesis de
CGM2951 CGM531 CGM531/pVA98 (pCU Pur1)
Maestria.,
2016
Coleccion de
GM4035 BG14 BG14/pGRB2.3(pPrck1::GFP.URA3) .
laboratorio
Tabla S2 Plasmidos utilizados en este trabajo
Cepa E.
Plasmido Genotipo relevante Referencia

coli
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Tear:FRT::NAT-CASETE::FRT vector

recipiente integrativo Fragmento de

Yanez-Carrillo et

pYC44 2944 325pb 3'UTR de CTAT amplificado de | 2015
al.,
pOZ12 con #351/#465 clonado en
pYC40 con BamHI/Bgl2
pPwmr-1.Triss Fragmento de 947 pb del
promotor MT1 obtenido por digestion de coleccion del
pVA98 4025 _
pRM136 con XballSacl clonado en laboratorio
pVAT76 digerido con Xbal/Sacl
yEGFP se clono en el vetor 2.2 bajo el
PGRB2.3 1452 Zordan et al., 2013
control del promotor pPpex1..yEGFP
Vector recipiente replicativo Cassete
NATMx obtenido de pAP701 digerido _
Yanez-Carrillo et
pMJ22 2650 con Sacl/ tratado con T4 DNA pol y 0.1 2015
aol.,
digerido con Kpnl clonado en pAP379
digerido con Pmll Kpnl
Vector recipiente etiqueta fkaglinker N
terminal Fragmento Flag-linker
(Spel/EcoRl).(oligonucleotidos 2340 y Coleccién del
pRM153 4163 .
2341) clonado en pCN(Spel/EcoRlI) laboratorio
NatR, AmpR, CgCEN/ARS) Puers::Flag-
linker
o Hernandez-
Vector replicativo URA+
pCl12 3370 Hernadez et al
(pPasr1::ABF1::TABF1)
2021
Represion de la expresion de ABF1
pPuers::Flag-ABF1.NAT Fragmento de
Vera-Salazar.,
1.44 Kb ABF1 liberado de pGH5 con
pVS1 4379 o Tesis de
Clal y clonado en pRM153 digerido con
maestria., 2021
Clal
_ Vera-Salazar.,
psup1 plasmido recuperado por Smash )
pVS9 4513 Tesis de

and grab 1 (pVS1)

maestria., 2021
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pVSsup2 plasmido recuperado por

Vera-Salazar.,

pVvVS10 4514 Tesis de
Smash and grab 2 (pVS1)
maestria., 2021
Vera-Salazar.,
pVSsup3 plasmido recuperado por ]
pVS11 4515 Tesis de
Smash and grab 3 (pVS1)
maestria., 2021
Sobreexpresion de ABF1
pPur1::Myc-ABF1. NAT Fragmento de Hernandez-
pGH8 4236 ABF1 liberado de pGH5 clonado en Hernadez et
pGH3 digerido con Clal al.,2021
pPwur.1::Flag-ABF1.URAS3 Vector
replicativo Fragmento de 2024 pb eccion del
coleccion de
pGE238 4456 obtenido por digestion Spel/Kpnl de aboratori
aboratorio
pVS1 y clonado en pVA98 digerido
Spel/Kpnl
pPur.1::Flag Vector recipiente replicativo
GE208 4402 Fragmento de 941 ob obtenido por coleccion del
g digestion Xbal/Sacl de pRM136 clonado laboratorio
en pGE204 digerido con Xbal/Sac/
BIFC
pPumr.1::VCL.NAT promotor MT1 leccién del
coleccién de
pRM142 3887 obtenido por PCR clonado en pRM90
Sacl/Xbal laboratorio
acl/Xba
pPur1::VNL .NAT promotor MT1 leccion del
coleccién de
pRM144 3889 obtenido por PCR clonado en pRM101 _
SacliXbal laboratorio
acl/Xba
pPwur.1::-VCL .URA3 promotor MT1 occion del
coleccion de
pRM165 4204 obtenido por PCR clonado en pRM103 _
Sacl/Xbal laboratorio
acl/Xba
pPur.1 VC::TSA2 Fragmento obtenido
GE194 4388 por PCR de TSA2 digerido con Xbal y coleccion del
P parcialmente dogerido con Clal cloado laboratorio

en pRM142 Spel Clal
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pPwur1::VN .URA3 fragmento de 1028 pb

pGE236 4454 obtenido por digestién de pPRM144 con coleccion fjel
Xbal/Kpnl clonado en pVA98 Xbal/Kpnl laboratorio
pPur.1::VN-TSA1.URA3 fragmento de
588pb obtenido por digestion de pGE133 coleccion del
pGE244 4462
con Clal/Xhol clonado en pGE236 con laboratorio
Clal/Xhol
pPur1::VC-TRR1 .NAT fragmento de
972pb obtenido por PCR 2410/2411 coleccion del
pGE248 4466
digerido con Clal/Xhol y conado en laboratorio
pRM142 digerido con Clal/Xhol
pPur1::VN::ABF1.URA3 Fragmento de
pVvVS12 4581 ABF1 1.4Kb liberado de pGH5 con Clal y Este trabajo
clonado en pGE236
pPur:VC::ABF1.NAT Fragmento de
pVvVS15 4584 ABF1 1.4Kb de ABF1 liberado de pGH5 Este trabajo
con Clal y clonado en pRM142
pPur:VN::ABF1.NAT Fragmento de
pVvVS16 4585 ABF11.4Kb de ABF1 liberado de pGH5 Este trabajo
con Clal y clonado en pRM144
pPur1::VC::Abf1-43.URA3 Fragmento de
pVvVS20 4600 abf1-43 1.3 Kb obtenido por PCR y Este trabajo
clonado con BamHl| y Clal en pGE236
pPur1::VC::Abf1-43.NAT Fragmento de
pVvS23 4899 abf1-43 1.3 Kb obtenido por PCR y Este trabajo
clonado con BamHl y Clal en pGE144
Complementacion heteréloga
Fragmento de 1240 pb de Pcgasr1
amplificada con los oligos #3227/#3228,
pVS40 4578 Este trabajo

digerido con Kpnl/Xhol y clonada en
pMJ22 digerido con Xhol/Kpnl
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pVS41

4770

Fragmento de 2199pb apmplificado de
S288c con los oligos 3173/3174 digerido
con Xhol y BamH| y clonado en pVS41
digerido con Xhol/BamHI|

Este trabajo

PVS43

4774

PPasr1::SCABF1::Tasrr Fragmento de
957pB obtenido por PCR con los oligos
#3175Fw/ #3176Rv digerido con
BamH|\/Sacl clonado en pVS41

digeridocon BamH|/Sacl

Este trabajo

pVS45

4920

Fragmento obtenido por PCR de pVS43
de la reguion Pagr1::ScCABF1 obtenido
con Eagl/BamH| de pVS43 clonado en

pVS26 Eagl/BamHl|

este trabajo

Expresion del promotor de ABF1

pVS38

4755

pPase1::GFP Fragmento de 1240pb de

la region intergeniga de ABF1 rio arriba
amplificado con #1589Fw/#3226Rv
Digerido con Sacl/BamH| clonado en
pGRB2.3 Digerido con Sacl/BamHI

Este trabajo

Integracion etiqueta flag en N-terminal ABF1

pVS24

4629

Fragmento de 1240 pb amplificado
con1589/2900 de BG14 digerido con
Sacl Smal, clonado en pGE240 digerido
con Spel tratado con T4 pol y digerido

con Sacl.

Este trabajo

pVS26

4640

Fragmento de 750pb del 3UTR de ABF1
obtenido de pCI9 con Xhol/Kpnl clonado
en pYC44 digerido con Xhol/Kpnl

Este trabajo
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pPasri::FlagABF1:.NATCassete
FRT::Tasr1) integrativo Fragmento de
2842pb amplificado con #1589Fw

PVS36 4685 . o Este trabajo
[#2899RVv a partir de pVS24 digerido con
Sacl/BamHI clonado en pVS26 digerido
con Sacl/BamHl|
Analisis del promotor MT-1
pPMT.1::GFP
Fragmento de 947 pb del promotor MT1
coleccion del
pVAS80 3990 obtenido por digestion de pRM136 con
laboratorio
Xbal/Sacl clonado en pGRB2.3 digerido
con Xbal/Sacl
Tabla S3 oligonucleétidos empleados en este trabajo
Sitios (o
No Secuencia 5'-3' anadido .S't.lo d_e'
s hibridacién
Oligos de diagnéstico
14 ATATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGA Ninguno D'sﬁgoesr“c
86 TAGTGAACTAGTTAGTCCAATG Ninguno S'Ffj 4”\;;/@
. SIR4 INT
87 CGTAGTATCCTGTTCAAGC Ninguno @464 Rv
106 TTTACCGTAAGTAGCATCACCTTCACC Ninguno | GFP@123 Rv
108 GACCTGGAAGGATGGCAGATAATC Ninguno | SR2 1R @
. SIR3 INT
109 GGGCTTGAACTCCTTGTAGTAGTC Ninguno @323 R
466 CCAGTGTCCCGGGGGACGCCG Ninguno | NtV @40
467 CGCCTGCCGCTCGCCGTCCGA Ninguno Naé‘%)é‘\‘/@
569 TACAAAGCTTGTTCACCATCGGAAGC Ninguno NAgéfF;TV@'
1096 GCTTGCCTCGTCCCCG Ninguno NAT';*T@'
NAT-
1097 CATGTCGACCAGTACTGACA Ninguno | FRT@+11Sal
Fw
Diagnéstico de ABF1
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. ABF1@
1835 CTCTGACTCCTCATCCTTAACC Ninguno | A51@
2577 CAGTCGCGTTGCCCTATTAT Ninguno ABFL% 165
2578 TACTC GAGCTTGTGGTCGTG Ninguno | ABF1@374Rv
2579 CTCTGAACTTGGGCACATCA Ninguno ABFL§@7%
2962 CAGCACCGGCTTTTGACTTC Ninguno ABFLCV‘%'MZ
2964 ATAGCCATTTCGGCCAGTCC Ninguno ABFL(\%'%“
2968 CTGATCTAGGAGAATACGCTC Ninguno fngJF%
2970 CAACAAGGCACTAACAACAAGC Ninguno | ABF1@*587F
2971 TCACTGAGAGGCCCGAATTTT Ninguno | ABF R@V 695
3117 GCTGGAGAGCACAGAGCTGTTCTTTG Ninguno | ABF1@-1438
Complementation heteréloga
1559 | CTTGAGCTCGATIGTIGTGTAGGCAATATCATA | .1y [ apr1g-tado
2899 | TCTGGATCCTTATTGTCCTCTTAATTCAGGGTT | o~ | ABF1@1440
G BamHI Rv
2900 | CCTCCCGGGCGTTGTTTGTGTTCTCGTTGGCG | Smal fSB;;%
3173 | CCTCTCGAGAAAATGGACAAATTAGTCGTGAAT | .~ | SCABFI@ 1
TATTATG Xhol Fw
SCABF1@
3174 | CTTGGATCCCATTTGACCTCTTAATTCTGG | BamHI | 2196 BamHI
Rv
2175 | CTCGGATCCACTTAAATGCGTAGCTCCAATTAT | o~ | ABFI@*]
TAAAATG BamHI Fw
3176 | CTTGAGCTCTCTTTTCGCCGCCAACTTAAGC | Sacl ABS‘C;E@I’EKFO
3226 | CCTGGATCCCGTTGTTTGTGTTCTCGTTGGCG | BamHi | Ao 1@
3227 | CCTCTCGAGCGTTGTTTGTGTTCTCGTTGGCG |  Xhol ffhg%\'/
CTTGGTACCATTGTTGTGTAGGCAATATCATAG ABF1@-1240
3228 Kpnl
C Kpnl Fw
3432 CCGGACGACACCAATGACAAAG None | SABE1@422
3433 GTGAGTGGGAGGAAATGTGC None | SSABEI1@588
Oligonucleétidos con sitios anadidos para plasmidos de ABF1
TCTGGATCCAAAATGGATGACGGTATGATTTCT ABF1@ 1
2273 BamHi
G BamHI Rv
GTTATCGATTTAGACTTCACGAGGAAGCTTGTC ABF1 @1321
3038 Clal
GTC Rv Clal
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