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Resumen

“Generacion de versiones etiquetadas de las proteinas Ku70 y Ku80 de
Candida glabrata para el estudio de su localizaciéon alo largo del telomero
derecho del cromosoma E.”

Las principales proteinas de adhesion del patdgeno oportunista Candida glabrata,
estdn codificadas por la familia de genes EPA, los cuales se localizan
principalmente en regiones subteloméricas. Estas zonas estan sujetas a
silenciamiento transcripcional. Varias proteinas participan en esta regulacion como
son las proteinas Sir, Rapl, Rifl, Ku70 y Ku80. Estudios realizados en nuestro
laboratorio, han demostrado que las proteinas Ku no se requieren
significativamente para el silenciamiento de la regién subtelomérica del brazo
derecho del cromosoma E, donde se encuentra el gen EPAL. Este resultado es
novedoso porque es el primero en demostrar que un telémero no depende por
completo de las proteinas Ku. Datos no publicados de nuestro laboratorio sugieren
gue a pesar de no ser necesarias para el silenciamiento, estas proteinas se unen
al telémero y la regién subtelomérica.

El objetivo de este trabajo es construir cepas de C. glabrata que contengan
versiones etiquetadas funcionales de las proteinas Ku70 y Ku80 de esta levadura
para posteriormente analizar primero, la posible interaccion entre ellas y segundo
la interaccion in situ con el ADN a lo largo de la region subtelomérica del brazo
derecho del cromosoma E mediante ensayos de inmunoprecipitaciéon de la
cromatina (ChlP).

PALABRAS CLAVE: Candida glabrata, adhesinas, heterodimero Ku,
silenciamiento subtelomérico, epitopos.
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Abstract

"Construction of tagged versions of Ku70 and Ku80 proteins in Candida
glabrata to study its localization along the right telomere of chromosome E."

The majority of the cell adhesion proteins in the opportunistic fungal pathogen
Candida glabrata, are encoded by the EPA family of adhesins, and are localized at
subtelomeric regions. These regions are subject to chromatin-based subtelomeric
silencing in which several proteins participate, such as the Sir proteins, Rap1l, Rifl
and the yKu70 and yKu80 proteins. We have previously shown that silencing at the
right telomere of chromosome E, where EPAL resides, does not require the Ku
proteins. This result is surprising because this is the first example of Ku-
independent silencing of a subtelomeric region. We also have data that suggests
that the Ku proteins are probably bound to this telomere and the subtelomeric
region, even though they are not required for subtelomeric silencing.

In this work we constructed C. glabrata strains that contain tagged, functional
versions of Ku70 and Ku80. We found that these proteins interact with each other.
We will next determine whether there is interaction between these proteins and the
DNA along the right telomere of chromosome E by chromatin immunoprecipitation
experiments (ChIP).

KEYWORDS: Candida glabrata, adhesins, Ku heterodimer, subtelomeric
silencing, epitopes.
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Resumen

Las principales proteinas de adhesién del patégeno oportunista Candida glabrata,
estdn codificadas por la familia de genes EPA, los cuales se localizan
principalmente en regiones subteloméricas, las cuales estan sujetas a
silenciamiento transcripcional. Varias proteinas participan en esta regulacion como
son las proteinas Sir, Rapl, Rifl, Ku70 y Ku80. Estudios realizados en nuestro
laboratorio, han demostrado que las proteinas Ku no se requieren
significativamente para el silenciamiento de la region subtelomérica del brazo
derecho del cromosoma E, donde se encuentra localizado el gen EPAL. Este
resultado es novedoso porque es el primero en demostrar que un telémero no
depende por completo de las proteinas Ku. Datos genéticos no publicados de
nuestro laboratorio sugieren que a pesar de no ser necesarias para el
silenciamiento, estas proteinas se unen al telomero y la regién subtelomérica.

El objetivo de este trabajo es construir cepas de C. glabrata que contengan
versiones etiquetadas funcionales de las proteinas Ku70 y Ku80 de esta levadura,
para posteriormente analizar primero, la posible interaccion entre ellas y la
interaccién in situ con el ADN a lo largo de la regidn subtelomérica del brazo
derecho del cromosoma E mediante ensayos de inmunoprecipitacion de la
cromatina (ChiIP).
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Introduccién

Candida glabrata es una levadura haploide, no dimérfica, la cual se identifica como
un hongo patégeno oportunista, que normalmente se encuentra como comensal
en las mucosas de individuos sanos, sin embargo, en individuos cuyo sistema
inmunologico se encuentra atenuado, puede invadir tejidos y causar
enfermedades.

Uno de varios factores de virulencia que se han identificado en este hongo, es la
capacidad que presenta para adherirse con avidez a células epiteliales de
mamiferos in vitro. Esta interaccion in vitro depende de la adhesina Epal
codificada por el gen EPA1 (Comarck et al., 1999).

Actualmente se sabe que el genoma de C. glabrata contiene mas de 20 genes
paralogos a EPA1 (segun la cepa), algunos de los cuales se ha demostrado que
codifican también para adhesinas funcionales (De Las Penas et al., 2003; Castano
et al., 2005). Un aspecto interesante al respecto, es que la mayoria de estos
genes se encuentran localizados en regiones subteloméricas de los cromosomas y
éstos se encuentran regulados de manera negativa mediante un sistema de
silenciamiento conocido como TPE (de sus siglas en Inglés, Telomere Position
Effect) (Ottaviani et al., 2008). En este silenciamiento subtelomérico se sabe que
participan una serie de proteinas tales como Sir2, Sir3, Sir4, Rapl, Ku70, Ku80 y
Rifl. Estas proteinas se identificaron primero en S. cerevisiae (Rusche et al.,
2003; Blander y Guarente, 2004), la cual es una levadura estrechamente
relacionada filogenéticamente con Candida glabrata (Dujon et al., 2004).

En C. glabrata también se ha descrito que estas proteinas participan en el
silenciamiento subtelomérico, aunque existen algunas diferencias. Por ejemplo
Rif1l tiene un papel positivo en el silenciamiento subtélomerico en C. glabrata,
mientras que en S. cerevisiae tiene una funcion negativa (Hardy et al., 1992;
Wotton y Shore, 1997; Hediger et al., 2002; Castano et al., 2005).

Las proteinas Ku70 y Ku80 juegan un papel importante como reguladores

positivos del silenciamiento subtelomérico en C. glabrata. Probablemente el

3
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mecanismo del silenciamiento sea similar al descrito para las proteinas ortdlogas
en S. cerevisiae, donde Ku70 y Ku80 se unen a los extremos del telomero y
favorecen la interaccion entre Sir3/Sir4 con la proteina Rapl. Sin embargo,
mediante estudios realizados en nuestro laboratorio, se encontré que en el
teldmero del cromosoma E en donde se encuentran los genes EPALl, EPA2 y
EPA3, las proteinas Ku70/Ku80 no son tan importantes para el silenciamiento de
estas regiones (Rosas-Hernandez et al., 2008). Estos experimentos se realizaron
analizando la expresion de un gen reportero URA3 insertado en varias posiciones
a lo largo de la region subtelomérica y por RT-PCR de los genes EPAL, EPA2 y
EPA3. Este resultado es novedoso ya que es el primero en donde se observa que
un telomero no depende completamente de la actividad de Ku70/Ku80. Datos de
nuestro laboratorio indican que estas proteinas probablemente se unen a este
telomero, pero no se requieren para el silenciamiento, posiblemente porque este
telomero posee un elemento en cis entre el gen EPA3 y el telomero, el cual tiene

actividad de proto-silenciador (A. Juarez-Reyes et al., manuscrito sometido).

El objetivo de esta tesis es construir cepas de C. glabrata que contengan
versiones etiquetadas y funcionales de cada una de las proteinas Ku. Inicialmente
demostramos que las versiones etiquetadas son funcionales respecto a la
capacidad de mediar silenciamiento de varios genes EPA localizados en varios
telomeros, y también respecto a la capacidad para silenciar un gen reportero
insertado cerca del telémero derecho del cromosoma |.

Ademas, determinamos por ensayos de co-inmunoprecipitacion que en C.
glabrata, al igual que en S. cerevisiae, las proteinas Ku70 y Ku80 interaccionan
fisicamente.

Posteriormente se analizara si existe interaccion de estas proteinas con el ADN en
diferentes regiones a largo de la region subtelomérica del brazo derecho del
cromosoma E de Candida glabrata por medio de ensayos de inmunoprecipitacion

de la cromatina (ChIP).
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Resultados

Construcciones para generar fusiones traduccionales de las proteinas Ku70 y

Ku80 con diferentes etiquetas en el extremo carboxilo-terminal.

Para realizar las versiones etiquetadas, la region carboxilo-terminal del ORF de los
genes HDF1 y HDF2 (genes que codifican para las proteinas Ku70 y Ku80
respectivamente) y la region 3’ no traducida (3’ UTR) de cada uno de los genes se
subclonaron en sitios especificos, en los plasmidos integrativos que contienen los
distintos epitopos (ver Materiales y Métodos). En total, realizamos fusiones de
cada uno de los extremos 3" de los genes que codifican para las proteinas Ku70 y
Ku80 de Candida glabrata, cada una con distintos epitopos (HA, FLAG, GFP y c-
Myc) respectivamente (un total de 7 construcciones) (Fig. 1A).

Posteriormente, los vectores se digirieron en sitios especificos para dejar extremos
homologos al genoma de C. glabrata y favorecer la doble recombinacién
homodloga. La integracion de los plasmidos en el cromosoma de C. glabrata, se
realizé en un paso por doble recombinacién homologa, seleccionando las colonias
transformantes resistentes a higromicina que es la resistencia que confiere el
cassette hph insertado rio abajo de la fusién traduccional. Posteriormente, el
reemplazo correcto se comprobd por PCR, utilizando parejas de oligonucleétidos
especificos, uno de los cuales hibrida dentro de la construccion, y el otro en las
regiones endoégenas de HDF1 y HDF2 pero que no se encuentran presentes en el

plasmido (Fig. 1B)

Andlisis de funcionalidad de las proteinas etiquetadas

Realizamos dos ensayos: el primero determina si las proteinas Ku70 y Ku80
etiquetadas son funcionales para silenciar el gen reportero URA3 cerca del
telomero I-gr. El segundo ensayo determina si las proteinas etiquetadas son
funcionales para establecer el silenciamiento de varias adhesinas localizadas en

varios telomeros de C. glabrata.
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Representacion esquematica de las distintas fusiones traduccionales generadas con
diversos epitopos. El extremo terminal del ORF sin codon de paro, tanto de HDF1 y HDF2
(genes que codifican para las proteinas Ku70 y Ku80), y sus respectivos terminadores
(3’'UTR), fueron subclonados en sitios especificos en los distintos vectores que contienen
cada epitopo (HA, FLAG, GFP y c-Myc).

Eliminacion del cassette de resistencia a higromicina e incorporacién del terminador
nativo. Las cepas con las proteinas etiquetadas de Ku70 y Ku80 se transformaron con el
vector pMZ18, que codifica para la recombinasa Flplp de S. cerevisiae. Tras la induccion
de la expresién de Flpl con medio fresco (YPD) en fase logaritmica, se escindi6 el
cassette de resistencia al antibiético higromicina y la cepa que resulta tiene el terminador
nativo del gen inmediatamente después de la etiqueta y el sitio de recombinacion FRT de
35 pb. Ademas se muestra la ubicacion de los oligonucledtidos para comprobar la
eliminacion del cassette de resistencia.
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1) Las proteinas etiquetadas son funcionales para el silenciamiento en el teldmero

del cromosoma I-g

Se realiz6 un ensayo de funcionalidad de las proteinas etiquetadas por medio de
la introduccion de estas construcciones en cepas que contienen el gen reportero
URAS en la region subtelomérica del telémero derecho del cromosoma |, el cual
depende totalmente de las proteinas Ku70 y Ku80 para mantener el silenciamiento
(Rosas-Hernandez et al., 2008). Para ello, se analiz6 la expresion/silenciamiento
del gen reportero URA3 mediante ensayos de crecimiento en cajas con distintos
medios. Si las proteinas etiquetadas son funcionales, se espera que el gen
reportero URA3 se mantenga silenciado y las células puedan crecer en medio con
5-FOA. Por el contrario, si las fusiones no son funcionales, habra expresion de
URAS3 y las células no podran crecer en este medio.

Casi todas las cepas que contienen las fusiones analizadas (Ku70::HA,
Ku70::FLAG, Ku70:: GFP, Ku80::HA, Ku80::FLAG y Ku80::c-Myc) excepto la cepa
con la fusién Ku70::c-Myc, se comportan como la cepa parental en el medio 5-
FOA. Estos datos nos indican que la mayoria de las fusiones son funcionales y no
alteran la actividad de las proteinas medidas por este ensayo, lo que reporta la
capacidad de las proteinas Ku etiquetadas para silenciar el gen reportero URA3
insertado en la region subtelomérica del lado derecho del cromosoma |. Por otra

parte, la fusion Ku70::c-Myc claramente perdi6 su actividad (Fig. 2).

2) Las versiones etiguetadas de las proteinas Ku son funcionales para el

silenciamiento de las regiones subteloméricas de varios telémeros de C. glabrata.

Realizamos un ensayo cualitativo de adherencia in vitro de cultivos de C.glabrata
en fase estacionaria a células HeLa. En estas condiciones, C. glabrata no expresa
los genes EPA (en particular EPA1, EPA6 y EPA7 que codifican para las
adhesinas mas importantes in vitro) ya que se encuentran silenciados y por lo
tanto, las células no presentan la capacidad de adherencia a células epiteliales en

cultivo. Cualquier mutacion en las proteinas que participan en el silenciamiento
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Figura 2.
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Andlisis de la funcionalidad de las proteinas Ku70 y Ku80 etiquetadas, mediante la expresion del
gen reportero URA3 en diferentes medios de crecimiento.

En YPD, se aprecia la cuenta viable; en CAA (sin uracilo, -URA) se observa la poblacion de células
que expresan URA3, y en medio 5-FOA, se presentan aquellas células que no expresan URA3. La
primera fila corresponde a la cepa parental con la insercion del gen reportero que esta silenciado,
mientras que en las mutaciones ku70A y ku80A, el gen reportero se expresa y las células no
pueden formar colonias en presencia de 5-FOA. El triangulo rojo invertido representa la insercion

del gen reportero en el cromosoma.
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subtelomérico, elimina este efecto y promueve la expresion de genes
subteloméricos (Ottaviani et al., 2007).

Por lo tanto, si las células de las cepas que contienen las diferentes versiones
etiquetadas de las proteinas Ku, crecidas hasta la fase estacionaria muestran un
fenotipo de hiperadherencia, indicaria que las fusiones no son funcionales, debido
a que el silenciamiento subtelomeérico se eliminaria, y este fenébmeno permitiria la
expresion de los genes EPA. Para estos ensayos, se incluyd un control de una
cepa no adherente (cepa silvestre en fase estacionaria) y dos controles de cepas
hiperadherentes (cepas hdf1A y hdf2A), las cuales expresan genes EPA.

El cultivo de la cepa silvestre (CGM1) presenté muy pocas células adheridas a las
células HelLa. Por el contrario, las cepas hiperadherentes hdf1A y hdf2A, muestran
un notable aumento en el nimero de levaduras adheridas a las células HelLa. Las
cepas Ku70:: HA, Ku70::FLAG, Ku70::GFP, Ku80::HA y Ku80::FLAG se comportan
como la cepa silvestre, es decir, no adherente lo cual sugiere que estas fusiones
son funcionales respecto al silenciamiento de varios telomeros de C. glabrata (Fig.

3). Las cepas Ku70::c-Myc y Ku80::c-Myc no se han probado en este ensayo.

Inmunodeteccién de las proteinas etiquetadas (Ku70::FLAG, Ku70::c-Myc,
Ku80::FLAG y Ku70::c-Myc)

Con el proposito de determinar si las fusiones analizadas pueden ser
inmunodetectadas, realizamos varios ensayos independientes de Western blot,
utilizando los anticuerpos (anti-FLAG y anti-c-Myc) y se utiliz6 un anticuerpo
secundario policlonal unido a la peroxidasa de rdbano HRP (Anti-mouse IgG-
HRP). Posteriormente, el ensayo se reveld0 mediante una reaccion de
quimioluminiscencia. Se inmunodetecto a las proteinas Ku70::FLAG, Ku70::c-Myc,
Ku80::FLAG y Ku70::c-Myc, en cepas sencillas con una sola proteina etiquetada;
asi como en cepas con las proteinas Ku70 y Ku80 marcadas con distintos
epitopos (ejemplo, Ku70::FLAG / Ku80::c-Myc) (Fig. 4). Las fusiones con los

epitopos GFP y HA, no nos fue posible detectarlas por Western blot.



251 Figura 3.

252
253
254

255 Ensayo de adherencia de cepas portadoras de las proteinas Ku70 y Ku80 etiquetadas a células
256 HelLa. En la figura se muestra el control de baja adherencia, cepa silvestre (wt) y de
257  hiperadherencia hdf1A y hdf24, asi como cepas de Ku70 y Ku80 etiquetadas con distintos epitopos
258 (FLAG, HA y GFP). Las células de C. glabrata se observan como pequefios puntos refringentes
259  sobre el césped de células Hela. Las flechas sefialan la localizacion de algunas células de C.
260  glabrata adheridas.

261
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Figura 4.
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Inmunodeteccion por Western blot de las proteinas Ku70 y Ku80 etiquetadas con los epitopos c-
Myc y FLAG.

En los incisos A y B, se muestran dos experimentos independientes. A ) El Western blot se realizé
con anticuerpo anti-c-Myc, y se muestra la deteccién de las proteinas Ku70::c-Myc y Ku80::c-Myc
(pesos moleculares de 93 y 92 kDa. respectivamente), en cepas con proteinas marcadas con dos
epitopos distintos (Ku80::FLAG / Ku70::c-Myc y Ku70::FLAG / Ku80::c-Myc) y en cepas sencillas
(Ku80::c-Myc y Ku70::c-Myc). B) El Western blot se realizé con anticuerpo anti-FLAG, y se muestra
la deteccion de las proteinas Ku70::FLAG y Ku80::FLAG ( pesos moleculares de 74 y 72 kDa.
respectivamente) en cepas con proteinas marcadas con dos epitopos. Como controles se
incluyeron a la cepa silvestre CGM1 (cepa no etiquetada) y a una cepa utilizada como control
positivo (Suml::c-Myc/Hst1::FLAG) con pesos moleculares de 97 kDa y 93 kDa respectivamente.
Las muestras se analizaron en geles de poliacrilamida SDS-Page al 12% (anti- c-Myc) (A) y al 7%
(anti-FLAG) (B).
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Co-inmunoprecipitaciéon de las proteinas Ku70 y Ku80 de Candida glabrata

Para investigar si las proteinas Ku70 y Ku80 de C. glabrata interaccionan entre si,
como sucede en S. cerevisiae, realizamos ensayos de co-inmunoprecipitacion
(Co-IP). Para realizar estos ensayos, se extrajeron extractos de proteina celular de
cepas que contienen las proteinas Ku70 y Ku80 marcadas con distintos epitopos
(ejemplo, cepa Ku70::FLAG/ Ku80::c-Myc y viceversa). También se obtuvo un
extracto de la cepa silvestre (wt) que tiene las versiones de Ku70 y Ku80 no
etiquetadas. Para la precipitacion se utilizaron perlas cubiertas con el anticuerpo
anti- c-Myc inmovilizado. Posteriormente, se utilizé el anticuerpo primario anti-
FLAG y un anticuerpo secundario policlonal unido a HRP (Anti-mouse IgG-HRP)
para confirmar la co-inmunoprecipitacion por Western blot.

La figura 5 muestra el resultado obtenido en estos ensayos en donde se
demuestra que las proteinas Ku70 y Ku80 de Candida glabrata interaccionan entre

Si.
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306 Figura 5.
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309 Co-inmunoprecipitacion de las proteinas Ku70 y Ku80 de Candida glabrata. Para realizar este
310 ensayo se inmunoprecipitd con perlas de agarosa acopladas con el anticuerpo anti-c-Myc.
311 Posteriormente utilizamos el anticuerpo anti-FLAG para confirmar la co-inmunoprecipitacion por
312 Western blot. A) La cepa silvestre (wt). B) Cepa que contiene las proteinas Ku70 y Ku80 marcadas
313  con distintos epitopos ( Ku70::FLAG/ Ku80::c-Myc). C) Cepa que contiene las proteinas Ku70 y
314 Ku80 marcadas con distintos epitopos ( Ku80::FLAG/ Ku70::c-Myc). Input= extracto proteico total,
315 SN= sobrenadante, Co-IP= co-inmunoprecipitacibn. Tamafios esperados de las proteinas
316 etiquetadas con el epitopo FLAG. Ku70::FLAG = 74 kDA, Ku80::FLAG = 73 kDA.

317
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320
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DISCUSION

En el patégeno oportunista Candida glabrata, las proteinas de adhesion son
codificadas por una familia de genes (EPA), que se localizan principalmente en las
regiones subteloméricas. Estas zonas se encuentran sujetas a silenciamiento
transcripcional mediado por varias proteinas, entre las que se encuentran las

proteinas Ku70 y Ku80.

Las proteinas de fusibn Ku70::HA, Ku70::FLAG, Ku70::GFP, Ku80::HA,
KuB0::FLAG y Ku80::.c-Myc son funcionales para el silenciamiento del gen

reportero URA3 insertado en teldmero | k.

Realizamos un ensayo de funcionalidad de las proteinas etiquetadas con el
propdsito de determinar si la adicion de epitopos a nuestras proteinas de interés
comprometia la funcionalidad de éstas determinando el grado de silenciamiento
del gen reportero URA3 insertado a 900 pb. del telomero derecho del cromosoma
I, el cual depende totalmente de las proteinas Ku para el silenciamiento.
Normalmente URAS3 insertado en este telomero se encuentra reprimido por la
maquinaria del silenciamiento subtelomérico, mientras que en una cepa mutante
en cualquier gen que codifica para las proteinas del silenciamiento, resulta en
expresion del gen reportero (Rosas-Herndndez et al., 2008). Los resultados
muestran que todas las fusiones analizadas son funcionales excepto Ku70::c-Myc
cuando se analizan para la capacidad de silenciar el reportero URA3 insertado a
900 pb del telémero derecho del cromosoma |.

Por otra parte, la fusidbn Ku70::c-Myc claramente perdid su actividad; esta pérdida

de funcién pudiese deberse a dos motivos:

1.- La agregaciéon de la etiqueta no permite que la proteina se pliegue a su

conformacion activa.
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2.- La agregacion de la etiqueta pudiese interferir para que la proteina Ku70 no
interactie con las proteinas involucradas en el silenciamiento subtelomérico,

afectando ese fenébmeno.

Sin embargo, la etiqueta si se puede detectar por Western blot como se muestra
en las Figs. 4y 5.

Por otra parte, una posible explicacion al hecho de que la fusion Ku80::c-Myc, no
perdié su funcionalidad a diferencia de Ku70::c-myc, es la siguiente: A pesar de
gque ambas fusiones comparten el mismo epitopo (100 pares de bases de
longitud), posiblemente este epitopo pudo haberse plegado de una manera distinta
en la fusiébn Ku80:c-Myc para quedar finalmente en una orientacion la cual no

comprometio su funcionalidad, a diferencia de la fusion Ku70:c.Myc.

Las proteinas de fusion Ku70::HA, Ku70::FLAG, Ku70::GFP, Ku80::HA,
KuB80::FLAG y Ku80::.c-Myc son funcionales para el silenciamiento de varios

teldmeros determinado a través de ensayos de adherencia a células HelLa.

En un segundo ensayo con un enfoque distinto al anterior evaluamos la
funcionalidad de las proteinas etiquetadas. Evaluando la capacidad de adherencia
in vitro a células HelLa de cultivos de cepas en fase estacionaria que contienen las
distintas proteinas etiguetadas. Es necesario destacar que cualquier mutacion en
las proteinas del complejo Sir, elimina el silenciamiento subtelomérico y promueve
la expresion de varios genes subteloméricos (Gottschling, 1992) entre los cuales
se encuentran la mayoria de los miembros de la familia EPA.

C. glabrata es capaz de adherirse a células epiteliales in vitro, y se adhiere
principalmente a través de Epal (Cormack et al., 1999). La cepa silvestre de C.
glabrata no es adherente en fase estacionaria porque no se expresan las
principales adhesinas Epal, Epa6 y Epa7 (De las Pefias et al., 2003; Castano et
al., 2005). Si un cultivo de células de C. glabrata etiqguetadas con los distintos

epitopos en fase estacionaria muestra un fenotipo de hiperadherencia, indicaria
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que las fusiones no son funcionales, debido a que el silenciamiento subtelomérico
se eliminaria, y este fendmeno permitiria la expresion de los genes.

Los experimentos muestran que las cepas Ku70::HA, Ku70::FLAG, Ku70::GFP,
Ku80:: HA, Ku80::FLAG y Ku80::c-Myc se comportan como la cepa silvestre
(CGM1) no adherente lo cual sugiere que estas fusiones son funcionales para
inducir silenciamiento en varios telomeros de C. glabrata. Aun nos falta evaluar la
cepa que contiene la fusién Ku70:: c-Myc por medio del ensayo de adherencia a
células Hela, , lo cual en caso de dar un fenotipo hiperadherente nos confirmaria

los resultados del ensayo de silenciamiento con el gen reportero URAS.

Deteccion de las proteinas etiquetadas con los distintos epitopos por analisis de

Western blot.

La utilizacién de proteinas etiquetadas es un método de ADN recombinante para
hacer un producto génico inmunoreactivo mediante la utilizacion de un anticuerpo
especifico. Con el propdsito de determinar si las proteinas fusionadas generadas
en este trabajo se pueden inmunodetectar, realizamos ensayos de Western blot.
Mediante esta técnica logramos detectar a las siguientes proteinas: Ku70-FLAG
(74 kDa), Ku70-c-Myc (93 kDa), Ku80-FLAG (74 kDa) y Ku80-c-Myc (92 kDa).

Los vectores utilizados en este trabajo fueron disefiados para que el epitopo se
afadiera al extremo c-terminal con el propésito de asegurar que solo las proteinas
quiméricas completamente sintetizadas sean las que se detecten para nuestros
fines. Se ha demostrado que las regiones terminales parecen ser favorables para
el etiquetado, debido a que aumentan la probabilidad de que el epitopo se
encuentre en el exterior del polipéptido plegado sin comprometer la funcién; sin
embargo muchas proteinas tienen una funcion critica en su secuencia terminal
(Jarvik y Telmer, 1998). Ademas, las regiones hidrofobicas de las proteinas, como
los dominios transmembranales o los ndcleos hidrofébicos, no son un buen lugar
para etiquetar, al igual que aquellas regiones altamente conservadas, porque

probablemente son sensibles a alteraciones en la secuencia primaria.

16



410
411
412
413
414
415
416
417
418
419
420
421
422
423
424
425
426
427
428
429
430
431
432
433
434
435
436
437
438
439
440

Los resultados por Western blot son alentadores debido a que es posible realizar
futuros experimentos de inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP) para
determinar los sitios de interaccion del heterodimero Ku con el DNA en el brazo
derecho del cromosoma E de C. glabrata glabrata (y en cualquier otra regién
subtelomérica). Utilizando las versiones fusionadas de Ku70 y Ku80, y con
experimentos de ChIP, nos permitirdn determinar si las proteinas Ku interaccionan
con el ADN a lo largo del brazo derecho del cromosoma E en regiones
particulares. Esto seria interesante porque en este teldmero, se ha demostrado
que el heterodimero Ku70/Ku80 no se requiere de manera importante en el
silenciamiento de estas regiones (Rosas-Hernandez et al., 2008); sin embargo,
datos generados de nuestro laboratorio (A. Juarez-Reyes et al., sometido; V.
Gallegos et al., datos no publicados) sugieren que las proteinas Ku si se unen a
ciertas regiones intergénicas en este telémero. Por otro lado, se ha identificado un
elemento en cis localizado al 5 de EPA3 que cumple funciones sobrelapadas con
las proteinas Ku. Ademas existe otra region intergénica entre EPA1 y EPA2 cuya
funcién requiere de las proteinas Ku. Por esta razon es interesante determinar
el/los sitios de interaccion de estas proteinas con el ADN a lo largo del brazo
derecho del cromosoma E. Adicionalmente, con las proteinas de fusién
construidas en este trabajo, podremos determinar si las proteinas Ku se unen a

otros telébmeros o cualquier otras regiones del genoma de C. glabrata.

Las proteinas Ku70 y Ku80 interaccionan entre si en C. glabrata

Ku es un complejo proteico presente desde bacterias hasta mamiferos (Downs y
Jackson, 2004). Este complejo esta formado por las subunidades Ku70 y Ku80. De
manera notable, la familia de proteinas Ku muestra un bajo grado de similitud con
respecto a la secuencia de aminoacidos entre todos sus miembros, pero el
reconocimiento de ortélogos se facilita por la identificacion de dominios y motivos
estructurales conservados (Gell y Jackson, 1999). Como un ejemplo de esto, se
muestra el alineamiento de la secuencia de aminoacidos de las proteinas Ku70 y

Ku80 de C. glabrata comparado con el modelo biolégico S. cerevisiae. A pesar de
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gue ambas levaduras estan relacionadas filogenéticamente, se observa un bajo
grado de similitud en secuencia entre sus proteinas (Figs. 6 y 7, datos

suplementarios).

Diversos estudios en diferentes organismos han demostrado que el heterodimero
Ku es altamente estable y es probablemente la forma funcional mas comun. En S.
cerevisiae, se ha demostrado que no existe diferencia entre el fenotipo de una
cepa que contiene una mutacion nula de una de las dos subunidades de Ku y el
de otra cepa que carece de ambas subunidades. Estos resultados sugieren que la
forma funcional primaria de estas subunidades, es un heterodimero (Downs vy
Jackson, 2004). En el presente trabajo hemos demostrado la existencia de una
interaccion entre las proteinas Ku70 y Ku80 de C. glabrata mediante ensayos de
Co-inmunoprecipitacion, lo que sugiere la existencia de la forma heterodimérica.

Ademas, de manera analoga a los datos de S. cerevisiae, datos de nuestro
laboratorio muestran que para varios fenotipos probados, las cepas mutantes
sencillas se comportan igual que la mutante que carece de ambas subunidades de

Ku (A. Judrez-Reyes et al., sometido).

Ahora sabemos que el heterodimero Ku es multi-funcional puesto que ademas de
su funcion en la reparacion de cortes de doble cadena del ADN, mediante la via
NHEJ (del inglés, Non-Homologous End Joining) (Daley et al., 2005) éste se
encuentra involucrado en otros procesos celulares tales como el mantenimiento de
telomeros, el silenciamiento de genes subteloméricos (TPE, del inglés, Telomere
Position Effect) y su organizacion espacial en el nucleo (Downs y Jackson, 2004;
Fisher y Zakian, 2005).

En S. cerevisiae, la delecion de cualquiera de las subunidades de este complejo
origina un incremento en la sensibilidad a algunos agentes que inducen dafos al
ADN. Ademas, las mutantes en el complejo Ku de S. cerevisiae exhiben
termosensibilidad a 37°C, aunque no mueren inmediatamente (Dudasova et al.,
2004). Otro fenotipo destacable de las mutantes en Ku es que sufren un dramatico

acortamiento en la longitud de los telémeros, lo que indica que el complejo Ku
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juega un papel crucial en el mantenimiento de estas estructuras en la célula. Estos
mismos fenotipos mostrados por deleciones de Ku (termosensibilidad, decremento
de los niveles de TPE, acortamiento de los telémeros) se han observado en C.
glabrata (Castano et al., 2005; Rosas-Hernandez et al., 2008; A. Juarez-Reyes et
al., sometido).

Los datos recopilados en este trabajo y los previos generados en nuestro grupo
(Rosas-Hernandez et al., 2008; A. Juarez et al., sometido) sugieren que, al igual
gue en otras especies estudiadas, el complejo Ku de C. glabrata realiza diferentes
actividades que parecen conservadas entre diversos organismos. Aunque de
manera sorprendente, existen ejemplos de la existencia de variaciones respecto a

la estructura y regulacién de Ku a través de la evolucion (Downs y Jackson, 2004).
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Materiales y Métodos

Cepas, plasmidos y oligonucleétidos

Todas las cepas, plasmidos y oligonucleétidos utilizados en este trabajo se
muestran en la Tablas 1, 2 y 3, respectivamente, en la seccion de datos

suplementarios.

Medios de crecimiento

Las células de levadura se cultivaron en medio estandar como se describe
previamente en (Sherman et al., 1986). Para los medios soélidos se afiadio agar
bacteriolégico a una concentracion final de 2% (w/v). El medio sintético completo
(SC) contiene 1.7 g/L de base nitrogenada de levadura [sin (NH4)2SO4 ni
aminoécidos], 5 g/L (NH,4).SO,, 0,6% casaminoacidos, y 2% de glucosa. El medio
YPD (del Inglés Yeast extract-Peptone-Dextrose), contiene 10g/L de extracto de
levadura, 20g/L de peptona, 2% (p/v) de glucosa y es complementado con 25mg/L
de uracilo (Sigma Aldrich®). Cuando fue requerido, cajas de YPD se
suplementaron con higromicina (A. G. Scientific®) a una concentracion final de
400ug/mL. Para determinar la resistencia al acido 5-Fluoroorético (5-FOA) se
suplementd con uracilo 50mg/L y &acido-5-fluorético 0,9g/L (Toronto Research
Chemicals®) a las cajas SC (cajas 5-FOA).

Para el crecimiento bacteriano se utilizé el medio Luria-Bertani (LB), como se
describe en (Ausubel et al.,, 2001). Para el medio LB soélido, se afiadi6 agar
bacteriologico a una concentracién final de 1.5% (p/v). Este medio contiene
extracto de levadura 5 g/L, triptona 10 g¢/L y NaCl 5 g/L. En la mayoria de los
casos se suplemento6 con carbenicilina (A.G. Scientific®) a una concentracion final
de 50 pg/mL (Lb-Cb*®). Todos los plasmidos se introdujeron en la cepa DH10B

mediante electroporacion.
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Construccion de las fusiones traduccionales.

Se construyeron diferentes pldsmidos que contienen el extremo C-terminal de las
proteinas Ku70 o Ku80, fusionados a distintos epitopos (HA, FLAG, c-Myc y GFP).
Primeramente, se clond en el vector p-GEM® la regién terminal del 3’ del ORF de
HDF1 y HDF2 y la region 3" no traducida (3’'UTR) de cada uno de estos genes.
Cada uno de estos fragmentos se subclonaron en sitios especificos, en los
plasmidos que contienen los epitopos GFP (p0ZzZ18), HA (pGES33), FLAG (pGE36)
y c-Myc (pOZ18). De esta manera, se construyeron los vectores que contienen el
fragmento 3’ORF y el 3’'UTR de HDF1 fusionados con GFP (pMS19), HA (pMS15)
, FLAG (pMS17) y c-Myc (pMS29). De igual manera se obtuvieron los vectores
para el 3’ORF y el 3'UTR de HDF2 con HA (pMS19), FLAG (p MS21) y c-Myc
(pPMS31). Todas las construcciones se introdujeron en el genoma de C. glabrata
mediante recombinacion homologa en su respectivo locus por el método de
reemplazo génico en un solo paso, como se describe en (De las Pefas et al.,
2003; Castafio et al., 2005). Finalmente, se comprob6 la correcta insercion y

orientacion de las secuencias insertadas mediante PCR.

Ensayos de expresion del gen reportero URA3 (ensayos de sensibilidad a 5-FOA).

Para determinar si las proteinas Ku70 y Ku80 etiquetadas son funcionales para
silenciar el gen reportero URA3 cerca del telomero I-g, el cual depende totalmente
de ambas proteinas para mantener el silenciamiento, se realizaron ensayos de
crecimiento en medio 5-FOA, como se describe previamente (Rosas et al., 2008).
Las cepas transformantes fueron crecidas hasta fase estacionaria durante 48
horas a 30°C. Los cultivos se ajustaron a una densidad Optica a 600 nm
(OD600)=1 con agua destilada y se hicieron diluciones logaritmicas seriadas en
agua estéril (10" — 10°) en multiplacas de 96 pozos. Finalmente, se gotearon por
duplicado en tres diferentes medios sélidos de crecimiento: YPD, CAA (sin uracilo)
y 5-FOA.
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Ensayos de adherencia a células HelLa.

Se pusieron a crecer las células de C.glabrata en medio YPD durante 48 horas a
30 °C en agitacion constante. Posteriormente, se midio la densidad 6ptica a 600
nm de cada uno de los cultivos para ajustar con agua destilada cada cultivo a una
OD600nm= 1.

Se utilizé una caja de cultivo de 24 pozos con células HelLa previamente adheridas
en cada uno de los pozos a las cuales se les adiciondé 1 mL de la solucion HSSB
[Hanks Salt Solution Balanced, 34 mM NaCl, 1.34 mM KCI (Fisher Scientific®),
202 pM MgS0O4+7H,0 (Caledon®), 86 uM Na,HPO,4+2H,0 (Fisher BioReagents®),
110 pM KH,PO, (Fisher BioReagents®), 5 mM CaCl,] para favorecer la
adherencia.

Posteriormente, se agregé 1 mL. de cada uno de los cultivos en OD600 nm= 1
previamente preparados. La placa de pozos se incubd durante 1.5 horas a
temperatura ambiente. Al término de la incubacion se decant6 manualmente, se
dejé reposar por unos 5 minutos y se afladié 1 mL. de agua destilada; finalmente,
se tomaron fotografias en el microscopio de cada uno de los pozos con el objetivo
seco de 40X.

Preparacién de extractos de levadura y andlisis por Western blot.

Células de levadura se crecieron hasta alcanzar una ODgoo de 1. Posteriormente,
las células se colectaron mediante centrifugacién rapida en frio. El pellet se lavo y
se resuspendio en buffer de lisis (Tris 50mM, EDTA 5mM, NaCl 250mM, 0.1% de
NP-40 Fluka® Biochemika). Se le adicion6 inhibidores de proteasas [C.b.p.
volumen deseado, 1 tab/100 mL (Sigma Fast®) AEBSF 2mM, EDTA 1mM,
Bestatin 130uM, E-64 14 uM, Leupeptin 1 pM, Aprotinin 0.3 pM], ditiotritol 1.5 mM
(PlusOne DTT, Amersham Biosciences®) y Complete® 1X. A la suspension se le
afiadié un volumen igual de perlas de zirconio [0,5 mm Zircornial Silica Beads
(BioSpec Products Inc.®)] y las células se rompieron utilizando el vortex. Las
perlas y los restos celulares se removieron por centrifugacion a 15000g por 30

min. a 4°C. La concentracién de las proteinas de los extractos celulares se midi6
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a una ODyg. Posteriormente, se llevo a cabo las electroforesis de los extractos
celulares en geles de poliacrilamida (7% SDS-PAGE), en un sistema de
electroforesis (BioRad®); se cargaron 100 ug de proteina/uL en cada uno de los
carriles disueltos en buffer de carga que contiene [TRIS-HCI 125 mM pH=6.8 (IBI
Scientific®), glicerol 20%, SDS 4% (Ultra invitrogen®), B-mercaptoetanol 0.2%
(Fisher Scientific®), azul de bromofenol 0,001% (Fisher Biotech®) y agua mQ
c.b.p. 100 mL)]. Después de la electroforesis, las proteinas se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa (PoliVinilDenediFloride, Sequi-blot PVDF 0.2 um,
BioRad®) a través de un sistema electroforético, durante 12 horas a 90 mA y 4°C.
Al término de la transferencia la membrana se lavo varias veces con Buffer Tris-
Salino-Tween (TTBS 1X) [Tris-HCI 20 mM (IBI Scientific®), NaCl 0.5 M, Tween
0.05% (USB®), Leche en polvo 0,1% (Svelty Nestle®) y Agua c.b.p. 400 mL. Las
membranas transferidas fueron bloqueadas mediante incubacion con la solucién
bloqueadora (TBS 1X-leche 3%) [Tris-HCI 20 mM (IBI Scientific®), NaCl 0,5 M,
Leche en polvo 3% (Svelty Nestle®) Tween 0.2% (USB®) y Agua c.b.p. 25 mL]
con agitacion moderada y constante durante 1.5 h a temperatura ambiente.
Luego, se lavé la membrana varias veces con Buffer Tris-Salino-Tween-leche
0.1% (TTBS 1X-leche 0,1%). Se utilizaron los anticuerpos anti-FLAG [Monoclonal
Antibody Anti-FLAG M2, mouse IgG1 isotype, Sigma®] a una concentracion de 2.5
pg/mL y anti-c-Myc [Monoclonal Antibody Anti-c-Myc M2, mouse IgG1 isotype,
Millipore®] a 1 pg/mL. La membrana fue lavada varias veces con TTBS 1X-leche
0.1% al término de la incubacion, y esta se incub6 con el anticuerpo secundario,
[Anticuerpo policlonal, NIF825 Peroxidase labelled Anti-mouse IgG — HRP,
Amersham®] dilucién 1:5000 durante 1.5 horas a temperatura ambiente. La sefial
inmunoreactiva se obtuvo utilizando quimioluminiscencia [(Pierce® ECL Western
blotting substrate (Thermo Scientific®)], seguido por una exposicién a peliculas
autorradiograficas [Kodak®, Sigma Aldrich® (BioMax Chemiluminescense, light
film)].
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Co-inmunoprecipitacion.

Los lisados fueron clarificados con Sefarosa acoplada a proteina G (Sigma®
P3296), y se mezclaron por inversion por 30 min a 4°C. Para inmunoprecipitar las
versiones etiquetadas de Ku70 y Ku80 se usaron perlas de agarosa anti-c-Myc
qgue fueron incubadas con los extractos proteicos correspondientes, suspendidos
en amortiguador de fosfatos (NaCl 137 mM, KCIl 2.7 mM, Na,HPO, 4.3 mM,
KH,PO4 1.4 mM), durante 1 hora y media a 4°C.

Los precipitados se recuperaron por centrifugacion (15 000 rpm por 1 min. a 4°C) y
se lavaron varias veces con el amortiguador de fosfatos. Posteriormente, los
precipitados se eluyeron con SDS 2X en un gel de acrilamida-SDS al 7% (con los
sobrenadantes ademas de los extractos proteicos totales), y se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa (PoliVinilDenediFloride, Sequi-blot PVDF 0.2 um,
BioRad®). Finalmente, se utilizaron métodos estandar de inmunodeteccion y de
quimioluminiscencia, utilizando un anticuerpo monoclonal anti-FLAG [Monoclonal
Antibody Anti-FLAG M2, mouse IgG1l isotype, Sigma®] para detectar la co-

inmunoprecipitacion.
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Datos suplementarios

Tabla 1. Cepas utilizadas y generadas en este estudio.

Cepas utilizadas

CEPA GENOTIPO RELEVANTE | FENOTIPO BIBLIOGRAFIA
CGM1 ura3A: Tn903 G4187 Ura™ | (Cormack and Falkow,
1999)
CGM160 ura3A::Tn903 G418%
Tn’ en la regién intergénica entre Ura" (De Las Pefias etal.,
EPA4 y el telomero. 2003)
(paP471/ApaLl-Xbal)
Cepas generadas de Candida glabrata
CEPA GENOTIPO FENOTIPO BIBLIOGRAFIA
RELEVANTE
CGM1196 CGM1 ura3A:: Tn903 G418~ Ura "~
Ku70:HA pMS15/ Kpnl-Spel HygR Este trabajo
HDF1::HA::hph
CGM1198 CGM1 ura3A:: Tn903 G418~ Ura "~
Ku70::FLAG pMS17/ Kpnl-Spel HygR Este trabajo
HDF1::FLAG::hph
CGM1200 CGM1 ura3A::Tn903 G418~ Ura "~
Ku70::GFP pMS19/ Kpnl-Spel HygR Este trabajo
HDF1::GFP::hph
CGM1304 CGM1 ura3A::Tn903 G418~ Ura~
Ku70::c-MYC pMS27/ Kpnl-Spel HygR Este trabajo
HDF1::c-Myc::hph
CGM1201 CGM1 ura3A::Tn903 G418~ Ura~
Ku80::HA pMS21/ Kpnl HygR Este trabajo
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HDF2::HA::hph

CGM1203 CGM1 ura3A::Tn903 G418~ Ura~
KuB0::FLAG pMS23/ Kpnl Hyg® Este trabajo
HDF2::FLAG::hph
CGM1338 CGM1 ura3A::Tn903 G418~ Ura~
Ku80::c-Myc pMS31/ Kpnl HygR Este trabajo
HDF2::c-Myc::hph
CGM1305 CGM1196 Ura®
Ku70:HA HDF1:HA HygS Este trabajo
CGM1307 CGM1198 Ura "~
Ku70:FLAG HDF1::FLAG Hyg® Este trabajo
CGM1309 CGM1120 Ura®
Ku70::GFP HDF1::GFP HygS Este trabajo
CGM1311 CGM1201 Ura "~
Ku80::HA HDF2::HA Hyg® Este trabajo
CGM1313 CGM1203 Ura®
Ku80::FLAG HDF2::FLAG HygS Este trabajo
CGM1319 CGM1307 HDF2::c- Ura "~
Ku70:: FLAG/ Myc::hph HygR Este trabajo
Ku80::c-Myc pMS31/ Kpnl
CGM1321 CGM1313 HDF1::c- Ura "~
Ku80:: FLAG/ Myc::hph HygR Este trabajo
Ku70::c-Myc pMS29/ Kpnl-Spel
*CGM160*
ura3A:Tn903 G418%
Tn” en la regién intergénica Ura" (De las Pefias etal,
CGM160 entre EPA4 y el telomero. 2003)
(paP471/ApaLl-Xbal)
CGM1222 CGM160 HDF1::HA::hph
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Ku70::HA pMS15/ Kpnl-Spel Ura” Este trabajo
Hyg"
CGM1224 | CGM160 HDF1::FLAG::hph
Ku70::FLAG pMS17/ Kpnl-Spel Ura~ Este trabajo
Hyg"
CGM1226 | CGM160 HDF1::GFP::hph
Ku70::GFP pMS19/ Kpnl-Spel Ura" Este trabajo
Hyg"
CGM1354 CGM160 HDF1::c-Myc::hph
Ku70::c-Myc pMS29/ Kpnl-Spel Ura Este trabajo
Hyg"
CGM1228 CGM160 HDF2::HA::hph Ura Este trabajo
Ku80::HA pMS21/ Kpnl Hyg"®
CGM1230 | CGM160 HDF2::FLAG::hph
Ku80::FLAG pMS23/ Kpnl Ura" Este trabajo
Hyg"
CGM1356 | CGM160 HDF2::c-Myc::hph Ura" Este trabajo
Ku80:: c-Myc pMS31/ Kpnl HygR
Cepas utilizadas y generadas de E. coli
CEPA GENOTIPO USO REFERENCIA
F'mcrA A(mrr-hsdRMS-
mcrBC) Células (Calvin and
DH10B | ®80d/lacZAM15AlacX74 deoR | electrocompetentes Hanawalt, 198)

recA1 endA1 araD139 A(ara,
leu)7697 galU galK ArpsL

nupG
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Tabla 2. Plasmidos utilizados y generadas en este estudio.

Vectores de clonacion

Plasmido Descripcion Referencia
PGEM®-T Vector de clonacién. Amp"® Promega®
No.Cat.:
A3600
pOZ16
Vector para crear fusiones traduccionales con GFP.
. Coleccion del
Fragmento BamHI/Bglll de 725 pb (GFP) derivado de _
laboratorio
pAP742, clonado en pOZ14 digerido con BamHI.
Se selecciono la orientacion con el ORF de GFP en
direccionb’- 3.
[GFP::(FRT3,UTRCTA1)PPGK::hph::(3,UTRH|53)-FRT]
URA3 Hyg® Amp®
pOZ18
Vector para crear fusiones traduccionales con c-Myc.
. Coleccion del
Fragmento BamHI/Bglll de 559 pb (c-Myc) derivado _
laboratorio
de pAP760, clonado en pOZ14 digerido con BamHil.
Se selecciono la orientacién con el ORF de c-Myc en
direccion 5’- 3.
[C-MyC::(FRT3,UTRCTA1)PPGK::hph::(3,UTRH|S3)-FRT]
URA3 Hyg® Amp®
pGE33
Vector para crear fusiones traduccionales con HA.
Coleccion del
Fragmento BamHI/Bglll de 110 pb (HA) clonado en _
laboratorio

pOZ14 digerido con BamHI.

Orientacion verificada por secuenciacion
[HA::(FRT-3'UTRcra1)Pprek::hph::(3UTRys3)-FRT]
URA3 Hyg® AmpR
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pGE36 Vector para crear fusiones traduccionales con FLAG.
Fragmento BamHI/Bglll de 110 pb (FLAG) clonado en | Coleccion del
. laboratorio
pOZ14 digerido con BamHI.
Orientacion verificada por secuenciacion
[FLAG::(FRT-3’UTRCTAl)PPGK::hphZ1(3’UTRH|53)-FRT]
URA3 Hyg® Amp"®
Vectores replicativos
Plasmido Descripcion Referencia
Vector replicativo que expresa la recombinasa Coleccion del
., laboratorio B.
pMZ18 (ScFlplp) parala remocion del casete de
Cormack
resistencia a higromicina;
[Pepar::FLP1::(3'UTRuiss) URA3 AmpF.
Vectores intermediarios
Plasmid Descripcién Resistenc | Referenci
0 ia a
pGE51 | Producto de PCR (oligos #376/ #377) de 900 | AmpR Coleccion
, . . del
pb. del 3" del ORF HDF1 sin codon de paro, .
laboratorio
clonado en pGEM®-T.
pGE53 | Producto de PCR (oligos #381/ #382) de 700 | AmpR Coleccion
del
pb. del 3" del ORF HDF2 sin codo6n de paro, ¢ _
laboratorio
clonado en pGEM®-T.
Producto de PCR de 800 pb. del 3" UTR de
pAP746 HDF1, clonado en pGEM®-T. AmpR Coleccion
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del

laboratorio
Producto de PCR de 800 pb. del 3 UTR de
pAP752 HDF2, clonado en pGEM®-T. AmpR Coleccion
del
laboratorio
pMS1 | Fragmento Spel/BamHI de 900 pb (3ORFde | AmpR | Estetrabajo
HDF1) derivado del pGE51, clonado en
pGE33 digerido con Spel/BamHI.
pMS3 | Fragmento Spel/BamHI de 900 pb (3"ORF de AmpF Este trabajo
HDF1) derivado del pGE51, clonado en
pGE36 digerido con Spel/BamHI.
pMS5 | Fragmento Spel/BamHI de 900 pb (3'ORF de AmpF Este trabajo
HDF1) derivado del pGE51, clonado en
pOZ16 digerido con Spel/BamHI.
pMS7 | Fragmento Sacl/BamHI de 700 pb (3"ORF de AmpR Este trabajo
HDF2) derivado del pGE51, clonado en
pGE33 digerido con Sacl /BamHI.
pMS9 | Fragmento Sacl/BamHI de 700 pb (3"ORF de AmpF Este trabajo

HDF2) derivado del pGE51, clonado en
pGE36 digerido con Sacl /BamHI.
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pMS11

Fragmento Sacl/BamHI de 700 pb (3"ORF de
HDF2) derivado del pGE51, clonado en
pOZ16 digerido con Sacl /BamHI.

Amp

Este trabajo

pMS13

Fragmento Sacl/BamHI de 700 pb (3'ORF de
HDF2) derivado del pGE51, clonado en
pOZ18 digerido con Sacl /BamHI.

Amp

Este trabajo

pMS15

Fragmento Hindlll/Kpnl de 800 pb (3' UTR de
HDF1) derivado del pAP746, clonado en
pMS1 digerido con HindlIlI/Kpnl.

Amp

Este trabajo

pMS17

Fragmento Hindlll/Kpnl de 800 pb (3° UTR de
HDF1) derivado del pAP746, clonado en
pMS3 digerido con HindlIlI/Kpnl.

Amp

Este trabajo

pMS19

Fragmento Hindlll/Kpnl de 800 pb (3° UTR de
HDF1) derivado del pAP746, clonado en
pMS5 digerido con HindlIlI/Kpnl.

Amp

Este trabajo

pMS21

Fragmento Sall/ Hindlll de 700 pb (3'UTR de
HDF2) derivado del pAP752, clonado en
pMS7 digerido con Sall/ Hindlll.

Amp

Este trabajo
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pMS23

Fragmento Sall/ Hindlll de 700 pb (3'UTR de
HDF2) derivado del pAP752, clonado en
pMS9 digerido con Sall/ Hindlll.

Amp

Este trabajo

pMS25

Fragmento Sall/ Hindlll de 700 pb (3'UTR de
HDF2) derivado del pAP752, clonado en
pMS11 digerido con Sall/ Hindlll.

Amp

Este trabajo

pMS27

Fragmento Spel/BamHI de 900 pb (3"'ORF de
HDF1) derivado del pGE51, clonado en
pOZ18 digerido con Spel/BamHI.

Amp

Este trabajo

pMS29

Fragmento Hindlll/Kpnl de 800 pb (3' UTR de
HDF1) derivado del pAP746, clonado en
pMS27 digerido con HindlIll/Kpnl.

Amp

Este trabajo

pMS31

Fragmento Sall/ Hindlll de 700 pb (3'UTR de
HDF2) derivado del pAP752, clonado en
pMS13 digerido con Sall/ Hindlll.

Amp

Este trabajo
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Tabla 3. Oligonucledtidos utilizados en este estudio.

No Secuencia Sitios de
hibridacion
# 15 CGATAAGAGGCCACGTGCTTTATG PGK1-P
Rev-out
#16 AGAAATACGCACGAACACGATATAGAGG HIS3 Fw-out
# 374 GCGAAGCTTCCCACTTTCTTTTTTTGATAATTC | HDF1@+1pb
Hindlll Fw
HDF1@+839
# 375 TTTGGTACCTATGAAAGAACCAG Kpn Rev
# 379 | GCGAAGCTTCAGGTCGTATATATATCATTCTATATATC | HDF2@+1pb
ATTCTATATAACTC Hindlll Fw
# 380 GTTGGTACCGATTCTATTTGG HDF2@+837
pb Kpnl Rev
# 376 CAAACTAGTATATATGAAAACCAGGAAATAAGG HDF1@927p
b Spel Fw
# 377 CGCGGATCCTTAAGTTTAGTTTAGGCTTTTTTTCAG HDF1@2721
pb BamH1
Rev
# 382 GCGGGATCCTTGACTCCCCTTCTCTTGCAGG | HDF2@1840
pb BamH1
Rev
# 672 CCCGTACTACAACTAACAATGCAGC HDF1@+
972pb Rev
#674
CCGACAACAAGAACAGCACCCTTGG HDF2@+986
pb Rev
# 80 CGGAACATATGTTCGAGGTAC HDFlint@14
1pb Fw
# 81 GGAATGTTTAGTTTCTTATTCTGATC HDFlint@44
3pb Rev
# 82 CCTCGTGAACCACACCGAGACGC HDF2int@13
4pb Fw
# 83 CGCGAGTCCAGCTCCTCG HDF2int@43
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Opb Rev

# 355 CGCGAGCTCGAAGGAGATATAAAATGTCAGAG | HDFl@+1

TTGGATTTCCC Sacl Fw HIS

# 356 GCGGGATCCGAAGGAGATATAAAATGTCGGAA | HDF2@1pb

GCCACATCT BamHI Fw
HIS
# 2248 GCCGCTGTATCGGGATCAAC HDF2@-
1147 Fw

# 408 CGCAGATCTGGCGCGAATTCACTAGTGATTG 13Myc Bglll

Rev
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Figura 6. Alineamiento de aminoacidos de las proteinas Ku70 de C. glabrata y S. cerevisiae. Las proteinas Ku70 de ambas especies son

45.7% similares, comparando toda la extension proteica.
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Figura 7. Alineamiento de aminoéacidos de las proteinas Kug0 de C. glabrata y S. cerevisiae. Las proteinas Ku80 de ambas especies son 39.2

% similares, comparando toda la extension proteica.

40



41





