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Resumen

Analisis de la estructura de la cromatina subtelomérica en los loci de los
genes EPA1-7 en Candida glabrata.

Candida glabrata es un hongo patégeno oportunista que se adhiere con avidez a
células epiteliales humanas en cultivo, interaccidon que depende in vitro de la
adhesina Epalp. El gen EPA1 forma parte de una familia grande de genes que
codifican proteinas de pared celular con ancla glicosilfosfatidilinositol (GPI). La
mayor parte de estos genes se localizan en regiones subteloméricas, lo que tiene
como consecuencia una regulacidn negativa de la transcripcion llamada
silenciamiento subtelomérico. Nosotros demostramos, con anterioridad, que los
genes EPA1, EPA6 y EPA7 son adhesinas importantes para la virulencia y que
estan regulados por las proteinas Sir3p, Riflp y Rap1p, que participan en
silenciamiento subtelomérico. El presente trabajo es un analisis sistematico de la
estructura de la cromatina en las regiones subteloméricas de los genes EPA1-7,
para determinar la dependencia de éstas por las proteinas que participan en el
silenciamiento. Se realizé monitoreando la expresibn de un gen reportero
(insertado en diferentes posiciones a lo largo de estas regiones) en cepas de C.
glabrata que llevan mutaciones nulas en los genes involucrados en silenciamiento.
Por primera vez, se analiza la participacion de las proteinas Sir2p, Sir4p, Ku70p,
Ku80p, Hst1p y Hst2p en la regulacién de la estructura de la cromatina en donde
se ubican los genes EPA1-7. En resumen, demostramos que: 1) las proteinas
Sir2p, Sir3p y Sirdp son esenciales para el silenciamiento subtelomérico en las
regiones donde se ubican los genes EPA1-7; 2) la estructura silenciosa de la
cromatina de cada /ocus depende en distinto grado de las proteinas Rif1p, Ku70p
y Ku80p; y 3) las proteinas Hst1p y Hst2p, en general, no juegan un papel
importante en la regulacion por silenciamiento en estos loci. Este analisis nos
permite concluir que la maquinaria de silenciamiento en C. glabrata es analoga a
la de S. cerevisiae. La mayoria de las proteinas participan de manera similar en el
silenciamiento de la cromatina excepto Rif1p, cuya participacidon en silenciamiento
es muy diferente en las dos levaduras.

PALABRAS CLAVE. Candida glabrata, genes EPA, silenciamiento subtelomérico.
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Abstract

Analysis of the subtelomeric chromatin structure of the EPA1-7 loci in
Candida glabrata.

Candida glabrata is an important opportunistic fungal pathogen that adheres avidly
to human epithelial cells in culture. This interaction in vitro depends on the adhesin
Epalp. EPA1 is a member of a large family of genes that encode
glycosylphosphatidylinositol-anchored cell wall proteins (GPI-CWPs) most of which
are localized at subtelomeric loci. As a consequence of this localization, most of
the EPA genes are transcriptionally silenced in vitro. We have previously shown
that the EPA1, EPA6 and EPA7 genes encode adhesins important for virulence in
C. glabrata, and that they are regulated by the silencing proteins Sir3p, Rif1p y
Rap1p. This work is a systematic analysis of the chromatin structure at the EPA1-
7 subtelomeric regions, as determined by the expression of a URAS3 reporter gene
inserted at various positions throughout these loci. We analyzed the dependence
of the silent chromatin structure on the proteins that play a role in subtelomeric
silencing. We determined for the first time the role that the proteins Sir2p, Sirdp,
Ku70p and Ku80p play in the regulation of the chromatin structure at the EPA1-7
regions. We established that: 1) the Sir2/3/4p proteins are essential for this silent
chromatin structure; 2), that the Riflp, Ku70p y Ku80p proteins regulate
differentially the silent chromatin at each region analyzed, and 3) that neither Hst1p
or Hst2p play a major role in the regulation of the chromatin structure at the EPA
genes regions. Finally, we conclude that the subtelomeric silencing works similarly
in C. glabrata and in S. cerevisiae, except for Rif1p, whose role in silencing differs
between these two yeasts.

KEY WORDS. Candida glabrata, EPA genes, subtelomeric silencing.
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Analisis de los loci EPA1-7 subteloméricos en Candida glabrata Lluvia L. Rosas Hdez.

I. ANTECEDENTES

Introduccidén

Candida glabrata es la segunda especie de levadura patégena oportunista mas
prevalente en humanos, después de Candida albicans. Ambas especies se han
encontrado exclusivamente en asociacion con mamiferos. En personas sanas
forman parte de la flora normal de la mucosa del tracto gastrointestinal y vaginal
(Kaur et al., 2005); sin embargo, en pacientes inmunodeprimidos pueden causar
una serie de infecciones tanto sistémicas como en las mucosas. C. glabrata es
responsable de aproximadamente el 15% de las candidosis hospitalarias alrededor
del mundo (Pfaller and Diekema, 2004).

Se conoce relativamente poco acerca de los factores de virulencia que permiten a
C. glabrata colonizar al huésped y causar infeccion, a diferencia de C. albicans
donde se han descrito varias caracteristicas que se han implicado en su virulencia,
como la habilidad para crecer en forma dimorfica, la secrecion de hidrolasas, o la

capacidad de cambiar la morfologia de las colonias (Kaur et al., 2005).

Candida glabrata se adhiere con avidez a células epiteliales humanas cultivadas in
vitro, 10 que se ha propuesto que es una caracteristica importante, como primer
paso, para la virulencia. Esta interaccion in vitro depende de la adhesina Epa1p
(Cormack et al., 1999). El genoma de C. glabrata contiene multiples paralogos de
EPA1 que codifican para proteinas de pared celular, la mayoria de los cuales no
se expresan in vitro. La mayor parte de los genes EPA se encuentran en regiones
subteloméricas y, por lo tanto, estan sujetos a silenciamiento subtelomérico. Existe
evidencia de que este silenciamiento, en algunos genes EPA, depende de las
proteinas Sir3p, Rif1p y Rap1p (Castano et al., 2005; De Las Penas et al., 2003).
Otras proteinas que participan en silenciamiento subtelomérico en Saccharomyces
cerevisiae, una levadura muy cercana filogenéticamente a C. glabrata, son las
proteinas Sir2p y Sirdp (Rusche et al., 2003); Ku70p (codificada por HDF1) y
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Ku80p (codificada por HDF2) (Downs and Jackson, 2004); y las proteinas
homologas a Sir2p: Hst1p (Brachmann et al., 1995) y Hst2p (Perrod et al., 2001).

Biologia de Candida glabrata

Candida glabrata es un hongo no dimérfico que crece solamente como levadura,
aunque se ha observado que puede formar pseudohifas en respuesta a limitacion
por nitrégeno, una condicion ambiental extrema (Csank and Haynes, 2000). Mide
aproximadamente de 1 a 4 um, es considerablemente mas pequeia que C.
albicans, cuyas medidas son de 4 a 6 um. Forma colonias de color crema, lisas y
brillantes, que son relativamente indistinguibles de otras especies de Candida,
excepto por el tamafo relativo. C. glabrata es distinguible de otras especies de
Candida por su genoma haploide y la incapacidad de crecer como hifa (Fidel et al.,
1999).

La taxonomia de C. glabrata es la siguiente: Eucarionte; Ascomycota;
Saccharomycotina; Saccharomycetes; Saccharomycetales; mitosporic
Saccharomycetales; Candida; Candida glabrata (NCBI).

Genoma de C. glabrata

El genoma de la cepa CBS138 de C. glabrata esta totalmente secuenciado, forma
parte de la base de datos Genolevures (Genolevures, 2005 a la fecha). Consta de
12.3 Mb organizadas en 13 cromosomas, con un contenido de G+C de 38.8%.
Este genoma rico en AT contiene un total de 5283 secuencias codificantes, con un
promedio en tamafio de 493 codones cada secuencia. Los genomas de C.
glabrata y S. cerevisiae muestran un alto grado de sintenia, en promedio
presentan 65% de identidad en aminoacidos entre proteinas ortdlogas (Kaur et
al., 2005).
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Candida glabrata como patégeno oportunista

Epidemiologia

La incidencia de candidosis sistémicas ha aumentado dramaticamente en los
ultimos 50 afos. Especies de Candida son la cuarta causa de infecciones de flujo
sanguineo y la tendencia que se percibe es que la incidencia de candidosis
sistémicas continue incrementando. Las infecciones por Candida generalmente
colonizan tracto gastrointestinal, piel y superficie de las mucosas. Los mayores
factores de riesgo en infecciones por hongos son: inmunosupresion, ruptura de
barreras anatomicas como la piel y tratamiento con antibiéticos. Las infecciones
mas frecuentes son causadas por C. albicans; sin embargo, otros hongos
patdbgenos que han emergido recientemente son especies de levadura como C.
glabrata, C. krusei y C. tropicalis. Mas del 75% de infecciones por Candida en los
anos 80 eran causadas por C. albicans; pero recientemente ésta proporcion a
disminuido al 60% mientras que infecciones por otras especies de Candida han
aumentado, especificamente las causadas por C. glabrata han incrementado del
2% al 26% (Richardson, 2005).

Resistencia a fluconazol

El incremento en la incidencia de candidosis por C. glabrata correlaciona con el
aumento en el uso de azoles, especialmente el fluconazol; este agente antifungico
es el mas comunmente usado para tratar infecciones por Candida. C glabrata es
resistente de manera innata a este antifungico, y su resistencia se ha visto
claramente incrementada con el uso del fluconazol (Hitchcock et al., 1993;
Richardson, 2005; Sanglard et al., 2001). Una investigacidon reciente en México
reporta que C. glabrata, después de C. albicans, es el aislado mas frecuente y el
mas resistente a antifungicos entre un grupo de pacientes sanos analizados
(Sanchez-Vargas et al., 2005).
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Factores de virulencia

En C. albicans estan bien caracterizados varios factores importantes para la
virulencia, como son la secrecion de aspartil proteinasas extracelulares (SAPs)
durante la infeccion (Naglik et al., 2004) y la secrecion de fosfolipasa B, implicada
tanto en la difusién del organismo a partir del tracto gastrointestinal como en la
diseminacion por sangre (Dolan et al., 2004; Ghannoum, 2000). Algunas cepas de
C. glabrata presentan actividad de fosfolipasa; sin embargo, su papel en virulencia
no se ha analizado completamente (Kantarcioglu and Yucel, 2002). Al igual que en
C. albicans, el genoma de C. glabrata codifica para varias aspartil proteasas
extracelulares con ancla GPI, las cuales forman una familia de proteinas llamadas
Yps (relacionadas con los genes YPS (Yapsin) de S. cerevisiae). Los genes YPS
se requieren para la virulencia y para sobrevivir dentro de los macroéfagos.
Ademas, son importantes para la integridad de la pared celular, la adherencia a
células de mamifero y el re-modelamiento de la pared celular, liberando al medio

proteinas con ancla GPI (Kaur et al., 2007).

Otro factor importante para la virulencia de C. albicans es la habilidad de crecer en
diferentes formas morfologicas (levadura, pseudohifa e hifa) (Whiteway and
Oberholzer, 2004). Se ha observado que C. glabrata puede formar pseudohifas en
respuesta al ayuno de nitrégeno, que es una situacién extrema (Csank and
Haynes, 2000). El significado de la formacién de pseudohifas en C. glabrata no se

conoce; ademas, esta forma no se ha encontrado en aislados clinicos.

La capacidad de C. albicans de adherirse a tejidos del huésped mediante las
proteinas Als (Agglutinin-like sequence) se ha identificado como un primer paso
importante para la virulencia (Sheppard et al., 2004). Las cepas de C. glabrata
también tiene la capacidad de adherirse fuertemente a tejidos epiteliales y ésta
adherencia esta mediada por una familia de proteinas llamadas Epa (Castano et
al., 2005; Cormack et al., 1999; De Las Penas et al., 2003). Sin embargo, la
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expresion de los genes que codifican estas dos clases de proteinas (Epa y Als),

esta regulada de manera muy diferente en cada microorganismo (Castafio, 2006b)

Otra caracteristica importante de C. glabrata es que presenta una alta capacidad
de formar biopeliculas en superficies de plastico. Esto representa un problema en
medicina cuando se utilizan catéteres, ya que estos pueden servir como
portadores de biopeliculas de hongos y esto provee un reservorio interno de
células resistentes al farmaco. La adhesina que participa principalmente en este
fendmeno es Epabp. Mutaciones en SIR4, un regulador negativo del gen EPAS?,
produce la formacion de biopeliculas con mayor eficiencia, probablemente debido

a la sobre expresion de EPAG6 (Iraqui et al., 2005).

Adherencia a células epiteliales

La primera etapa de la infeccion es la colonizacién del huésped. La mayor parte
del organismo humano esta protegido del ambiente por la piel. Asi, los limites
protectores de regiones como la boca, tracto digestivo, urinario y genital femenino,
estan constituidos por una monocapa de células epiteliales. Estos epitelios
presentan una resistencia activa frente a la colonizacion y tienen mecanismos para
eliminar microorganismos indeseables. Los patdégenos que infectan estas
superficies poseen medios especificos que evitan procesos de limpieza por parte
del huésped. Por ejemplo, aquellos que infectan el tracto urinario resisten a la
accion limpiadora de la orina, al adherirse fuertemente al epitelio mediante
adhesinas, proteinas que reconocen y se unen a receptores u otras moléculas de
la célula huésped (Alberts, 2002). Ademas, se ha visto que la habilidad de los
patdogenos para establecer una asociacion con superficies del epitelio es muy
importante para numerosos microorganismos que colonizan e infectan epitelios.
Hay evidencia que apoya el papel de la adherencia en la virulencia de C. albicans
(Filler and Sheppard, 2006; Sundstrom, 2002). Con respecto a C. glabrata, se
sabe que se adhiere con avidez a células epiteliales humanas cultivadas in vitro,

ésta adherencia estd mediada por la adhesina Epalp. La ausencia de ésta
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proteina reduce la adherencia in vitro en un 95%, pero no muestra fenotipo in vivo
en modelos murinos de candidosis sistémicas o vaginales; es decir, la cepa que
no contiene el gen EPA1 es igual de virulenta que la cepa silvestre (Cormack et
al., 1999). Este resultado se debe a que en C. glabrata existe redundancia en el
genoma con respecto a las proteinas que codifican adhesinas. Las adhesinas

adicionales probablemente compensan la ausencia de EPA1 in vivo.

Genes EPA

Epa1p, codificada por el gen EPA1, es una lectina cuya funcion es dependiente de
Ca?* que reconoce en el huésped glicoconjugados que contienen N-acetil
lactosamina (Cormack et al., 1999). Epalp es miembro de una familia grande de
proteinas de pared celular con un ancla glicosilfosfatidilinositol (GPI). La estructura
de la proteina cuenta con tres regiones: una secuencia hidrofébica C-terminal, que
es sefal para la adicién del grupo ancla GPI; la region N-terminal que media
interacciones especificas proteina-ligando; y una regién central, que consta de tres
repeticiones de una secuencia de 40 aminoacidos rica en serinas y treoninas, que
es importante para la localizacion dentro de las diferentes capas de la pared
celular. Esta proteina presenta modificaciones post-traduccionales, el péptido
sefal C-terminal se corta y se reemplaza por un ancla GPI, la region media de la
proteina se glicosila en las posiciones N y O en los residuos de serinas vy
treoninas. (Frieman et al.,, 2002). Posteriormente, la proteina se dirige a la
membrana plasmatica donde se corta el ancla GPI y el resto de la proteina se liga
a los B 1-6 glucanos de la pared celular (Lu et al., 1995), de forma que la proteina

queda expuesta al ambiente extracelular (Frieman et al., 2002).

El genoma de C. glabrata contiene multiples paralogos de EPA1 (Figura 1) que
codifican para proteinas de pared celular y en conjunto forman la familia de genes
EPA. Notablemente, los genes EPA se encuentran en regiones subteloméricas.
Como consecuencia de ésta localizacién, la mayoria de los genes EPA estan

silenciados transcripcionalmente por la maquinaria analoga a la maquinaria de
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silenciamiento de S. cerevisiae, que es una regulacion basada en cromatina

silenciosa.
EPAI
EPA7 Tel
EPAG Tel
EPALG Tel
EPAL7 Tel
EPALS Tel
EPAI2 Tel

{EPAH Tel
EPA3 Tel
———— EPAS
S Td
EPAI3 Tel
EPAL0
i EPAY

EPAIS Tel
EPA2 Tel
L EPA4 Tel
EPAS Tel
EPA21 Tel

L EPA20
EPA19 Tel

Figura 1. Dendograma que muestra la relacién de las secuencias de los genes paralogos al gen
EPA1. Estos genes forman una familia que codifican proteinas de pared celular. El dendograma se
construyd a partir de las secuencias de aminoacidos del dominio de unién al ligando N-terminal, de
las proteinas Epa, usando la metodologia “neighbor-joining”. La mayoria de ellos se encuentran
localizados en regiones subteloméricas, marcadas con Tel (Castafio, 2006a).

En el locus de EPA1, que se encuentra en la region subtelomérica del cromosoma
E, se localizan cuatro genes que codifican proteinas de pared celular con ancla
GPI llamados HYRT1 (ortdlogo del gen HYR1 de C. albicans), EPA1, EPA2y EPAS.
Rio arriba de estos 4 genes, se encuentra un gen ortélogo al gen ISC7 (YERO19w)
de S. cerevisiae que codifica para la fosfolipasa C de fosfoesfingolipido-inositol
(Figura 2), y a partir de éste, rio arriba los genes conservan sintenia con S.

cerevisiae.

Los genes EPA4 y EPAS son esencialmente idénticos (99% de identidad). Estos
genes estan presentes en el cromosoma I como secuencias invertidas repetidas.
Las secuencias repetidas incluyen una region de 2.8 kb rio arriba no codificante, la

region codificante y 0.9 kb de la region 3" no codificante. Estos invertidos repetidos
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estan separados por una secuencia unica de 1.8 kb (De Las Penas et al., 2003).
Rio arriba se encuentra el gen PET56 (Figura 2), cuyo gen ortdlogo en S.
cerevisiae codifica una ribosa metiltransferasa que modifica nucledtidos en el
ARNr 21S de la mitocondria. El fenotipo mutante, presenta deficiencia en el

crecimiento en una fuente de carbono no fermentable (SGD project).

Los genes EPA6 y EPA7 se encuentran localizados cada uno adyacente a uno de
los telébmeros del cromosoma C. Estos genes son muy parecidos, tienen un 94%
de identidad a lo largo de toda la secuencia gendmica codificante. Ambos genes

se transcriben hacia su respectivo telomero (Figura 2) (Castano et al., 2005).

- 39kb € > 42kb
TEL 5 43 EPA6 EPA7 5 49 TEL
il | 1
[ — \ \ — B C
2.148 Kb 2.145 Kb

Figura 2. Mapa esquematico de los loci genes EPA1-7. Adyacente al telémero, se indica el
cromosoma donde se encuentra cada grupo de genes. Los niumeros muestran el tamafo de los
genes (debajo de cada rectangulo, que representa un gen) y la distancian intergénica en kb (entre
los genes o entre el gen y el teldbmero). Las flechas indican la direccién de la transcripcion.

Este tipo de arreglo en genes de virulencia, esta conservado en diferentes
organismos. Familias de genes que expresan variantes de proteinas de pared
celular se encuentran adyacentes a los teldbmeros en genomas de
microorganismos patégenos y no patégenos. Este ADN subtelomérico esta
normalmente como heterocromatina, y es un mecanismo de control de genes

subteloméricos (Barry et al., 2003; Merrick and Duraisingh, 2006).
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Silenciamiento subtelomérico

La localizacién subtelomérica de algunos de los genes EPA tiene implicaciones
importantes para su expresién, ya que estan regulados negativamente por
silenciamiento subtelomérico; de manera que in vitro todos los genes EPA,
excepto EPA1, se encuentran silenciados transcripcionalmente por la maquinaria
analoga a la maquinaria de silenciamiento de S. cerevisiae (Castano et al., 2005;
De Las Penas et al.,, 2003). El silenciamiento involucra la formacion de una
estructura especializada de cromatina altamente condensada que impide la
interaccion entre activadores de la traduccion o ARN polimerasa con el ADN.
Como resultado, se bloquea la expresion de los genes dentro del dominio
silenciado (Rusche et al., 2003). La maquinaria de silenciamiento esta compuesta
por una serie de proteinas tales como: Rap1p, Sir2p, Sir3p, Sirdp, Ku70p, Ku80p y
Rif1p.

En S. cerevisiae, el gen RAP1 codifica para una proteina esencial de union a ADN
que participa en diversos procesos. Detecta y controla la longitud de las
repeticiones de los telémeros (Shore, 1997) y reprime mediante silenciamiento
transcripcional las copias secundarias de los genes de apareamiento (HML y
HMR). La mutante nula en RAP1 no es viable; no obstante, algunas mutaciones
puntuales interrumpen el silenciamiento tanto en los teldmeros como en los loci de
apareamiento silenciosos. Otras mutaciones en este gen o la sobreproduccion de
la proteina alteran la longitud de los teldmeros (Kurtz and Shore, 1991). Otra
actividad adicional de Rap1p es activar transcripcionalmente los genes que
codifican proteinas ribosomales y enzimas glicoliticas (Lieb et al., 2001). En todos
estos procesos, la funcion esencial de Rapi1p es la unién a una secuencia
especifica de ADN, y esta unidn con frecuencia regula la estructura de la
cromatina (Konig et al., 1996). El silenciamiento subtelomérico en S. cerevisiae,
comienza con la union de Rap1p a secuencias repetidas en los telédmeros
(regiones libres de histonas) que contienen sitios de union especificos de Rap1p,

en promedio cada 40 pares de bases. Rap1p recluta al complejo de proteinas
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Sir3p-Sird4p, para extender el silenciamiento a lo largo de la region subtelomérica
(Moretti et al., 1994).

Las proteinas Sir, en S. cerevisiae, juegan un papel como proteinas represoras
tanto en los loci HML y HMR como en el silenciamiento de genes ubicados en
regiones subteloméricas. Mutaciones en los genes SIR2, SIR3 y SIR4 tiene como
consecuencia la expresion de los genes que se encuentran en estas regiones. Las
proteinas Sir se reclutan a través de una serie de interacciones proteina-proteina.
Sir1p aumenta la probabilidad de reclutar otras proteinas Sir; pero no se extiende
a través de las regiones silenciadas como Sir2p, Sir3p y Sirdp, Unicamente se
requiere para establecer eficientemente el silenciamiento; sin embargo, no es
esencial para mantenerlo. En C. glabrata no se encuentra el gen SIR7; no
obstante, se ha observado que el silenciamiento se puede establecer de manera
eficiente en regiones subteloméricas aun en su ausencia. Sir2p es una
desacetilasa de histonas cuya funcion es dependiente de NAD", modifica los tallos
de lisinas de los extremos NH,4 terminal de las histonas H3 y H4 para crear sitios
de unién de alta afinidad para Sir3p y Sirdp, ya que estas dos proteinas no tienen
actividad enzimatica identificada; pero juegan un papel estructural en el ensamble
de la cromatina silenciosa. Otra actividad de Sir2p es el silenciamiento del locus
ADNr. Sir3p y Sirdp forman un complejo que se recluta al telomero por Rap1p.
Una vez que el complejo se une a Rap1p, interacciones cooperativas permiten que
este complejo se propague a través de la region silenciosa. Sir3p y Sirdp se unen
a los tallos de lisinas desacetiladas por Sir2p, en los extremos amino-terminal de
las histonas H3 y H4 (Rusche et al., 2003).

Otros genes homologos a SIR2, en S. cerevisiae, son HST1, HST2, HST3y HSTA4.
Al igual que Sir2p, tienen actividad de desacetilasas dependientes de NAD®
(Brachmann et al., 1995). Hst1p forma parte de un complejo de proteinas llamado
Set3C que incluye actividad de desacetilacion de histonas tanto dependiente como
independiente de NAD®. El complejo Set3C reprime genes tempranos de

esporulacion. Sin embargo, Hst1p no es un componente esencial para este
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complejo (Pijnappel et al., 2001). Ninguna mutacion en los genes HST es
comparable con la mutacion en SIR2; es decir, la ausencia de HST7-4 no activa
los genes de apareamiento ni genes reporteros encontrados en regiones
subteloméricas; sin embargo, al sobreexpresar el gen HST1 se restaura el
silenciamiento en una cepa mutante en SIR2 (Brachmann et al., 1995). Se ha
demostrado que Hst2p tiene una actividad fuerte de desacetilasa de histonas y es
mas activa que Sir2p en substratos de histonas in vitro (Landry et al., 2000). Hst2p
es una proteina citoplasmatica a diferencia de Hst1p, que solamente se encuentra
en el nucleo. Aunque la sobreexpresion de HST2 no restaura el silenciamiento en
una cepa sSir2A, la sobreexpresion de HSTZ2 influye en los eventos de
silenciamiento nuclear dependientes de SIR2, desreprimiendo el silenciamiento
subtelomérico mientras incrementa la represion en el locus ADNr (Perrod et al.,
2001). Poco se conoce de HST3 y HST4, se ha reportado que la doble mutante
hst3A hst4A es deficiente en silenciamiento subtelomérico. Estos resultados
indican que aunque los genes HST7-4 no son completamente redundantes con

SIR2, pueden participar en silenciamiento (Brachmann et al., 1995).

En S. cerevisiae, los genes que codifican para las proteinas nucleares Ku70p vy
Ku80p son HDF1 y HDF2, respectivamente. Estas proteinas estan conservadas
desde bacterias a eucariontes superiores. Forman un complejo heterodimérico
extremadamente estable. Se ha observado que el fenotipo en S. cerevisiae, de
una cepa donde se han mutado los dos genes HDF1 y HDF2 es indistinguible de
cepas en las que se ha mutado so6lo uno de ellos. Esto refleja que funcionan
primordialmente como heterodimero. Estas proteinas se han involucrado
principalmente en la reparacién de rupturas de doble cadena de ADN, también se
ha observado que ayudan a localizar a los telémeros en la periferia nuclear y se
requieren para el establecer y mantener el silenciamiento transcripcional en la
cromatina subtelomérica. Ku70p y Ku80p se unen a los extremos del telémero y
favorecen la interaccion del complejo Sir3p-Sirdp con la proteina Rap1p. En una
cepa mutante hdf1A, la mayoria de proteinas Sir2/3/4p son desplazadas del

telomero y como consecuencia, se expresan los genes subteloméricos que
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permanecian reprimidos por Sir2/3/4p. Se ha observado que Ku70p/Ku80p se
unen al ADN de manera independiente de la secuencia (Boulton and Jackson,
1998; Downs and Jackson, 2004; Gasser et al., 2004; Hediger et al., 2002; Mishra
and Shore, 1999). Sin embargo, en un articulo reciente donde estudian la unién in
vivo de Ku70p/Ku80p al promotor de IL-2 en células T, por inmunoprecipitacién de
la cromatina, se demuestra que Ku70p/Ku80p se unen a secuencias ricas en A-T
(Shi et al., 2007).

Rap1p también interactua, en S. cerevisiae, con dos proteinas adicionales Rif1p y
Rif2p. Estas proteinas tienen un papel principalmente en la regulacion de la
longitud de los telomeros. Una cepa mutante nula en RIF1 tiene los teldmeros muy
alargados, ademas se observa un efecto indirecto en el silenciamiento. Este ultimo
fenotipo es debido a que al alargarse los telobmeros en una cepa riflA, las
proteinas Rap1p y Sir2/3/4p se reclutan hacia este sitio lo que resulta en la
pérdida de silenciamiento, notable en los /oci de apareamiento HMR y HML. Es
decir, las proteinas Sir2/3/4p se titulan al unirse a teldomeros mas largos. En esta
cepa rif1A, también se observa un incremento modesto en el silenciamiento de
genes reporteros ubicados inmediatamente adyacentes al telomero,
probablemente como resultado del incremento en la concentracién local de
Rap1p-Sir3p/Sirdp en esta region (Wotton and Shore, 1997). Asimismo, se ha
demostrado que Riflp actia como un regulador negativo del silenciamiento al
unirse al carboxilo terminal de Rap1p, lo que a su vez interfiere con la interaccién

entre el complejo Sir3p/Sirdp y Rap1p (Buck and Shore, 1995).

En resumen, en S. cerevisiae Rap1p se une a los telémeros y recluta al complejo
Sir3p-Sirdp, el cual a su vez recluta a Sir2p que desacetila las histonas
adyacentes para crear sitios de afinidad hacia el complejo Sir3p-Sirdp y que este
se extienda en la regidn subtelomérica, como resultado esta region estara
transcripcionalmente reprimida. Ku70p y Ku80p favorecen la interaccion del
complejo Sir3p-Sir4p con la proteina Rap1p; Rif1p compite con el complejo Sir3p-

Sirdp, por la union a la proteina Rap1p. En una cepa mutante hdf1A, se pierde
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completamente el silenciamiento por Sir2/3/4p. El cual es restaurado en una doble
mutante hdf1A rif1A (Figura 3) (Hediger et al., 2002).

Figura 3. Silenciamiento subtelomérico en S. cerevisiae. En una cepa silvestre (Wt, por sus siglas
en inglés) las proteinas Ku70p y Ku80p favorecen la interaccion entre Rap1p y el complejo Sir3/4p.
Rif1p compite con el complejo Sir3/4p por la unién a Rap1p. En una cepa hdf1A la mayoria de
proteinas Sir2/3/4p son desplazadas del teldmero y los genes subteloméricos que permanecian
reprimidos por las proteinas Sir2/3/4p ahora se pueden expresar. En una cepa rif1A, Rap1p recluta
mas eficientemente al complejo Sir3/4p (imagen no mostrada). La pérdida de silenciamiento en una
cepa hdf1A se puede restaurar en una doble mutante hdf1A rif1iA, debido a que se elimina el
competidor de las proteinas Sir3/4p (Hediger et al., 2002).

En C. glabrata existen genes ortdlogos a los genes RAP1, SIR2, SIR3, SIRA4,
HST1, HST2, HDF1, HDF2 y RIF1. La funcién en el silenciamiento subtelomérico
que desempenan las proteinas codificadas por estos genes, es, en esencia,

comparable a la funcion en S. cerevisiae.
Regulacion de algunos genes EPA en C. glabrata

Datos de nuestro laboratorio nos han permitido estudiar el estado transcripcional
de las regiones donde se encuentran los genes EPA1-7. Existe evidencia de que
al menos 4 telomeros en C. glabrata, donde se encuentran éstos genes, estan
sujetos a silenciamiento. Esto se determiné analizando la expresién o represion de
genes reporteros URAS3 insertados en regiones intergénicas de los genes EPA y
entre genes EPA y sus telomeros.

Para ello, se utilizaron como cepas silvestres cepas de C. glabrata cuyo gen

endégeno URA3 se habia eliminado completamente (genotipo ura3A) y en un
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paso posterior, se les insertd el gen URA3 como reportero de la estructura de la
cromatina, utilizando el transposén Tn7-URA3 modificado (Castano et al., 2003).
Las inserciones de URAS3, dieron lugar a 9 cepas parentales con inserciones
unicas: CGM118, CGM121, CGM146, CGM147, CGM148, CGM149, CGM158,
CGM159 y CGM160 (Figura 4).

CGM146 CGM147 CGM 148 CGM149
URA3 URA3 URA3 URA3
ISCI V HYRI EPAI v EPA2 EPA3 TEL
| |AVA 1 [ ] | ] I ] I E
=3 =3 =5
-30.1kb 220.6 kb -14.8Kkb J13kb 0 kb
CGM158 CGM159 CGM160
URA3 URA3 URA3
PET56 v EPAS v EPA4 TEL
[ ] [ ] [ ] B !
- 238kb s ¥ A1kb  0kb
CGM118
URA3 CGM121
URA3
*90 pb EPA7
TEL P! EPA6 v TEL
. \ — ——1 m C
0kb 2.52kb <+ b ' - 222kb 0kb

Figura 4. Estado transcripcional de los loci de los genes EPA1-7 y ubicacion del gen reportero
URAS3 en cada cepa. Cada triangulo inverso representa la insercion del gen reportero URA3 en
cada locus. Cada uno esta marcado con el nombre de la cepa parental que lo contiene, en total son
9 cepas. La distancia de la insercion a partir del teldmero se muestra en kb. El color del triangulo
representa el grado de silenciamiento del gen URA3 en las cepas parentales, medido por la
habilidad de crecer en medio con 5-FOA. Los triangulos negros indican que el gen URA3 esta
silenciado, son cepas 5-FOAR. El triangulo gris en la cepa CGM147, entre EPA1 y EPA2, indica
que la cepa produce un numero pequefo de colonias 5-FOAR; sin embargo, la mayoria de las
células de ese cultivo estan expresando el gen URA3 (5-FOA?®). El triangulo blanco, en la cepa
CGM146, entre HYR1 y EPA1, denota que el gen URA3 es transcripcionalmente activo, 5-FOAS.
Las flechas indican la direccién de transcripcion. Adyacente a cada teldmero se indica el
cromosoma donde se encuentra el gen EPA o el grupo de genes EPA. * 90 pb, indica que el gen
reportero URAS3, en la cepa CGM118, se encuentra a 90 pares de bases del codén de terminacion
de la transcripcion.

El grado de expresion del gen reportero URA3 se evalud utilizando un ensayo de
crecimiento en medio con 5-FOA (Figura 5). En este ensayo, cepas que expresen
el gen URA3 no pueden crecer en 5-FOA, debido a que forman un producto téxico
a partir de este reactivo y las células mueren. En el cromosoma E se puede

observar que el silenciamiento del gen URA3 se va reduciendo, hasta perderse, al
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alejarse el reportero del telomero. En las cepas CGM148 y CGM149 la insercion
de URAS3 esta completamente silenciada; mientras que en la cepa CGM147 casi
todas las células expresan URA3 (5-FOA?®), pero algunas pocas estan silenciadas
y producen colonias 5-FOAR. La insercion de URA3 en la cepa CGM146 se
expresa en todas las células; es decir, ya no esta sujeta a silenciamiento
subtelomérico. En los cromosomas 1 y C, las inserciones que llevan las cepas
CGM158, CGM159, CGM160, CGM118 y CGM121, se encuentran completamente

silenciadas (Castano et al., 2005; De Las Penas et al., 2003).
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Figura 5. Efecto de silenciamiento del gen URA3 analizado en un medio con 5-FOA. El analisis
consta de las 9 cepas parentales y la Wt, crecidas en un medio sintético completo sin uracilo (-
Ura) y en uno con 5-FOA para determinar el grado de silenciamiento del gen reportero URAS3. Las
cepas que expresen el gen URA3, no pueden crecer en el medio con 5-FOA, unicamente creceran
si el gen URA3, se encuentra bajo silenciamiento (Castano et al., 2005; De Las Penas et al., 2003).

En el afio 2005, Castano y colaboradores identificaron tres mutantes
hiperadherentes en C. glabrata mediante insercién al azar del transposén Tn7. La
primera mutante contenia una insercion larga (de 14 kb) en la regién 3" UTR del
gen EPA?7. Esta insercion alejaba 19 kb al promotor de EPA7 del telémero, de tal
forma que se perdia el silenciamiento subtelomérico, y como resultado EPA7
podia expresarse y mediar adherencia. Las otras dos mutantes hiperadherentes
encontradas, interrumpian los genes SIR3 y RIF1. Determinaron, que tanto este
fenotipo hiperadherente como el incremento en la colonizacion de rindbn en un
modelo murino, en las cepas mutantes sir3A y rif1A, depende principalmente de la

desrepresion de EPA1, EPA6 y EPAY. Estos y otros experimentos mostraron que
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estas tres proteinas codificadas en C. glabrata son adhesinas. Por otra parte,
comprobaron que el silenciamiento de los genes EPA1, EPA4, EPAS, EPA6 y
EPA7 en C. glabrata esta mediado, de manera diferencial por las proteinas Sir3p,
Rap1p y Riflp (Figura 6). Estas proteinas estan codificadas por los genes
ortdlogos SIR3, RAP1y RIF1 en S. cerevisiae, donde se sabe estan implicados en

silenciamiento subtelomérico (Castano et al., 2005).
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las cepas mutantes. Lo que nos indica, que
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(Castano et al., 2005).

Investigaciones subsecuentes demostraron que una cepa que no contiene los
genes EPA1, EPA6 y EPA7 no coloniza eficientemente el rifion y la vejiga en un
modelo de infeccion de vias urinarias del ratén. Estos datos apuntan la
importancia de las adhesinas Epalp, Epabp y Epa7p en la virulencia de C.
glabrata. De manera interesante, se ha determinado que EPAG6 se induce en rifidon
y vejiga durante una infeccion de vias urinarias del ratdon. En este caso, la sefal
importante para la desrepresion de EPAG6, es la deficiencia de niacina o acido
nicotinico en orina (Domergue et al., 2005). El acido nicotinico (NA) es un
precursor de NAD, que a su vez es necesario para la actividad de desacetilasa de
histonas de Sir2p. Por esta razon en orina, donde los niveles de NA son bajos, la

actividad de Sir2p es menor y produce una induccién de EPAS6.
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En este trabajo analizamos la estructura de la cromatina, en C. glabrata, en las
regiones subteloméricas donde se encuentran los genes EPA1-7 y el grado en que
dependen las regiones (si es que lo hace) de las proteinas Sir2p, Sir3p, Sirdp,
Rif1p, Ku70p, Ku80p, Hst1p y Hst2p, que participan en el silenciamiento en S.

cerevisiae.

Para ello, utilizamos las cepas parentales CGM118, CGM121, CGM146, CG147,
CGM148, CGM149, CGM158, CGM159 y CGM160, descritas anteriormente
(Figura 4, pag. 14). A cada una de estas cepas les introdujimos, por
transformacién basada en acetato de litio, construcciones en plasmidos
independientes que, por recombinacién homodloga, generan una mutacion nula en
cada uno de los genes SIR2, SIR3, SIR4, RIF1, HDF1, HDF2, HST1y HST2. Este
método consiste en clonar en un plasmido un fragmento de ADN que contiene
aproximadamente 500 pb de las regiones 5" UTR y 3" UTR de cada uno de los
genes que se va ha eliminar. Estas secuencias se clonan de forma que quedan
flanqueando un casete hph, dirigido por el promotor PGK1 de S. cerevisiae, que
confiere resistencia a higromicina. Cada uno de estos plasmidos se transforman
en C. glabrata y por medio de recombinacion homodloga se sustituye el gen
silvestre por la construccion del plasmido. De esta manera se eliminaron cada uno
de los genes, y el resultado son cepas transformantes HygR ausentes en los genes

involucrados en silenciamiento.

La expresion del gen reportero URA3 se analizd por ensayos de crecimiento en
diferentes medios de cultivo: YPD, CAA (sin uracilo) y 5-FOA. El grado de
expresion o silenciamiento refleja la actividad transcripcional de cada una de las
regiones analizadas, la cual a su vez depende de la estructura de la cromatina en
estas regiones. Se determind, que la regulacidén de la estructura de la cromatina
en las regiones de los genes EPA1-7 es diferencial y depende en distinto grado de

las proteinas involucradas en silenciamiento.
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Il. MATERIALES Y METODOS

Cepas de C. glabrata

Todas las cepas analizadas en este estudio estan descritas en la Tabla 4, en

anexos.

La cepa silvestre del laboratorio, CGM1, contiene una mutacion por
delecion/insercion en el gen URA3. Esta cepa se construyé insertando el
transposon Tn903 [Tn903 npt (Neo® G418%)] que remplaza el gen URA3 por el gen

neo que confiere resistencia a G418 (Cormack and Falkow, 1999).

Las cepas parentales contienen una insercién del transposén Tn7 [Tn7 R6Ky ori
URA3 npt (KmR)] (Castano et al., 2003) en distintas posiciones entre los genes EPA
y entre los genes EPA y sus telobmeros. La ubicacién del transposon que contiene
el gen reportero URA3 en cada una de las cepas parentales, esta sefalado en la

Figura 4, pag. 14.

A partir de las cepas parentales se construyeron cepas con mutaciones en los
genes SIR2/3/4, HDF1/2, HST1/2 y RIF1. Las cepas de C. glabrata que construi
para completar la coleccion de cepas a analizar, estan descritas en la Tabla 1,
pag. 26.

Plasmidos

Los plasmidos utilizados para construir las mutaciones en los genes involucrados

en silenciamiento estan descritos en la Tabla 5, en anexos.

Oligonucledtidos

Los oligonucledtidos utilizados para comprobar las mutaciones por
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delecién/insercion, utilizando la técnica de PCR, y los oligonucledtidos utilizados

en la construccidn de plasmidos, estan descritos en la Tabla 6, en anexos.

Medios de crecimiento

Candida glabrata se cultivo en medio estandar para levadura como se describe en
(Sherman, 1986). El medio rico YPD contiene 10 g/L de extracto de levadura, 20
g/L de peptona y 20 g/L glucosa, adicionado con 25 mg/L de uracilo. Cuando se
requirid, se suplementd con higromicina a una concentracion final de 400 pg/mL.
El medio YP-Gly se prepara como el medio YPD excepto que no contiene glucosa,
sino glicerol al 3% final, como fuente de carbono. El medio CAA (sin uracilo),
contienen 1.7 g/L de base nitrogenada de levadura sin amonio, 5 g/L de sulfato de
amonio [(NH4)2S0O4], 6 g/L de casaminoacidos y 20 g/L de glucosa. Cuando se
requirio, al medio CAA se le adicion6 0.9 g/L de 5-fluorootico (5-FOA) y 50 mg/L

de uracilo.

Transformacion para generar mutantes en C. glabrata

Para la transformacién genética de C. glabrata se utiliz6 una modificacion del
método de transformacion con acetato de litio (LiAc) (Gietz et al., 1992).
Brevemente, las células se crecieron en YPD a una densidad éptica de 0.6-1.0
ODsgo, se cosecharon y se lavaron con agua estéril. Posteriormente, las células
se concentraron 100 veces en LiAc 100 mM y se usaron alicuotas de 50 ulL para
cada transformacién. A cada alicuota de 50 uL de células en suspension se le
adicion6 240 uL de PEG al 50% (PM 4000), 36 uL de LiAc 1 M, 50 ug de ADN de
esperma de salmén desnaturalizado por calor, y 3 uL aproximadamente del ADN
plasmidico necesario para cada transformacién, que se encuentra disuelto en 50
uL de TE 10mM/0.1mM (TE es una mezcla estéril de Tris 10 mM y EDTA 0.1 mM
utilizada para conservar el ADN). Esta mezcla se incubé a 30 °C por 45 min.,
después se le agrego 43 uL de DMSO, se mezclé e inmediatamente se le dio un

choque de calor a 42 °C por 15 min. Por ultimo, las células se centrifugaron, se
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resuspendieron en 1 mL de YPD y se incubaron a 30 °C por 4 hrs. Alicuotas de
300 pL de la suspension de células se platearon en cajas con medio YPD-Hyg.
Aproximadamente 12 colonias resistentes a higromicina se estriaron para obtener
colonias aisladas y se crecieron en cajas con YPD-Gly para eliminar aquellas que
contienen mutaciones que afectan la funcion mitocondrial, de tal forma que les

impide crecer en fuentes de carbono no fermentables.

Construccion de cepas mutantes

Para realizar mutaciones por delecion/insercion se utilizaron plasmidos
integrativos previamente construidos, que contienen fragmentos 5 UTR (de 500
pb aprox.) y 3' UTR (de 500 pb aprox.) del gen que se va a reemplazar. Estos
fragmentos UTR flanquean un casete que confiere resistencia a higromicina, con
el fin de poder seleccionar las clonas transformantes que surgen como resultado
de la recombinacion homologa. El contenido del casete hph, de 2.012 kb, esta
estructurado de la siguiente manera: Ppgkr:hph::3'UTRys3. EI gen hph se
encuentra bajo el promotor PGK1 de S. cerevisiae, y contiene una region de
terminaciéon de la transcripcion 3" UTR, del gen HIS3 de C. glabrata. EI gen hph
proviene de la bacteria Klebsiella pneumoniae y codifica una cinasa (higromicina
fosfotransferasa) que inactiva al antibiético higromicina B a través de su

fosforilacién, lo que confiere resistencia a higromicina (Gritz and Davies, 1983).

Este plasmido digerido con las enzimas apropiadas para escindir el fragmento
completo (5° UTR-casete hph-3° UTR), se utiliz6 para transformar las cepas
parentales y obtener cepas mutantes en los genes cuyos productos intervienen en
silenciamiento. Cuando el fragmento que contiene el casete de resistencia a
higromicina se inserta en el lugar adecuado por doble recombinacion homologa,
se remplaza el gen original silvestre por el fragmento completo construido en el

plasmido (Figura 7).
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Andlisis de la estructura gendmica de las cepas mutantes

Para comprobar las mutaciones por delecion/insercidon en las diferentes cepas, se
analizé la estructura gendémica de las cepas mutantes por medio de la técnica
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) utilizando

oligonucledtidos especificos.

La ausencia de cada gen se comprobd con oligonucledtidos que hibridan dentro
de cada gen que se eliminé (Figura 7, oligonucleétidos a y b). Con ésta pareja de
oligonucledtidos se espera unicamente la amplificacion de controles positivos que
contienen el gen silvestre. La insercion del casete Ppgksi:hph::3'UTRuys3 se
comprobd amplificando las uniones 5 y 3" con oligonucleétidos especificos que
hibridan dentro del casete hph (Figura 7, oligonucleétidos d y e) y en regiones
endégenas de C. glabrata que flanquean cada insercién, fuera del fragmento que

se utilizo para construir la delecion/insercion (Figura 7, oligonucledtidos c y f).

5’ GEN 3’ <— Cromosoma
= %
, , , <——— Construccién en
5 PPGKIZZl’ll)h.'.'3 UTR HIS3 3 plasmldo

Integracién por doble
recombinaciéon homéloga

5’ Pperii:hph::3"'UTR g3 37 <——— Cromosoma

— <« — -«
c d e f

Figura 7. Mutacién por delecion/insercion y ubicacion de los oligonucledtidos para comprobar la
mutacién. EI ADN plasmidico, que contiene la secuencia Ppgks::hph::3'UTRys; flanqueada por
regiones homologas 5° UTR y 3" UTR del gen que se va a remplazar, se inserta por doble
recombinacién homologa en el gen enddégeno. Como resultado se pierde el gen enddgeno vy, en
este caso, se gana resistencia a higromicina. Se muestra la ubicacién de las parejas de
oligonucledtidos para comprobar la mutacién. Los oligonucleétidos a y b se utilizaron para
comprobar la ausencia del gen enddégeno que se elimind; los oligonucledtidos ¢ y d para
comprobar la insercidn en el extremo 5°; y los oligonucleoétidos e y f para comprobar la insercion en
el extremo 3°.
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En la Figura 8 se muestra un ejemplo del analisis por PCR de una mutacién del
gen HST1. La comprobacion por PCR de todas las cepas construidas en este

trabajo se encuentra en la Figura 19 en anexos.

Fragmento interno
3" (oligonucleotidos e y f) 5" (oligonucledtidos c y d)  (oligonucleétidos ay b)

PMWt + - 1 2 3

2.00 kb
1.65 kb

1.00 kb =
—
-
r

L

300pb W

Figura 8. Ejemplo del analisis para comprobar la estructura gendémica después de una mutacion. El
analisis se realiza por medio de la técnica PCR. El ejemplo es para la mutacién nula en el gen
HST1 [Cepa CGM148 hst1A::hph (pAP628/BseRI-Bglll-Stul)]. Se espera un fragmento de 1.489 kb.
en el extremo 3" con los oligonucledtidos 15/88 (e/f) y de 1.099 kb en la region 5" con los
oligonucleotidos 2278/16 (c/d). El fragmento interno amplifica una secuencia de 300 pb dentro gen
HST1, con los oligonucleodtidos 76/77. Como se observa, las Unicas clonas positivas son la 1y 3.
Este tipo de analisis se realiz6 para todas las cepas mutantes (Figura 19, en anexos). Las cepas 1
y 3 son 68 pb mas grandes que la cepa control (+) por que contienen secuencias FRT, que
flanquean el casete de higromicina para escindir el marcador de seleccion si se requiere. La cepa
Wt es la cepa CGM1, el control positivo (+) es la cepa CGM76 hst1A, el control negativo (-)
contiene todos los componentes de la mezcla de PCR excepto la muestra de ADN.

A lo largo de los experimentos notamos que las cepas mutantes en Sir2A, SirSA'y
Sir4A crecidas en medio liquido YPD se adhieren al vidrio de los tubos utilizados,
esto se observa como una capa delgada de células que se extiende en las
paredes del tubo (Figura 18, en anexos). Esta adherencia se pierde al agitar el
tubo vigorosamente. Este fenotipo de adhesién al vidrio podria ser debido a la
expresion de genes EPA (adhesinas) como consecuencia de la pérdida de
silenciamiento por las proteinas Sir2/3/4p en la region donde se ubican estos
genes. Ya se ha reportado que las adhesinas pueden mediar interacciones con
superficies abioticas, como el plastico (Iraqui et al., 2005; Kojic and Darouiche,
2004).
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Anadlisis de la expresioén del gen reportero URA3

Se realizé un ensayo de crecimiento en diferentes medios para analizar la
estructura de la cromatina en las regiones subteloméricas de los genes EPA1-7,
en las cepas parentales y las cepas derivadas de éstas que llevan mutaciones en

los genes que intervienen en silenciamiento.

En estos ensayos se observa la expresién o represion del gen reportero URA3
insertado en diferentes regiones del genoma de C. glabrata (Figura 4, pag. 14).
Esto refleja la estructura de la cromatina en esa region; es decir si es
transcripcionalmente activa o si esta reprimida. La expresion del gen reportero
URA3 depende de dos factores: a) de la ubicacién que tenga con respecto al
telomero. Es decir, reporteros ubicados en regiones lejanas al telébmero son
activos transcripcionalmente y se expresan, y genes reporteros insertados en
regiones subteloméricas permaneceran reprimidos por proteinas que intervienen
en silenciamiento subtelomérico. Y, b) si el reportero estd ubicado en una region
subtelomérica en una cepa mutante en un gen que interviene en el silenciamiento

de esta region, es posible que el reportero se exprese.

Para realizar el analisis, las células se crecieron hasta fase estacionaria, se
diluyeron a una ODggo de 1.0 y se hicieron 5 diluciones seriadas de 10 veces (10°-
10°), posteriormente se colocaron gotas de 5 pL de cada dilucidn en tres
diferentes medios de crecimiento YPD, CAA (sin uracilo) y 5-FOA. Las cajas se

incubaron a 30 °C, por 48 horas.

Las células que expresen el gen reportero URA3 mueren en el medio con 5-FOA,
ya que la enzima Ura3p, que participa en la via de biosintesis de uracilo, toma
como sustrato el 5-FOA, lo convierte en un producto toéxico y las células mueren.
De estda manera, unicamente las células que tengan el gen URA3 reprimido
transcripcionalmente pueden crecer en este medio (fenotipo Ura’, 5-FOAR). En el

medio CAA (sin uracilo) se puede observar la poblacién de células que estan
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expresando el gen URA3 (fenotipo Ura®). En el medio rico YPD se observa la
cuenta viable de células, ya que todas las células pueden crecer

independientemente de la expresion del gen reportero URAS.
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[ll. RESULTADOS

Construccion de cepas mutantes en los genes SIR2/3/4, RIF1, HDF1/2 y
HST1/2

Para completar el conjunto de cepas necesarias para el analisis de la estructura
de la cromatina, en las regiones donde se ubican los genes EPA1-7, se requirio la
construccién de nuevas cepas. Estas se realizaron a partir de las cepas parentales
CGM118, CGM121, CGM146-149 y CGM158-160 construidas con anterioridad y
disponibles en el laboratorio (Tabla 3, en anexos). Las cepas parentales contienen
una insercion del gen reportero URA3 entre los diferentes genes EPA y entre
genes EPA y sus telémeros (Figura 4, pag. 14). Las construcciones de las cepas
mutantes nulas en los genes implicados en silenciamiento se realizaron por
transformacion con plasmidos que llevan las regiones 5" y 3" UTR de cada gen
qgue se va a eliminar, estas regiones flanquean un casete que lleva el gen hph que
confiere resistencia a higromicina. Este plasmido se digirié con las enzimas de
restriccion apropiadas para escindir todo el fragmento (5° UTR-casete hph-3°
UTR), y se utilizé para transformar las cepas parentales y obtener las cepas

recombinantes.

En la Tabla 1 se describen las cepas que construi para completar la coleccién. En
resumen, a) construi las ocho mutantes necesarias (sir2A, sir3A, sirdA, rif1A,
hdf1A, hdf2A, hst1A y hst2A) en cada una de las cepas parentales CGM118,
CGM121 y CGM160; b) las mutantes sir3A y hst1A en todas las cepas parentales;
c) entre otras. Cada mutacién se comprob6 por medio de la técnica de PCR, como
se muestra en las Figuras 7 y 8, pag. 21, 22 (En la Figura 19 en anexos, se
muestran todos los analisis por PCR). De cada cepa se aislaron y se almacenaron

dos clonas, Unicamente se muestra una de ellas.
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Tabla 1. Descripcidon de las cepas mutantes construidas en este trabajo.

CEPAS PARENTALES
CON INSERCIONES
CEPA GENOTIPO RELEVANTE DEL GEN URA3
CGM177 | CGMI160 sir2A::hph (pAP596/Sacl-Kpnl) EPAsEPAY %%-EL
CGM182 | CGMI60 hdfIA::hph (pAP611/Bcgl) "
CGM196 | CGM160 sirdA::hph (pAP598/Bsgl) "
CGM204 | CGMI160 hdf2A::hph (pAP612/Bcgl) "
CGM216 | CGM160 hst2A::hph (pAP633/Bsgl-Sacl) "
URA3
CGM219 |CGM118 sir2A::hph (pAP596/Sacl-Kpnl) EPAG SZI TE-L
CGM221 | CGM118 sirdA::hph (pAP598/Bsgl) "
CGM225 | CGMI118 hdfIA::hph (pAP611/Bcgl) "
CGM227 |CGM118 hdf2A::hph (pAP612/Bcgl) "
CGM231 | CGMI118 hst2A::hph (pAP633/Bsgl-Sacl) "
CGM248 | CGMI21 sir2A::hph (pAP596/Sacl-Kpnl) EPAZ l%d T;L
CGM250 | CGMI21 sirdA::hph (pAP598/Bsgl) "
CGM273 | CGMI21 hst2A::hph (pAP633/Bsgl-Sacl) "
CGM275 | CGMI21 hdfIA::hph (pAP611/Bcgl) "
CGM276 |CGMI121 hdf2A::hph (pAP612/Bcgl) "
CGM146 sir3A::hph (pIC120/Kpnl-Hpal+T4 URA3
CGM280 DNA polimerasa*) N/ 2 e |TEL
CGM147 sir3A::hph (pIC120/Kpnl-Hpal+T4 URAZ
CGM282 DNA polimersa) — VI—|EPA2 — TEL
CGM148 sir3A::hph (pIC120/Kpnl-Hpal+T4 URA3
CGM287 DNA polimerasa) =T EPA2 IVI EPA3 ITﬁ
CGM 149 sir3A::hph (pIC120/Kpnl-Hpal+T4 URAZ
CGM289 DNA polimerasa ) [l e B N 7 o
caMpol | COMISS sir3A::hph (pIC120/Kpnl-Hpal +T4 wo
DNA polimerasa) N/ ||
CGM293 CGM159.SZI"3A.'.'hph (pIC120/Kpnl-Hpal+T4 [N SE -
DNA polimerasa) N/ [ ]
. . _ URA3
cG M99 | CGMILIS sir3A::hph (pIC120/Kpnl-Hpal+T4 N
DNA polimerasa) ]
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CGM301 CGM121.sir3A::hph (pIC120/Kpnl-Hpal+T4 uras
DNA polimerasa) %
CGM160 sir3A::hph (pIC120/Kpnl-Hpal+T4 URA3
CGM303 DNA polimerasa) EPAS _EPA4 VT-EL
CGM312 CGMI Sl{ﬂj’A'.'.hp i (PIC120/Kpnl-Hpal+T4 Sin insercion del gen URA3
DNA polimerasa)
CGM314 | CGML1 riflA::hph (pSP166/Bsgl) Sin insercién del gen URA3
CGM319 | CGMI160 hstIA::hph (pAP628/BseRI-BgllI-Stul) EPAs EPAS N TEL
I vVm
URA3
CGM320 |CGM118 hstIA::hph (pAP628/BseR1-Bglll) TEL
.
CGM321 | CGMI121 hstIA::hph (pAP628/BseR1-Bgll1-Stul) EPA7 % it
CGM325 | CGM158 sir2A::hph (pAP596/Sacl-Kpnl) %Ag EPAS__EPA4 TﬁL
CGM327 CGM159 sir2A::hph (pAP596/Sacl-Kpnl) EPAS %& EPA4 TEL
CGM329 | CGM149 hstIA::hph (pAP628/BseRI-Bgll1-Stul) EPAI_ _EPA2? _EPA3 %GTE-L
CGM330 | CGMI158 hstIA::hph (pAP628/BseR1-Bgll1-Stul) %J EPAS__EPA4 T;L
CGM332 | CGM146 hstIA::hph (pAP628/BseRI-Bgll1-Stul) %ﬁ EPAI__EPA2 _EPA3 TEL
CGM334 | CGM147 hstIA::hph (pAP628/BseR1-Bgll1-Stul) =2 :@i fpa2 | EPAS ITE-L
CGM336 | CGM159 hstIA::hph (pAP628/BseR1-Bgll1-Stul) EPAS %3 Epag TEL
VvV 18
URA3
CGM338 | CGM148 hstIA::hph (pAP628/BseRI-Bglll-Stul) | Ll EP2 X 7 Erss o
CGM340 | CGM149 sir4A::hph (pAP598/Bsgl) fpal_ B4 RS Il%d%
CGM342 | CGM147 hdf2A::hph (pAP612/Bcgl) (2L IUVRAT Lpaz | EPA3 |TE-L

* La T4 DNA polimerasa se utilizd para digerir los extremos salientes 3" de la digestion con Kpnl,
que corresponden al vector y no al ADN de C. glabrata, para favorecer la recombinaciéon homologa.

Analisis de la expresion del gen reportero URA3

Realizamos ensayos de crecimiento en tres diferentes medios YPD, CAA (sin

uracilo) y 5-FOA, para determinar la expresion o represion del gen reportero URA3

insertado en diferentes regiones, entre los genes EPA y entre los genes EPA y sus

telomeros (un total de 9 cepas parentales) y para determinar el papel de las
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proteinas Sir2p, Sir3p, Sirdp, Rif1p, Ku70p (HDF1), Ku80p (HDF2), Hst1p y Hst2p

en la regulacion la estructura de la cromatina en estas regiones.

Un numero similar de células de cada cepa (tanto de las cepas parentales como
de las cepas derivadas de éstas que llevan mutaciones en los genes SIR2/3/4,
RIF1, HDF1/2 y HST1/2) se gotearon en diluciones seriadas de 10 veces en los

tres medios y las cajas se incubaron por 48 horas a 30 °C.

El grado de silenciamiento de los loci de los genes EPA1-7 se determina por la
capacidad de la cepa para crecer en un medio con 5-FOA. En este medio
unicamente pueden crecer las cepas resistentes a 5-FOA; es decir, las que tengan
silenciado el gen reportero URA3 (la enzima Ura3p convierte al 5-FOA en un
producto téxico). Una mutacién que afecte el silenciamiento subtelomérico, puede
traer como consecuencia la expresion del gen reportero URAS3, estas cepas no
creceran en el medio con 5-FOA. En el medio sin uracilo se observa una poblacién
de células que expresan el gen reportero URA3. Y en el medio con YPD, la cuenta

viable.

En total, es un analisis de 81 cepas. En la Tabla 4 del anexo se describe el

genotipo relevante de todas las cepas analizadas.
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Figura 9. Analisis de la expresion del gen reportero URA3 en la cepa parental CGM118 y las
mutantes derivadas.

La insercién de URAS3 al final del gen EPAG6 esta silenciada. Las proteinas Sir2p,
Sir3p, Sirdp, Riflp, Ku70p y Ku80p regulan fuertemente la regién analizada,
silenciandola (aunque es de notar que solo la ausencia de los genes SIR2/3/4 'y
Ku70/80p elimina completamente el silenciamiento). Esto se observa en el medio
con 5-FOA, ya que en ausencia de estas proteinas el gen URA3 se expresa y por
lo tanto las cepas con deleciones en los genes que codifican estas proteinas no
pueden crecer. Hst1p y Hst2p no tiene ningun efecto en la regulacion de esta
region, ya que su ausencia no cambia el nivel de crecimiento comparando con la

cepa parental.

*90 pb entre el coddn de término de EPAG6 vy la insercién del gen reportero URAS.
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Figura 10. Analisis de la expresion del gen reportero URA3 en la cepa parental CGM121 y las
mutantes derivadas.

La insercion del gen URA3 entre EPA7 y el teldbmero, esta silenciada. Las
proteinas Sir2p, Sir3p, Sirdp, Ku70p y Ku80p intervienen fuertemente en la
represion del gen. En ausencia de los genes que codifican estas proteinas el gen
URA3 se expresa y por lo tanto las cepas con mutaciones en estos genes no
pueden crecer o crecen poco en el medio con 5-FOA. La proteina Rif1p interviene
moderadamente en la regulacion de esta region, ya que una proporcion de las
células del cultivo estan expresando el gen URA3 y por lo tanto, no pueden crecer
en el medio con 5-FOA. Hst1p y Hst2p no intervienen en la regulacién de esta
region, pues su ausencia no cambia el nivel de crecimiento comparando con la

cepa con la parental.
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Figura 11. Analisis de la expresion del gen reportero URA3 en la cepa parental CGM146 vy las
mutantes derivadas.

La insercion del gen URA3 entre HYR1 y EPA1 en la cepa CGM146 se esta
expresando en todas las células, lo que nos indica que esta region es
transcripcionalmente activa; es decir, no estd bajo silenciamiento subtelomérico.
Esto se observa en el medio con 5-FOA, ya que la cepa parental no puede crecer,
la eliminaciéon de los genes cuyos productos intervienen en silenciamiento
subtelomérico, no tiene efecto en la expresion del gen URA3 insertado en esta

posicion.
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Figura 12. Analisis de la expresion del gen reportero URA3 en la cepa parental CGM147 vy las
mutantes derivadas.

La insercion del gen URA3 entre EPA1 y EPA2 en la cepa CGM147 se esta
expresando en la mayoria de las células; sin embargo, se observa una poblacion
de células (en el cultivo de la cepa parental) que pueden crecer en el medio con 5-
FOA. Esta region es, en términos generales, transcripcionalmente activa aunque
hay algunas células en las que el gen URA3 esta silenciado. Este pequeio grado
de silenciamiento depende de las proteinas Sir2p, Sir3p, Sirdp y Riflp y
posiblemente también depende de Hst1p (ver también Figura 20, en anexos) y

Hst2p. Las proteinas Ku70p y Ku80p no participan en la regulacion de esta region.
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Figura 13. Analisis de la expresion del gen reportero URA3 en la cepa parental CGM148 vy las
mutantes derivadas.

La insercion del gen URA3 entre EPA2 y EPA3 en la cepa CGM148 esta
silenciada y este silenciamiento depende principalmente de las proteinas Sir2p,
Sir3p y Sirdp. Esto se observa en el medio con 5-FOA ya que al mutar los genes
SIR2/3/4 el gen URA3 se expresa y no hay crecimiento en el medio con 5-FOA.
Las proteinas Rif1p, Ku70p y Ku80p intervienen moderadamente en la regulacion
de esta regioén. Al eliminar los genes RIF1, HDF1y HDF2 la mayoria de las células
pueden crecer en 5-FOA; sin embargo, unas cuantas células estan expresando el

gen URAS3. La expresion de esta region no depende de Hst1p ni de Hst2p.
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Figura 14. Analisis de la expresion del gen reportero URA3 en la cepa parental CGM149 vy las
mutantes derivadas.

La insercion del gen URAS3 entre EPA3 y el telomero en la cepa CGM149 esta
silenciada y este silenciamiento depende principalmente de las proteinas Sir2p,
Sir3p, Sirdp y Rif1p. Esto se observa en el medio con 5-FOA, donde la mutacién
de los genes que codifican estas proteinas elimina el crecimiento de las cepas.
Las proteinas Ku70p y Ku80p participan en un grado mucho menor ya que una
proporcion grande de las células del cultivo tienen el gen URA3 silenciado vy
pueden crecer en 5-FOA. Hst1p y Hst2p, no intervienen en el silenciamiento del
gen URAS3, en ésta cepa, pues la ausencia de estas proteinas no modifica el

crecimiento comparando con la cepa parental.

-34 -



Analisis de los loci EPA1-7 subteloméricos en Candida glabrata Lluvia L. Rosas Hdez.

Parental
CGM158
CGM158
URA3
PETS56 EPAS EPA4 TEL
I ] I ] 1 ]
- -23.8 kb « —> 0 kb
YPD CAA (sin uracilo) 5-FOA
Sl 000> Jocoor Joos -
M ooos: feoos~ |
Y ecoo: Joeoor |

Figura 15. Analisis de la expresion del gen reportero URA3 en la cepa parental CGM158 vy las
mutantes derivadas.

La insercion del gen URA3 entre PET56 y EPA5 en la cepa CGM158 esta
silenciada y este silenciamiento depende fuertemente de las proteinas Sir2p,
Sir3p, Sirdp, Rif1p, Ku70p y Ku80p, ya que como se observa en el medio con 5-
FOA la ausencia de estas proteinas impide el crecimiento en este medio, debido a
la pérdida de silenciamiento del gen URA3. La eliminacién del gen HST1 tiene un
efecto moderado en el crecimiento de esta cepa (ver también Figura 20, en
anexos), esto se observa en el medio con 5-FOA donde la mayoria de células
tienen reprimido en gen URA3, pero unas cuantas lo estdan expresando. La

proteina Hst2p no interviene en la regulacioén de la expresion en esta region.
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Figura 16. Analisis de la expresion del gen reportero URA3 en la cepa parental CGM159 vy las
mutantes derivadas.

La insercion del gen URA3 entre EPA5 y EPA4 en la cepa CGM159 esta
silenciada y este silenciamiento depende de las proteinas Sir2p, Sir3p, Sirdp,
Rif1p, Ku70p y Ku80p, como se puede observar en el medio con 5-FOA. Las
cepas mutantes en los genes que codifican estas proteinas expresan el gen
reportero URA3 y en consecuencia no crecen en 5-FOA (en el caso de las cepas
que no contienen Ku70p y Ku80p hay sdlo unas pocas células del cultivo que no
expresan URA3 y pueden crecer en 5-FOA). Hst1p y Hst2p no intervienen en la
expresion del gen URA3 en esta region, esto se observa en el medio 5-FOA, las
cepas que tienen mutaciones en HST1y HST2 crecen bien en este medio, al igual

que la cepa parental.
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Figura 17. Analisis de la expresion del gen reportero URA3 en la cepa parental CGM160 vy las
mutantes derivadas.

La insercion del gen URA3 entre EPA4 y el teldbmero en la cepa CGM160 esta
silenciada y este silenciamiento depende de las proteinas Sir2p, Sir3p, Sir4p,
Rif1lp, Ku70p y Ku80p, como se observa en el medio 5-FOA. Al realizar
mutaciones nulas en los genes que codifican para estas proteinas las cepas no
pueden crecer en 5-FOA, pues la ausencia de éstas tiene como resultado la
expresion del gen URA3. La expresion del gen reportero no depende de Hst1p ni

de Hst2p, pues en las cepas hst1A y hst2A no se ve afectado el crecimiento.
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V. DISCUSION

Candida glabrata es un hongo patégeno oportunista que se adhiere con avidez a
células epiteliales humanas cultivadas in vitro, interaccion que depende de la
adhesina Epalp (Cormack et al.,, 1999). EI genoma de C. glabrata contiene
multiples paralogos del gen EPA1 que se localizan en regiones subteloméricas.
Esta ubicacion tiene como consecuencia que la mayoria de estos genes se
encuentren bajo silenciamiento subtelomérico. Se ha demostrado que los genes
EPA1, EPA6 y EPA7 son adhesinas importantes para la virulencia. En trabajos
anteriores se ha analizado la estructura de la cromatina en las regiones donde se
encuentran los genes EPA71-7. Se ha determinado que estas regiones se
encuentran silenciadas y que las proteinas Sir3p, Rif1p y Rap1p participan en esta

represion (Castano et al., 2005; De Las Penas et al., 2003).

El presente trabajo es un analisis sistematico de la estructura de la cromatina en
las regiones donde se encuentran los genes EPA1-7 y se explora de qué manera
dependen estas regiones por las proteinas que intervienen en el silenciamiento.
Por primera vez, se analiza la participacion de las proteinas Sir2p, Sirdp, Ku70p,
Ku80p, Hst1p y Hst2p en la regulacion de la estructura de la cromatina en las
regiones donde se ubican los genes EPA17-7. Asi mismo, se les atribuye una
participacion a las proteinas Sir2p, Sirdp, Ku70p y Ku80p en la regulacion negativa
por silenciamiento de la region donde se localizan los genes EPA1-7. En resumen
(Tabla 2), se observo que las proteinas Sir2/3/4p son esenciales para mantener el
silenciamiento subtelomérico en las regiones donde se ubican los genes EPA1-7;
la estructura silenciosa depende en distinto grado de las proteinas Rif1p, Ku70p y
Ku80p; y las proteinas Hst1p y Hst2p no son reguladores principales en la
regulacion por silenciamiento en los loci EPA1-7 (Unicamente se observé un efecto
moderado en las cepas CGM147 hst1A, CGM147 hst2A y CGM158 hst1A). En el
analisis comparé las funciones de las proteinas Sir2/3/4p, Ku70/80p, Hst1/2p y
Rif1p en C. glabrata con los ortélogos de S. cerevisiae, debido a que estas dos

especies estan muy relacionadas filogenéticamente y comparten sintenia entre sus
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genes; es decir, la localizacion de los genes esta conservada en posiciones
equivalentes entre las dos especies. Ademas, C. glabrata tiene homologos en S.
cerevisiae de esencialmente todos los genes implicados en silenciamiento

transcripcional (excepto SIR1y RIF2).

Tabla 2. Resumen del grado de dependencia de la estructura silenciosa de la cromatina en las
regiones donde se ubican los genes EPA1-7 por las proteinas que intervienen en silenciamiento.
Los resultados obtenidos se clasificaron en términos de una regulacion fuerte (+), moderada (+/-) o
nula (-). La regulacién fuerte se refiere a que el total o la mayoria de las células expresan el gen
reportero URA3, y por lo tanto no crecen en un medio con 5-FOA; el término de regulacién
moderada se refiere a que la ausencia de la proteina no elimina completamente el silenciamiento y
esto se observa porque una porcién elevada de células aun pueden crecer en un medio con 5-
FOA, y por lo tanto estan silenciadas; y regulacion nula significa que la proteina no participa en la
regulacion de la regién indicada. La cepa CGM146 esta transcripcionalmente activa, y por lo tanto
no esta regulada por las proteinas analizadas [No aplica (NA)].

Cepa locus entre: Sir2/3/4p Riflp Ku70/80p | Hstlp Hst2p
CGM146 ISC1y HYR1 NA NA NA NA NA
CGM147 EPA1y EPA2 + + - +/- +/-
CGM148 EPA2y EPA3 + +/- +/- - -
CGM149 | EPA3y Teldmero + + +/- - -
CGM158 PET56 y EPA5 + + + +/- -
CGM159 EPA5y EPA4 + + + - -
CGM160 | EPA4y Teldmero + + + - -
CGM118 | EPA6y Telomero + + + - -
CGM121 | EPA7 y Teldmero + +/- + - -
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Sir2p, Sir3p y Sirdp regulan fuertemente la estructura de la cromatina de
todas las regiones analizadas cercanas a los genes EPA1-7

En C. glabrata se observo que todas las cepas sir2A, sir3A 'y sir4A no crecen en el
medio con 5-FOA, debido a la expresion del gen reportero URA3 como
consecuencia de la pérdida de silenciamiento en estas cepas; es decir, la
ausencia de las proteinas Sir2p, Sir3p y Sirdp elimina completamente el
silenciamiento en todas las regiones analizadas. Estos resultados son lo que
esperabamos, debido a que las proteinas Sir2/3/4p, en S. cerevisiae son
componentes estructurales clave y esenciales para mantener el silenciamiento de
la cromatina y sus funciones estan muy conservadas desde procariontes hasta
eucariontes superiores (Blander and Guarente, 2004; Rusche et al., 2003). Este
analisis sugiere que el mecanismo de silenciamiento subtelomérico es similar a lo
que sucede en S. cerevisiae. Las proteinas Sir2p, Sir3p y Sirdp son esenciales
para mantener la estructura de la cromatina silenciada, en las regiones donde se
encuentran los genes EPA1-7 en C. glabrata. Al igual que en S. cerevisiae, la
ausencia de S/IR2 no se compensa por la presencia de sus genes homodlogos
HST1-4 (Brachmann et al., 1995).

Regulacion diferencial en la estructura de la cromatina donde se encuentran
los genes EPA1-7

En este trabajo demostramos que la estructura silenciosa de la cromatina donde
se ubican los genes EPA1-7 depende en distinto grado de las proteinas Rif1p,
Ku70p y Ku80p, involucradas en silenciamiento.

Las proteinas Rif1p

En el teldbmero donde se encuentra EPA1, Rif1p regula fuertemente las regiones

entre EPA3 y el telomero y entre los genes EPA1y EPA2 (rif1A Figuras 12 y 14,
pag. 32 y 34); sin embargo, la region entre EPA2 y EPA3 se regula
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moderadamente por Rif1p (rifiA Figura 13, pag. 33). Probablemente la proteina
Rif1p se ensambla como parte de la estructura represiva de la cromatina desde el
telomero (donde se une a Rap1p), y la dependencia de la cromatina silenciosa por
Rif1p (una vez que se ha establecido), disminuye al alejarse del telobmero. La
regulacion fuerte por Rif1p en la region inter génica entre EPA1y EPA2 se puede
deber a que en esta region se recluta a Rif1p ya sea directamente o mediante
Rap1p, como sucede en los loci HML y HMR (Buck and Shore, 1995). Datos de
nuestro laboratorio indican que esta region se encuentra un elemento en cis que
regula negativamente la expresion de EPAT (V. Gallegos y A. De las Pefas, datos
no publicados), y que recluta a Rif1p, aunado a esto podria haber un silenciador

adicional en cis que reclute esta proteina.

Rif1p regula fuertemente los loci de los genes EPA4/5 y EPA6 y moderadamente
la region 3° UTR de EPA7. Es de notar la diferencia que existe en el grado de
regulacion entre las regiones de EPA6 y EPA7 ya que estos genes son
esencialmente idénticos (94% de identidad a lo largo de la regidon codificante y
97% en las regiones 5 y 3’ que lo flanquean). La regulacién diferencial de la
expresion los genes EPA6 y EPA7 se ha demostrado con anterioridad mediante
ensayos de proteccion a la nucleasa S1, donde se observa que la expresion de
EPAG6 en una cepa mutante rifiA es mayor que la de EPA7 (Figura 6, pag. 16)
(Castano et al., 2005). Los resultados de estos analisis son comparables con los
analisis de la estructura de la cromatina realizados en este trabajo, en los que se
observa de manera similar que el locus EPA6 depende en un grado mucho mayor
de Rif1p, comparado con la regién 3° UTR del gen EPAY (rifi1A Figuras 9 y 10,
pag. 29 y 30).

La regulacion por Rif1p es diferente entre C. glabrata y S. cerevisiae

En C. glabrata y S. cerevisiae, si bien en ambos microorganismos Rif1p regula

negativamente la longitud de los telémeros, (Castano et al., 2005; Wotton and
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Shore, 1997) el papel de Rif1p en la regulacién por silenciamiento de las regiones

analizadas es distinta.

En S. cerevisiae, Rif1p actia como un regulador negativo del silenciamiento, al
unirse a Rap1p e impedir la interaccion entre el complejo Sir3p/Sir4p con Rap1p.
En una cepa riflA, ademas de que se incrementa la longitud de los telémeros,
Rap1p recluta mas eficientemente al complejo Sir3/4p (Hediger et al., 2002).
Como consecuencia de la mutaciéon, se incrementa el silenciamiento de genes
reporteros insertados adyacentes al teldmero y se pierde el silenciamiento en los
loci HMR y HML (Wotton and Shore, 1997). Estos resultados sugieren un modelo
en cual, en una cepa rif1A, los teldomeros alargados titulan las proteinas Sir2/3/4p
de otros sitios cromosomales, reduciendo el silenciamiento en los /oci secundarios
de apareamiento, e incrementando el silenciamiento de genes reporteros
insertados adyacente al teldmero (debido a un aumento local de las proteinas
Sir2/3/4p). En C. glabrata hemos observado un fenotipo diferente, aunque también
se incrementa la longitud de los teldmeros en cepas rifiIA (Castano et al., 2005),
se desreprimen los genes URA3 reporteros que insertamos cerca de los telédmeros
(analogo a la desrepresion de los loci HMR y HML). La diferencia en la regulacién
se puede deber a que los genes RIF1 en las dos levaduras no son muy parecidos,
son 22% idénticos y 18% similares, aunque comparten sintenia (Castano et al.,
2005). Este porcentaje bajo de homologia no compromete a las dos proteinas a
tener la misma funcién; si bien, el plegamiento de la proteina seria similar. Con los
analisis de este trabajo no podemos distinguir si la desrepresion de las regiones
subteloméricas de los genes EPA en la mutantes rif1A se debe a que Rif1p juega
un papel directamente como regulador positivo (lo que implicaria que Rifip
participa en el establecimiento o mantenimiento de la cromatina silenciosa), o
indirectamente, por ejemplo, por titulacion de las proteinas Sir2/3/4p a los
telomeros alargados, y en este caso habria que proponer que el complejo
represivo de proteinas Sir2/3/4p, Rap1p y Riflp no se extenderia hacia las

regiones subteloméricas analizadas.
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Las proteinas Ku70/80p

En las mutantes hdfiA y hdf2A en C. glabrata se pierde el silenciamiento
completamente en las regiones donde se encuentran los genes EPA4/EPAS,
EPAG6, y EPAY. Este fenotipo es igual al de las cepas hdffA y hdf2A en S.
cerevisiae (Hediger et al., 2002). Las proteinas Ku70p y Ku80p en C. glabrata
juegan un papel como reguladores positivos del silenciamiento, probablemente
similar a las proteinas Ku ortdlogas en S. cerevisiae, que se unen a los extremos
del teldmero y favorecen la interaccion entre el complejo Sir3p/Sirdp con Rap1p.
Sin embargo, en el telémero donde se encuentra EPA1, a lo largo de todas las
regiones analizadas, la mayoria de las células pueden crecer en 5-FOA como lo
hace la cepa parental, lo que indica que las proteinas Ku70/Ku80p no se requieren
de manera importante en el silenciamiento de estas regiones. Este resultado es
novedoso pues es el primero en donde se observa que un teldmero no depende

completamente de Ku70p/Ku80p.

En conjunto estos datos indican que al igual que la regulacion por Rif1p, la
regulacion por las proteinas Ku70p y Ku80p es diferencial para las regiones
subteloméricas donde se encuentran los genes EPA. Datos de nuestro laboratorio
(V. Gallegos y A. De las Penas, datos no publicados) indican que las proteinas
Ku70p y Ku80p se reclutan hacia un elemento en cis, que se encuentra entre el
gen EPA1 y EPA2, y regulan la expresion de EPA1. En C. glabrata las cepas
hdf1A 'y hdf2A tienen el mismo fenotipo, o que indica que probablemente, al igual
que en S. cerevisiae, las proteinas Ku70p y Ku80p codificadas por estos genes,
respectivamente, actuen como heterodimeros, ya que la ausencia de uno de los
genes no se compensa por el otro (fenotipo que observamos en las regiones

analizadas aledafnas a los genes EPA4-7).
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Hstlp y Hst2p no juegan un papel principal en la regulacién de los loci de los
genes EPA1-7

En general, las cepas hst1A y hst2A no mostraron ningun fenotipo en las regiones
analizadas en el medio con 5-FOA. Ademas, se observd que estos genes no
compensan la ausencia de SIR2. Estos resultados indican que Hst1p y Hst2p no
juegan un papel principal en la regulacidon por silenciamiento de la cromatina en

las regiones cercanas a los genes EPA1-7.

Las unicas regiones que pudieran estar reguladas negativamente por las proteinas
Hst analizadas son: 1) la region entre EPA1y EPA2 (CGM147 hst1A y CGM147
hst2A Figura 12, pag. 32), donde se observa un efecto moderado en el crecimiento
en 5-FOA al eliminar los genes HST1 y HST2, y 2) la regién que se encuentra
entre los genes PET56 y EPA5 (CGM158 hst1A Figura 15, pag. 35). En un analisis
que realizamos, donde se incubaron por 8 dias indculos de todas las cepas hst1A
citadas en este trabajo observamos que al cuarto y octavo dia de incubacién en
las cepas CGM147 hst1A y CGM158 hst1A, una porcidon menor (que el primer dia)
de células crece en el medio con 5-FOA. Esto indica que el gen reportero URA3 se
esta expresando en la mayoria de las células en los dias 4 y 8, probablemente
porque Hst1p es necesario para mantener el silenciamiento de estas regiones,
aunque solamente en tiempos prolongados de incubacién (Figura 20, en anexos).
Es posible que Hst1p sea reclutado a estas regiones por un mecanismo
independiente del silenciamiento subtelomérico, ya que en particular estas dos
regiones son las mas alejadas del teléomero (a mas de 20 kb); sin embargo el
silenciamiento que se observa sigue dependiendo fuertemente de las proteinas
Sir2/3/4p y Rif1p.

Un fenotipo que notamos en todas las mutantes hst1A (ya sea en las cepas
parentales o en una cepa silvestre) es que estas cepas crecen mas lento. Este
fenotipo se puede observar en el medio con YPD (cepas hst1A Figuras 9-17, pag.

29-37). Esta caracteristica no se ha observado en una cepa mutante hst1A en S.
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cerevisiae. Aun no hemos investigado con detalle qué genes se regulan por Hst1p
en C. glabrata que pudieran explicar el fenotipo de crecimiento lento de esta cepa.
Se ha identificado mediante un experimento de microarreglo con la cepa hst1A (B.
Cormack y B. Ma, datos no publicados), que en la cepa hst1A se afecta la
expresion de permeasas de aminoacidos. Este dato se puede relacionar con que
se sabe que el extracto de levadura (componente esencial en el medio YPD) es
limitante en algunos aminoacidos como glutamina y adenina. Hst1p podria

controlar bombas de estos aminoacidos.

¢Por qué se regulan diferencialmente los genes EPA?

Nuestros analisis muestran que las regiones donde se ubican los genes EPA son
sensibles de manera diferencial a la pérdida de un componente particular de la
maquinaria de silenciamiento. La regulacion diferencial de estas regiones, podria
implicar que los mismos genes EPA se regulan diferencialmente también. Este tipo
de regulacion indica que existe un sistema regulatorio complejo que controla la
expresion individual de los miembros de la familia EPA. Puede ser que los genes
respondan de manera diferente a sefales particulares en el ambiente (Castano et
al., 2005).

Aunque las regiones analizadas con el gen reportero URA3 se regulen
diferencialmente, no necesariamente indica que los genes EPA que se encuentran
cercanos respondan de igual forma a las proteinas regulatorias que participan en
silenciamiento, o bien que necesariamente se expresen si se elimina alguna de
estas proteinas. Por ejemplo, en la Figura 6 pag. 16, se observa que ni EPA2 ni
EPA3 se expresan en la cepa sir3A, a pesar de que el gen reportero URAS3
insertado entre EPA2 y EPA3 y entre EPA3 y el telomero, se expresan
completamente en la cepa sirBA (Figuras 13 y 14, pag. 33 y 34). El andlisis
descrito en este trabajo nos indica cual es el estado transcripcional de la cromatina
en estas regiones subteloméricas, pero probablemente se requieran factores

adicionales de control para la regulacion de algunos de los genes EPA, que
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posiblemente sean diferentes para cada uno. En general, se ha visto que los
genes involucrados en adhesion no se expresan constitutivamente y que estan
bajo control transcripcional por varias vias regulatorias; por ejemplo los genes FLO
en S. cerevisiae y los genes ALS en C. albicans. Los genes involucrados en
adhesion son activados por diversos cambios en el ambiente, como por ejemplo,
inanicion por carbono o nitrégeno, cambios en el pH o en los niveles de etanol.
Los cambios entre no adherencia y adherencia probablemente se deben la

necesidad de adaptarse al estrés (Verstrepen and Klis, 2006).

Proteinas de superficie codificadas en regiones subteloméricas en otros

organismos

Otros patégenos de humanos, ademas de C. glabrata, también codifican para
familias grandes de glicoproteinas de superficie organizadas en grupos
subteloméricos que funcionan en adhesion y variacion antigénica. Muchos de los
genes var en Plasmodium falciparum, que codifican variantes de adhesinas de
superficie, estan silenciados y organizados en grupos localizados en regiones
subtelomeéricas; analisis realizados indican que el silenciamiento de estas regiones
depende de Sir2 (Merrick and Duraisingh, 2006), regulacion que se compara con
los genes EPA en C. glabrata. El parasito Tripanosoma brucei contiene
aproximadamente 1000 genes que codifican para variantes de proteinas de
superficie, proceso que requiere el mantenimiento de cientos de genes vsg en
estado silencioso. Al igual que en C. glabrata, unicamente se expresa un solo gen
y los otros permanecen silenciados. Algunos de estos genes vsg estan localizados
adyacentes a los teléomeros. La proteina Sir2rp1 (una de las tres proteinas en T.
brucei relacionadas con Sir2 de S. cerevisiae) se requiere para el silenciamiento
de genes teloméricos, pero no para la variacion antigénica (Alsford et al., 2007).
En este microorganismo el papel de Ku70/Ku80p se ha analizado; sin embargo no
regula las regiones donde se ubican los genes vsg (Barry et al., 2003). En S.
cerevisiae los genes FLO codifican para adhesinas, cuatro de los cinco genes se

encuentran en regiones subteloméricas. Se sabe que FLO7171 (no subtelomérico)
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esta regulado por las proteinas Sfl1p y Flo8p y por la desacetilasa de histonas
Hda1p. FLO10 también se regula por las mismas proteinas excepto que esta
regulada por otras desacetilasas (Hst1p y Hst2p), por Ku70/80p y por Sir3p.
(Halme et al., 2004). Esta situacién es parecida a lo que se observa en C.
glabrata, donde vemos que los loci de los genes EPA1-7 se regulan de manera
especifica y no todos dependen de todas las proteinas de implicadas en

silenciamiento.

Perspectivas

Para completar el analisis de la estructura de la cromatina donde se ubican los

genes EPA1-7, propongo que se realicen los siguientes experimentos.

1) Construccion de dobles mutantes. Para tratar de entender el funcionamiento de
la maquinaria de silenciamiento en estas regiones, seria necesario construir
dobles mutantes. a) La doble mutante hdf1A hdf2A seria necesaria sobre todo en
el locus de EPA1, donde el efecto de las mutantes individuales es muy moderado,
ésta doble mutante descartaria la posibilidad de que cada uno de estos genes
compensen la ausencia del otro en esta region. b) La doble mutante rif1A hdf1A en
S. cerevisiae restaura la pérdida de silenciamiento en hdf1A, seria necesario
examinar ésta doble mutante en C. glabrata para analizar el papel de Rif1p como
regulador. c) Incluir en el analisis las mutantes sencillas y dobles de los genes
HST3 y HST4, para descartar la posibilidad de que las proteinas Hst regulen la

estructura de la cromatina en estas regiones.

2) Analisis por medio de inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP). Propongo
que se realicen experimentos de ChIP para comprobar in situ tanto las
interacciones de los complejos de proteinas (qQue proponemos juegan un papel en
la regulacién de la estructura de la cromatina en los loci EPA1-7) con el ADN,

como para identificar la distancia hasta la que se extiende el silenciamiento a partir
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del teléomero. Para comprobar interacciones entre las proteinas se podria utilizar la

técnica de dos hibridos.

3) Ensayos por medio de la técnica Trascripcidn Reversa-Reaccion en Cadena de
la Polimerasa (RT-PCR, por sus siglas en inglés). Para analizar la expresion de los
genes EPA en si, que puede ser diferente de la regulacion de las regiones
analizadas en este trabajo ya que pueden estar regulados por otras proteinas
ademas de las proteinas de la maquinaria de silenciamiento, propongo determinar
la expresién de los genes EPA1-7, en cepas silvestres con mutaciones en los
genes SIR2/3/4, RIF1, HDF1/2,y HST1/2.
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V. CONCLUSIONES

e Las proteinas Sir2p, Sir3p y Sirdp son esenciales para mantener la estructura

represiva de la cromatina, en las regiones donde se encuentran los genes EPA1-7.

e Las proteinas Riflp y Ku70/80p regulan diferencialmente la estructura de la

cromatina en las regiones subteloméricas de los genes EPA1-7.

e Hst1p y Hst2p, en general, no juegan un papel principal en la regulacion de la

cromatina que flanquea a los genes EPA1-7.

¢ Al parecer, la regulacion por Rif1p es diferente entre C. glabrata 'y S. cerevisiae.
Sin embargo, las proteinas Sir2p, Sir3p, Sirdp, Ku70p y Ku80p parecen jugar
papeles similares en ambas especies en el silenciamiento de la cromatina en

regiones subteloméricas.
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VII. ANEXOS

Tabla 3. Descripcion genotipica y fenotipica de las cepas parentales.
Cada cepa contiene una insercion del gen reportero URAS.

Transposones
Transposon GENOTIPO RELEVANTE BIBLIOGRAFIA
Tn903 Tn903 npt (Neo® G418%) (Cormack and Falkow, 1999)
Tn7 Tn7 R6Ky ori URA3 npt (Km"®) (Castano et al., 2003)
Cepas de Candida glabrata
CEPA GENOTIPO RELEVANTE FENOTIPO | BIBLOGRAFIA
CGMI wra3A::Tn903 G418* Ura égf;xcf;‘;g‘;
CGM118 ura3A::Tn903 G418%
Tn7 en la region intergénica entre EPA6 y el Ura’ (Castano et al.,
telomero. (pSP121/EcoRI) 2005)
CGM121 ura3A:Tn903 G418*
Tn7 en la region intergénica entre EPA7 y el Ura’ (Castano et al.,
telomero. (pIC44/Kpnl-Bcgl) 2005)
CGM146 ura3A::Tn903 G418%
Tn7 en la region intergénica entre ISCI1 y HYRI Ura® (De Las Penas et
(PAP540/Bcgl) - al., 2003)
CGM147 ura3A::Tn903 G418®
Tn7 en la region intergénica entre EPAI 'y Ura® (De Las Penas et
EPA2 (pAP508/Spel-Bcgl) al., 2003)
CGM148 ura3A::Tn903 G418®
Tn7 en la region intergénica entre EPA2 'y Ura® (De Las Penas et
EPA3 (pAP559/BsrG-Sphl) al., 2003)
CGM149 ura3A::Tn903 G418%
Tn7 en la region intergénica entre EPA3 y el Ura’ (De Las Penas et
telomero. (pAP553/Pstl-EcoRI) al., 2003)
CGM158 ura3A::Tn903 G418%
Tn7 en la region intergénica entre PET56'y Ura (De Las Penas et
EPAS. (pAP541/Bcgl) al., 2003)
CGM159 ura3A::Tn903 G418%
Tn7 en la region intergénica entre EPAS y Ura: (De Las Penas et
EPA4n(pAP534/Bcgl) al., 2003)
CGM160 ura3A::Tn903 G418%
Tn7 en la region intergénica entre EPA4 y el Ura (De Las Penas et
telomero. (pAP471/ApaLl-Xbal) al., 2003)
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Tabla 4. Descripcion de todas las cepas analizadas. La tabla esta organizada en 9
secciones, en cada seccion se encuentran las cepas mutantes provenientes de la
misma cepa parental.

INSERCIONES DEL

N° CEPA GENOTIPO RELEVANTE GEN URA3
CGM118
ura3A::Tn903 G418R URA3
Tn7 en la region intergénica entre EPA6 y el EPAs g TEL
1 |CGMI118 telomero (pSP121/EcoR])

2 |CGM219 |CGM118 sir2A::hph (pAP596/Sacl-Kpnl)
CGM118 sir3A::hph (pIC120/Kpnl-Hpal+T4
3 | CGM299 |DNA polimerasa) "

4 |CGM221 |CGM118 sirdA::hph (pAP598/Bsgl) "

5 |CGM278 | CGM118 rifIA::hph (pSP166/Bsgl) "

6 | CGM225 |CGM118 hdfIA::hph (pAP611/Bcgl) "

7 |CGM227 |CGM118 hdf2A::hph (pAP612/Bcgl) "

8 |CGM320 |CGM118 hstiA::hph (pAP628/BseRI-Bglll) "

9 |CGM231 |CGM118 hst2A::hph (pAP633/Bsgl-Sacl) "

CGM121

ura3A::Tn903 G418R

Tn7 en la region intergénica entre EPA7 y el EPA7 z TEL
10 |CGM121 telomero (pIC44/Kpnl-Bcegl)

11 |CGM248 |CGMI121 sir2A::hph (pAP596/Sacl-Kpnl) "
CGM121 sir3A::hph (pIC120/Kpnl-Hpal+T4 DNA
12 |CGM301 |polimerasa) "

13 |CGM250 | CGMI21 sir4A::hph (pAP598/Bsgl) "

14 |CGM268 |CGMI21 rifIA::hph (pSP166/Bsgl) "

15 |CGM275 |CGMI21 hdfIA::hph (pAP611/Bcgl) "

16 |CGM276 |CGMI121 hdf2A::hph (pAP612/Bcgl) "

17 |CGM321 |CGMI121 hstiA::hph (pAP628/BseRI-Bglll-Stul) "

18 |CGM273 |CGMI121 hst2A::hph (pAP633/Bsgl-Sacl) "

CGM146
ura3A::Tn903 G418R s
Tn7 en la region intergénica entre ISC1y HYRI | \/LeaL £pa2 EPAS ITE-L
19 |CGM146 (pAP540/Bcgl)
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20

CGM233

CGM146 sir2A::hph (pAP596/Sacl-Kpnl)

21

CGM280

CGM 146 sir3A::hph (pIC120/Kpnl-Hpal+T4 DNA

polimerasa)

22

CGM234

CGM146 sir4A.:hph (pAP598/Bsgl)

23

CGM176

CGM 146 rifIA::hph (pSP166/Bsgl)

24

CGM236

CGM146 hdfIA::hph (pAP611/Bcgl)

25

CGM237

CGM146 hdf2A::hph (pAP612/Bcgl)

26

CGM332

CGM146 hstiA::hph (pAP628/BseRI-BgllI-Stul)

27

CGM235

CGM146 hst2A::hph (pAP633/Bsgl-Sacl)

CGM147

28

CGM147

ura3A::Tn903 G418R
Tn7 en la region intergénica entre EPAIl y EPA2
(pAP508/Spel-Bcgl)

URA3

EPAIV EPA2  EP43 TEL
[ 1V ] 1] m

29

CGM238

CGM 147 sir2A::hph (pAP596/Sacl-Kpnl)

30

CGM282

CGM147 sir3A::hph (pIC120/Kpnl-Hpal+T4
DNA polimerasa)

31

CGM239

CGM147 sir4A::hph (pAP598/Bsgl)

32

CGM192

CGM147 rifIA::hph (pSP166/Bsgl)

33

CGM241

CGM147 hdflA::hph (pAP611/Bcgl)

34

CGM342

CGM 147 hdf2A::hph (pAP612/Bcgl)

35

CGM334

CGM147 hstIA::hph (pAP628/BseRI-Bgll1-Stul)

36

CGM240

CGM147 hst2A::hph (pAP633/Bsgl-Sacl)

CGM148

37

CGM148

ura3A::Tn903 G418R
Tn7 en la region intergénica entre EPA2 y EPA3
(pAP559/BsrG-Sphl)

EPAI

URA3

EPA2 VEPA3 TEL
1 1\ [ |

38

CGM243

CGM 148 sir2A::hph (pAP596/Sacl-Kpnl)

39

CGM287

CGM 148 sir3A::hph (pIC120/Kpnl-Hpal+T4 DNA

polimerasa)

40

CGM244

CGM 148 sir4A::hph (pAP598/Bsgl)

41

CGM19%4

CGM 148 rifIA::hph (pSP166/Bsgl)

42

CGM246

CGM 148 hdfIA::hph (pAP611/Bcgl)
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43

CGM247

CGM 148 hdf2A::hph (pAP612/Begl)

44

CGM338

CGM148 hstIA::hph (pAP628/BseRI-Bgll1-Stul)

45

CGM245

CGM 148 hst2A::hph (pAP633/Bsgl-Sacl)

CGM149

46

CGM149

ura3A::'Tn903 G418R

Tn7 en la region intergénica entre EPA3 y el
telomero (pAP553/Pstl-EcoRI)

URA3

EPAl  EPA2  EPA3 TEL
1 I | Q |

47

CGM252

CGM149 sir2A::hph (pAP596/Sacl-Kpnl)

48

CGM289

CGM149 sir3A::hph (pIC120/Kpnl-Hpal+T4
DNA polimerasa)

49

CGM340

CGM149 sir4A: :hph (pAP598/Bsgl)

50

CGM200

CGM149 rifIA::hph (pSP166/Bsgl)

51

CGM254

CGM149 hdfIA.: :hph (pAP611/Bcgl)

52

CGM255

CGM149 hdf2A::hph (pAP612/Bcgl)

53

CGM329

CGM149 hstiA::hph (pAP628/BseRI-Bgll1-Stul)

54

CGM253

CGM149 hst2A::hph (pAP633/Bsgl-Sacl)

GM158

55

CGM158

ura3A::Tn903 G418R
Tn7 en la region intergénica entre PET56 'y EPAS
(pAP541/Bcgl)

URA3

v EPAS EPA4 TEL
1

56

CGM325

CGM158 sir2A::hph (pAP596/Sacl-Kpnl)

57

CGM291

CGM158 sir3A::hph (pIC120/Kpnl-Hpal+T4
DNA polimerasa)

58

CGM256

CGM158 sirdA::hph (pAP598/Bsgl)

59

CGM203

CGMI58 riflA::hph (pSP166/Bsgl)

60

CGM258

CGM158 hdfIA::hph (pAP611/Bcgl)

61

CGM259

CGM158 hdf2A::hph (pAP612/Bcgl)

62

CGM330

CGM158 hstiA::hph (pAP628/BseRI-BgllI-Stul)

63

CGM257

CGM158 hst2A::hph (pAP633/Bsgl-Sacl)

CGM159

64

CGM159

ura3A::'Tn903 G418R
Tn7 en la region intergénica entre EPAS y EPA4
(pAP534/Bcgl)

URA3

EPAS v EP44  TEL
[ 1\ I |
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65 | CGM260 | CGM159 sir2A::hph (pAP596/Sacl-Kpnl) "

CGM159 sir3A::hph (pIC120/Kpnl-Hpal+T4
66 |CGM293 | DNA polimerasa) "

67 | CGM261 |CGM159 sirdA::hph (pAP598/Bsgl) "

68 |CGM223 | CGMI59 riflA::hph (pSP166/Bsgl) "

69 | CGM263 | CGMI159 hdfIA::hph (pAP611/Bcgl) "

70 | CGM264 | CGMI159 hdf2A::hph (pAP612/Bcgl) "

71 |CGM336 |CGM159 hstiA::hph (pAP628/BseR1-BgllI-Stul) "

72 |CGM262 | CGM159 hst2A::hph (pAP633/Bsgl-Sacl) "

CGM160
ura3A::Tn903 G418R
Tn7 en la region intergénica entre EPA4 y el ppas Epad CSTEL
73 |CGM160 telomero (pAP471/Apall-Xbal) -

74 |CGM177 | CGMI60 sir2A::hph (pAP596/Sacl-Kpnl) "

CGM160 sir3A::hph (pIC120/Kpnl-Hpal+T4
75 |CGM303 | DNA polimerasa) "

76 | CGM196 | CGM160 sirdA::hph (pAP598/Bsgl) "

77 |CGM270 | CGMI160 riflA::hph (pSP166/Bsgl) "

78 |CGMI182 |CGMI60 hdfIA::hph (pAP611/Bcgl) "

79 | CGM204 |CGMI60 hdf2A::hph (pAP612/Bcgl) "

80 |CGM319 |CGM160 hstiA::hph (pAP628/BseR1-BgllI-Stul) "

81 |CGM216 |CGM160 Ast2A::hph (pAP633/Bsgl-Sacl) "
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Tabla 5. Plasmidos para construir las mutaciones.

PLASMIDO

GENOTIPO RELEVANTE

ENZIMAS DE
RESTRICCON
PARA LIBERAR
EL FRAGMENTO

REFERENCIA

Vectores de

clonacioén

pRS306

Vector de clonacion,
integrativo. URAS3, ApR.

(Sikorski and
Hieter, 1989)

pYlplac211

Vector de clonacion,
integrativo. URAS3, ApR.

(Gietz and
Sugino, 1988)

pAP573

Fragmento de 2.012 kb con
extremos Kpnl/Sacl, tratado
con T4pol, Ppgks::hph::3'UTR
is3 confiere resistencia a
higromicina, clonado en
pRS306 diRgerido con Smal.
URA3, Ap", Hyg".

(Kpnl/Sacl)

(Domergue et al.,
2005)

pAP585

Secuencia FRT (oligos
#2288/#2289) clonado en
pAP573 dLgerido con BamHI.
URA3, ApF, Hyg"

(Domergue et al.,
2005)

pAP599

Secuencia FRT (oligos
#2290/#2291) clonado en
pAP585 diFgerido con Hindlll.
URA3, Ap", HygR

BamHI-Hindlll

(Domergue et al.,
2005)

Plasmidos p

ara construir deleciones

pAP596
Sir2A::hph

pAP573 con los extremos de
SIR2, 5" de 0.581 kb
(Sacl/BamHI-oligos
#22050/#2251) y 3" de 0.816 kb
(HindIll/Kpnl- oligos
#2252/#2253) URA3, Ap®, Hyg"

Sacl-Kpnl

(Domergue et al.,
2005)

plC39
vector para
Sir3A::hph

Extremos de SIR3, 5" de 0.551
kb (Kpnl/BamH l-oligos
#1906/#1907) y 3" de 0.978 kb
(BamHI/Sacl-oligos
#1899/#1900). Clonados en
pRS306 digerido con
Kpnl/Sacl. URA3, Ap~, Hyg".

(De Las Penas et
al., 2003)

plC120
Sir3A::hph

Fragmento con extremos
BamHI-Hindlll y tratado con
T4p0|, PPGK1::hph::3’UTR HIS3
flanqueada por sitios FRT.
Clonado en pIC39 digerido con
BamH)| y tratado con T4pol.
URAS3, Hyg", Ap".

Kpnl-Hpal+T4 DNA
polimerasa*

Este trabajo

pAP598
SirdA::hph

pAPS573 con los extremos de
SIR4, 5" de 0.904 kb
(Kpnl+Bsgl/Hindlll-oligos
#2280/#2281) y 3" de 0.894 kb
(BamHl|l/Sacl+Bsgl-oligos #
2283-#2284).

URA3, Ap", Hyg"

Bsgl

Coleccion de
laboratorio
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pSP165
vector para
rif1A::hph

pYlplac211 con extremos de
RIF1, 5°de 0.934 kb
(Hindlll/Xhol-oligos
#2051/#2059) y 3" de 0.884 kb
(Xho/Xma-oligos #1952#2050).
URA3, Ap®.

Coleccion de
laboratorio

pSP166
rif1A::hph

Fragmento Ppgkys::hph::3"UTR
miszde 2.012 kb con extremos
Sacl Kpnl y tratado con T4pol,
clonado en pSP165 digerido
con Xhol tratado con T4por.

Bsgl

Coleccion de
laboratorio

pAP611
hdf1A::hph

(Ku70p)

pAP573 con los extremos de
HDF1,5 de 0.816 kb
(Kpnl+Bcgl/Hindlll-oligos
#2238/#2239) y 3" de 0.836 kb
(Bglll/Sacl+Bcgl-oligos
#2240/#2241)
URA3, Ap®, Hyg"

Bcegl

Coleccion de
laboratorio

pAP612
hdf2A::hph

(Ku80p)

pAP573 con los extremos de
HDF2, 5" de 0.958 kb
(Kpnl+Bcgl/Hindlll-oligos
#2244/#2245)y 3" de 0.815 kb
(Bglll/Sacl+Bcgl-oligos
#2246/#2247)
URAS3, Apk, Hyg"

Bcegl

Coleccion de
laboratorio

pAP628
hst1A::hph

pAP599 con los extremos de
HST1,5 de 0.922 kb
(Kpnl/Xhol-oligos #2274/#2275)
y 3'de 1.2 kb (Sacl/BamHI-
oli%os #2276/#2277). URAS,
Ap~, Hng.

BseRI/Bglll

(Domergue et al.,

2005)

pAP633
hst2A::hph

pAP599 con los extremos de
HST2, 5°de 1.0 kb (oligos
Kpnl+Bsgl/Sall #2256/#2257) y
3’de 0.9 kb (BamHI/Sacl+Bsgl-
oligos #2258/#2259)
URAS3, Apk, Hyg"

Bsgl/Sacl

(Domergue et al.,

2005)
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Tabla 6. Oligonucledtidos utilizados para comprobar las construcciones de cada
mutacion por medio de la técnica PCR. Y oligonucleétidos utilizados para la

construccion de plasmidos. (@=en la posicion indicada).

No

SECUENCIA

SITIOS DONDE
HIBRIDA

Oligos para comprobar las inserciones en cada extremo

#15 CGATAAGAGGCCACGTGCTTTATG PGK1-P Rev-out

# 16 AGAAATACGCACGAACACGATATAGAGG HIS3 Fw-out

# 2254 CAACCGCTGAAATTATTAGAGCCACG SIR2@ -1165 Fw
# 2255 TTGGGCAGAGGTGTTCAACTCTAGACC SIR2@ +982 Rev
# 54 GCAGCCACTGCACAAGAATC SIR3@ -943 Fw

# 55 AGGCAGCTCGCCAGAATCCCATTC SIR3@ +968 Rev
#2282 GCAGCTTACACTAAAGTCACGT SIRA@ -1004 Fw
# 2285 ACAACCAACTCAAACAAGTACCTACCG SIR4@ +1001Rev
#2055 GAGTACGAAGATTGAACATAATTA RIF1@ -925 Fw

# 56 GGGTCTGACAGCCATCAAGTTAC RIF1@ +946 Rev
#2242 AGCGAGGTACGAAGATATAGAACGC HDF1@ -1034 Fw
# 2243 CCCGTACTACAACTAACAATGCAGCT HDF1@ +971 Rev
# 2248 AGCCGCTGTATCGGGATCAAC HDF2@ -1148 Fw
#2249 CCGACAACAAGAACAGCACCCTTGG HDF2@ +988 Rev
#2278 GTCAAATCTTGACACAGGCAGTGGAG HST1@ -1080 Fw
# 88 AAGAGCTAAGAGAACTTTGTCCTCCGTC HST1@ +1306 Rev
# 2260 CCCACTTATTACATAATGGCTGTCTATC HST2@ -983 Fw

# 2261 GCAAGAGGAAAGGAGAAAAATACAGATAGA HST2@ +959 Rev

Oligos internos para comprobar la ausencia de cada gen

# 84 GAATGTCAAGGACGGGAAG SIR2 int@249 Fw
# 85 CAATAGACGAATGGTGAAC SIR2 int@546 Rv
# 108 GACCTGGAAGGATGGCAGATAATC SIR3 int@18 Fw

# 109 GGGCTTGAACTCCTTGTAGTAGTC SIRS int@323 Rv
# 86 TAGTGAACTAGTTAGTCCAATG SIR4 int@144 Fw
# 87 CGTAGTATCCTGTTCAAGC SIR4 int@464 Rv
#110 GGGAGTTATCGCACCCAGATATGC RIF int@305 Fw
#111 GACAAATTTACATTAGCCGCTATTGG RIF int@605 Rv

# 80 CGGAACATATGTTCGAGGTAC HDF1 int@141 Fw
# 81 GGAATGTTTAGTTTCTTATTCTGATC HDF1 int@443 Rv
# 82 GGAATGTTTAGTTTCTTATTCTGATC HDF2 int@134 Fw
#83 CGCGAGTCCAGCTCCTCG HDF2 int@430 Rv
#76 GAACCCAGAAAATGGAAAG HST1 int@210 Fw
#77 GATTAGTTTAACAGCCTC HST1 int@507 Rv
#78 GTTGGTGCAGGTATATCAAC HST2 int@67 Fw
#79 GCTTCTACCAGATAGTCATC HST2 int@376 Rv
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Oligos utilizados en la construcciéon de plasmidos

#2050 CGATATAGAGCTCTACTTACACGCATTCAG SIR2@-753 Sacl Fw

#2051 CGCGGATCCTCTAAAACACTATTGGTAAAAGCTC | SIR2Z@-172 BamH Rv

#2052 CCCAAGCTTTGGCTAGATATCTCCCCCAAAC SIR2@+1 Hind Fw

#2053 AGTGGGTACCAGACCTTCTATAGTGTTGATTG SIR2@-+820 Kpn Rv

#1906 GGGGTACCGGCCGTGGCCACGGCCTTG SIR3@-543 Kpn Fw

#1907 CGGGATCCATCCTCTTACTTAATCCGAAAC SIR3@ 2 BamH Rv

#1899 CGGGATCCAATCGTGTCTCACCG SIR3@ 3242 BamH Fw

#1900 CCGAGCTCCCAAATGCCCAAATGCCTAGTG SIR3@+948 Sacl Rv
CGGGGTACCTTGTGCAGATGTGCCGTAGTACCT

#2280 AAACTTGCCE SIR4@-904 Kpn Bsgl Fw

#9281 _IC_)CCAAGCTTTTTTTATTATGAGTACAACAGTAGGT SIR4@-1 Hind Rv

#0283 ?EE%GATCCTATTCTAACTTAATATATATGCCCTA SIR4@+1 BamH Fw
CAAGGAGCTCTTGTGCAGTACAGCAAATATCGAC

#2284 ATATTAAATTCACC SIR4@+901 Sacl Bsgl Rv

#2051 _IC_)XCAAAGCTTGAATGGCATCTGCTGTGCAGAGAAA RIF1@ -835 Hind Fw

#2059 ATCTTGCTCGAGTGGTCTTG RIF1@ 102 Xho Rv

#1952 Ll’-}éCCGACTCGAGATAGCCACTTACTGTTAAGAT RIF1@ 4992 Xho Fw

#2050 ¥é2‘l(':(éTTCTCCCGGGGCACCAGCAAAGATCGATG RIF@+871 XmalRv
CGGGGTACCTTCGACTTGGTTGCATACGAGCAT

#2238 | S TTTGOTEGGE HDF1@-813 Kpn Bcg Fw

#2239 CCCAAGCTTATTCGCTATTTTTCTATTCACAGAG HDF1@-1 Hind Rv

#2240 GGAAGATCTCCCACTTTCTTTTTTTGATAATTC HDF1@+1 Bgl Il Fw
CAAGGAGCTCCTTCGATTTGGTTGCTATGAAAGA

#2241 ACCAGACAGTG HDF1@+831 Sacl Bcg Rv
CGGGGTACCTTCGACTACGATGCCATGCTCTCG

#2244 | LA CTACCEE HDF2@-1058 Kpn Bcg Fw

#2245 CCCAAGCTTAGCCTTTTTCTATGTAGACGC HDF2@-101Hind Rv

#9246 gg,_l’-}gAGATCTCAGGTCGTATATATATCATTCTATA HDF2@+1 Bgl Il Fw
CAAGGAGCTCCTTCGAGTTGGTTGCGATTCTATT

#2247 TGGGACATTAGATGAG HDF2@+825 Sacl Bcg Rv

#0974 ggGGGTACCGCTAGCGAAGGAGACAGGCACAAT HST1@-979 Kpn Fw

4975 gpc';(éCTCGAGCTGTCATCTCACCTACAGATATCC HST1@-1 Xho Rv

#2976 8AAGGAGCTCTCCTTGTTCGAAGGTGAAGACTTC HST1@+1251Sacl Rv

#9277 g_(r;_l%‘;GATCCACCGCTCATTTGTTTTTATAATAGAT HST1@+1 BamH Fw
CCGGGTACCTTGTGCAGCAAGATGATAAAAGTC

#2256 CAGAACATTTC HST2@-901 Kpn Bcg Fw

#2257 TTAACCTGGTCGACTATCTTTTGGGTTGCGACGC | HST2@-1 Sal Rv

#9258 8gggGATCCATTTGTTTAATCCTAAATGGTATTAT HST2@+1 BamH Fw
CAAGGAGCTCTTGTGCAGTTGGTGCCGAATCTTA

#2259 CCCAGAAAG HST2@+901 Sacl Bsg Rv
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B)

Figura 18. Adherencia al vidrio de cepas mutantes en genes SIR2/3/4. Después de transformar las
células para construir las mutaciones en los genes SIR2/3/4, las células se cultivan a 30 °C por 12
ho aprox. en medio liquido YPD para extraer ADN gendmico y comprobar la estructura de las
mutaciones. En las clonas positivas para las mutaciones en los tres genes SIR se observa una
capa de células adheridas al tubo de vidrio. A) Clona negativa #6 de la cepa CGM121 transformada
con el plasmido pAP596, para generar una mutacion en S/IR2. B) Clona positiva #9 de la cepa
CGM121 transformada con el plasmido pAP596, para generar una mutacion en SIR2. En las cepas
con mutaciones en SIR3 y SIR4 se observa el mismo fenotipo (imagen no mostrada).
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CGM160 (sir2, sir4, hdf1, hdf2, hst1, hst2)A

CGM160 sir2A (+ CGM71 sir2a) CGM160 sirdA (+ cGM261 sir4A)

5" (15/2254) 1.086 kb 37 (16/2255) 1. 070 kb
PM Wt + - 323336383941 PMWt+ -32333

3" (15/2285) 1.072 kb

5 (16/2282) 1.155 kb

(kb)

+ ADN gendmico
CGM160 hdf1A (+ CGM263 hdf1A) CGM160 hdf2A (+ CGM264 hdf2a)

37 (15/2243) 0.972kb 5" (16/2242) 1.030 kb 37 (15/2249) 1.078 kb
PM Wt + 67 68 69

57(16/2248) 1.148 kb

(PM, 1 kb) PM Wt + - 66 67 68 69 PM Wt + 3 4

165I .

CGM160 hst1A (+ CGM76 hst1A) CGM160 hst2A (+ CGM262 hst2A)

37(15/2261) 0.981 kb
+ -

3'(15/88) 1.489 kb &' (16/2278) 1.099 kb Frag inter. (76/77) 300pb

5" (16/2260) .011 kb
PM Wt + - 33

PMWt+ - 18

Figura 19. Analisis por PCR de todas las cepas construidas en este trabajo. Para comprobar la
insercion en el extremo 5° y 3" se utilizaron parejas de oligonucleotidos que hibridan dentro del
casete hph y fuera del fragmento clonado para construir la insercién, en una regién del cromosoma
enddgeno. Para corroborar la ausencia del gen, se amplifica una region de 300 pb aprox. dentro
del gen que se elimind, se espera unicamente la amplificacion de las cepas silvestres. Las cepas
hst1A son 68 pb mas grandes que la cepa de control positivo (CGM76 hst1A) por que contienen
secuencias FRT que flanquean el casete de hph para escindir el marcador de seleccion, si se
requiere. La cepa Wt es la cepa CGM1, el control positivo se indica como +, y el control negativo (-)
contiene todos los componentes de la mezcla de PCR excepto la muestra de ADN. La pareja de
oligonucledtidos utilizadas en cada PCR se encuentra entre paréntesis. En algunos casos se
muestran las cepas que no son positivas para la mutacion.
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Analisis de los loci EPA1-7 subteloméricos en Candida glabrata Lluvia L. Rosas Hdez.

CGML118 (sir2, sir4, hdf1, hdf2, hst1, hst2) A

CGM118 sir2A (+ CGM71 sir2A) CGM118 sirdA (+ cCGM261 sir4A)
5 (15/2254)1 086 kb 3’ (16/2255) 1.070 kb 3 (15/2285)1 072 kb 5° (16/2282)1 155 kb
6 PMWt+ - 1456 P - 131516

CGM118 hdf1A (+ CGM263 hdf1A) CGM118 hdf2A (+ CGM264 hdf2A)

57(16/2242) 1.030 kb 37 (15/2243) 0.972 kb 57(16/2248) 1.148 kb 37 (15/2249) 1.078 kb

PMWt + - 123 PMWt + - 12 3 . PMWt+-1314 16 17
CGM118 hst1A (+ CGM76 hst1A) CGM118 hst2A (+ CGM262 hst2a)

Frag.inter.
3°(15/88) 1.489 kb 5 (16/2278) 1. 099 kb (76/77) 300pb 3’ (15/2261) 0.981 kb 5" (16/2260) 1.011 kb

PMWt + - 31 PMWt + - PM Wt 31 PMWt + - 37 38 39 40 41 42 43 PMWt + - 40 4243

Figura 19. Analisis por PCR de todas las cepas construidas en este trabajo.
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Analisis de los loci EPA1-7 subteloméricos en Candida glabrata Lluvia L. Rosas Hdez.

CGM121 (sir2, sir4, hdf1, hdf2, hst1, hst2) A

CGM121 sir2A (+ CGM71 sir2A) CGM121 sirdA (+ CGM261 sir4A)

57 (15/2254) 1.086 kb 37 (16/2255) 1.070 kb 3" (15/2285) 1.072 kb 57 (16/2282) 1.155 kb
PMWt+ - 34 7 8 910 PM Wt + 3 8 9 10 PMWt + - 16 17 2021 23 24 PM Wt + - 21 23 24

CGM121 hdf1A (+ CGM263 hdf1A) CGM121 hdf2A (+ CGM264 hdf2A)
5" (16/2242) 1.030 kb 3" (15/2243) 0.972 kb 5’ (16/2248) 1.148 kb 3" (15/2249) 1.078 kb
PM + - 44 45 46 47 48 PM Wt + - 48 + - P + - 8

. I =
-
-
CGM121 hst1A (+ CGM76 hst1A) CGM121 hst2A (+ CGM262 hst2A)
frag. interno
3" (15/88) 1.489 kb 5° (16/2278) 1.099 kb (76/77) 300 pb 5°(16/2260) 1.011kb 3" (15/2261) 0.981 kb

PM Wt - + 4 26 31 PM Wt - + 4 26 31 PMWt- + 4 26 31 PM + - 62 63 64

LT e AP
B4
= -

Figura 19. Analisis por PCR de todas las cepas construidas en este trabajo.

PM Wt + - 63 64
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Analisis de los loci EPA1-7 subteloméricos en Candida glabrata Lluvia L. Rosas Hdez.

Mutaciones en SIR3
(+ CGM280 sir3A)

CGM146 sir3A (clonas 1y 2), CGM147 sir3A (clonas 3-6) y CGM148 sir3A (clonas 1-4)

5°(16/54) 1.013 kb
PMWt - 1 2 3 4 5 6

3" (15/55) 1.177 kb
PMWt - 1 2 6

5° (16/54) 1.013 kb 3" (15/55) 1.177 kb
PMWt+ - 1 2 3 4 PMWt+ - 12 4

CGM149 sir3A (clonas 7 y 8) CGM158 sir3A (clonas 17 y 18)
5’ (16/54) 1.013 kb 37 (15/55) 1.177 kb 5" (16/54) 1.013 kb 37 (15/55) 1.177
PMWt-+ 7 8 P + - 78 PM Wt + - 17 18 + -

CGM159 sir3A (clonas 23y 24) CGM160 sir3A (clonas 13-16)
5 (16/54) 1.013 kb 3’ (15/55) 1.177 kb 5 (16/54) 1.013kb 3" (15/55) 1.177 kb
PMWt - +23 24 PM Wt + - 2324 PM Wt + - 13141516 PM Wt+ - 13 15 16

Figura 19. Analisis por PCR de todas las cepas construidas en este trabajo.
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Analisis de los loci EPA1-7 subteloméricos en Candida glabrata Lluvia L. Rosas Hdez.

CGM118 sir3A (clonas 1, 2y 3) CGM121 sir3A (clonas 7 y 8)
5" (16/54) 1.013 kb 3’ (15/55) 1.177 kb 5" (16/54) 1.013 kb 3’ (15/55) 1.177 kb
PMWt - + 1 2 3 PM Wt + - 1 3 PMWt + - 7 8 PM Wt+ - 7 8

Mutaciones en HST1
CGM146 hst1A (Clonas 42 y 43), CGM147 hst1A (Clonas 31, 32 y 50) y CGM159 hst1A

(Clonas 26 y 27)

37(15/88) 1.489 kb 37 (15/88) 1.489 kb 37 (15/88) 1.489 kb
PM Wt - + 4243 PM Wt+ - 31 3250 26 27

frag. interno

5 (16/2278) 1.099 kb (76/77) 300 pb
PM Wt+ - 424332502627 PMWt 4243 32 50 2627
I3

CGM149 hst1A (Clonas 40y 41) y CGM158 hst1A (Clonas 13-16).
CGM148 hst1A (Figura 8, pag. 22)

frag interno (76/77) 300 pb
Wt + - 1416 40 41

37 (15/88) 1.489kb 3’ (15/88) 1.489 kb
40 4

PM Wt + -

57 (16/2278) 1.099 kb
PM Wt + - 13 14 15 16 PM Wt + - 14 16 4

Figura 19. Analisis por PCR de todas las cepas construidas en este trabajo.
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Analisis de los loci EPA1-7 subteloméricos en Candida glabrata

Lluvia L. Rosas Hdez.

PCR con oligonucleétidos internos al gen que se eliminé

SIR2 (84/85) 300 pb

PMWt + -5 6 7 8 9 101112131415

Fes

+. CGM71 sir2A

5. CGM160 sir2A #36
6. CGM160 sir2A #41
7. CGM118 sir2A #5
8. CGM118 sir2A #6
9. CGM121 sir2A #8
10. CGM121 sir2A #9

11. CGM159 sir2A (Tiene SIR2*)
12. CGM158 sir2A (Tiene SIR2)

13. CGM149 sir2A
14. CGM148 sir2A
15. CGM147 sir2A

SIR4 (86/87) 300 pb

PMWt + -5 6 789 101112131415

R |

o« (g

CGM146 sir2A (imagen no mostrada)

*Analisis subsecuentes demostraron que, en realidad,
esta cepa (CGM159 sir2A) no tiene fragmento interno.
Sin embargo, se construyeron nuevamente las cepas
CGM158 sir2A y CGM159 sir2A. Las demas cepas no

tienen SIR2.

SIR3 (84/85) 300 pb

PM Wt + - 5 6 7 8 910111213

TR

Ninguna cepa tiene el gen SIR3

RIF1 (84/85) 300 pb

i

PM Wt +-56 78 91011 12

I

TRA

Ninguna cepa tiene el gen RIF1

+. CGM337 hst1A
5. CGM1 sir3A #2
6. CGM1 sir3A #3
7. CGM146 sir3A #1
8. CGM146 sir3A #2
9. CGM147 sir3A #6

10. CGM148 sir3A #1
11. CGM148 sir3A #2
12. CGM149 sir3A #7
13. CGM149 sir3A #8

+. CGM325 sir2A

5. CGM1 rif1A #9

6. CGM1 rif1A #10

7. CGM160 rif1A #14
8. CGM118 rif1A #22
9. CGM118 rif1A #26
10. CGM121 rif1A #8

11. CGM121 rifiA#10
12. CGM146 rif1A #52

+. CGM73 sirdA

5. CGM160 sir4A #61
6. CGM160 sirdA#64
7. CGM118 sir4A #13
8. CGM118 sirdA #16
9. CGM121 sir4A #21
10. CGM121 sird4A #23
11. CGM146 sir4A #6
12. CGM147 sirdA #9
13. CGM148 sir4A #1
14. CGM158 sirdA #1
15. CGM159 sir4A #1

Ninguna cepa tiene el gen SIR4

PM Wt 14 1516 17 18 19 20 21 22 23

~ =
Taeasassss®i

- ]

1314151617 1819 + PM

3 3 X L T Tt

o C

Figura 19. Andlisis por PCR de todas las cepas construidas en este trabajo.
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14. CGM158 sir3A #17
15. CGM158 sir3A #18
16. CGM159 sir3A #23
17. CGM159 sir3A #24
18. CGM160 sir3A #15
19. CGM160 sir3A #16

20. CGM118 sir3A #1
21. CGM118 sir3A #3
22. CGM121 sir3A #7
23. CGM121 sir3A #8

13. CGM147 rif1A #7
14. CGM147 rifiA #9
15. CGM148 rif1A #21
16. CGM149 rif 1A #2
17. CGM149 rif1A #4
18. CGM158 rifIA #18
19. CGM159 rif1A

+. CGM325 sir2A



Analisis de los loci EPA1-7 subteloméricos en Candida glabrata

Lluvia

L. Rosas Hdez.

HDF1 (80/81) 300 pb

PMWt - +5 6 789 101112131415

+. CGM78 hdf1A
5. CGM146 hdf1A
6. CGM147 hdf1A
~|7. CGM148 hdf1A
. 8. CGM149 hdf1A
- |9. CGM158 hdf1A

| - > 10. CGM159 hdf1A
1. CGM160 hdf1A #67
- i 2. CGM160 hdf1A #68
g 3. CGM118 hdf1A #2
SR BTSSR L . 4. CGM118 hdf1A #3

HDF2 (82/83) 300 pb

15. CGM121 hdf1A #48

+.CGM118

4. CGM1 hst2A

6. CGM160 hst2A #33
7. CGM118 hst2A #40
8. CGM118 hst2A #42
9. CGM121 hst2A #63

Ninguna cepa tiene el gen HST2

OTRAS CEPAS CONSTRUIDAS

CGM1 sir3A (clonas 1-5)

5 (16/54) 1.013 kb 3" (15/55) 1.177 kb
+ PMWt+- 2 35

| & -

,.
ot

<

s

R TR |

- = X

Figura 19. Analisis por PCR de todas las cepas construidas en este trabajo.

PMWt 3 + -6 78 9PMWt310111213 1415

Ninguna cepa tiene el gen HDF2

10
11

13
14
15
16

+. CGM79 hdf2A
3.CGM118

6. CGM160 hdf2A#64
7. CGM118 hdf2A#13
8. CGM118 hdf2A#16
9. CGM121 hdf2A #21
0. CGM121 hdf2A #23
11. CGM146 hdf2A #6
12. CGM147 hdf2A #9
13. CGM148 hdf2A #1
14. CGM158 hdf2A #1
15. CGM159 hdf2A #1

. CGM121 hst2A #64
. CGM146 hst2A #1

12. CGM147 hst2A #b

. CGM148 hst2A #1
. CGM149 hst2A #1
. CGM158 hst2A #2
. CGM159 hst2A #a

CGM1 rif1A (clonas 7, 9-11)

5" (15/2055) 1.053 kb
PN‘IﬁV_Vt + -7 910 11

S
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3" (16/56) 0.997 kb

PMWE + -
= -




Analisis de los loci EPA1-7 subteloméricos en Candida glabrata Lluvia L. Rosas Hdez.

CGM158 sir2A (clonas 1y 2) y CGM159 sir2A (clonas 7 y 8)

37 (16/2255) 1.070 kb fragmento interno (84/85) 300 pb

57 (15/2254) 1.086 kb
PMWt +- * ** 1278 PMWt+ - ** 124 678

PMWt+ - * =1 2

57 (15/2254) 1.086 kb
PM Wt + - 7 8

*CGM1 sir2A (CGM71), ** CGM260, #4 y #6 son otras clonas positivas CGM158

CGM149 sir4A (clonas 1y 3)

37 (15/2285)1.072kb 5" (16/2282) 1.155 kb fragmento interno (86/87) 300 pb
PM Wt+ -1 2 3 PM Wt + - 1 3 PMWt+ - 1 3

CGM147 hdf2A (clonas 7-12)

37 (15/2249) 1.078kb
PMWt+ - 7 8 9101112

5" (16/2248) 1.148 kb fragmento interno (82/83) 300 pb
PM Wt + - 12 PM Wt +- 12

Figura 19. Analisis por PCR de todas las cepas construidas en este trabajo.
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Analisis de los loci EPA1-7 subteloméricos en Candida glabrata Lluvia L. Rosas Hdez.

URA3

TEL
A) CGM147 VI EPAI T EPA2 1 EPA3 T
CAA (Sin uracilo) 5-FOA
Dial
Parental
hstlA
Dla4 Parental
hstl4
Dia 3 Parental
hstl4
URA3 TEL
EPAS EPA4
B) CGM158 N/ .
YPD CAA (Sin uracilo) 5-FOA
Dial
rerenal (X IR 00 %0 *
hstlA4 :
Dia 4
Parental
hstlA
Dia 8
Parental

Figura 20. Andlisis de inoculos a los 1, 4 y 8 dias de incubacion, en cepas parentales y cepas
hst1A. Las cepas se mantuvieron en incubacion a una temperatura de 30 °C, se tomaron muestras
a los dias 1, 4 y 8 para realizar goteos en diluciones seriadas de 10 veces en los tres medios de
crecimiento: YPD, CAA y 5-FOA; las cajas se incubaron 48 horas. A) Analisis de la expresion del
gen reportero URA3 en la cepa parental CGM147 y CGM147 hst1A a los dias 1, 4 y 8; se observa
que el poco crecimiento que se observa en la cepa hst1A en 5-FOA, desaparece completamente al
cuarto y octavo dia de incubacion. B) Andlisis de la expresion del gen reportero URA3 en la cepa
parental CGM158 y CGM158 hst1A a los dias 1, 4 y 8; se observa una menor cantidad de células
en la cepa hst1A, crecida en el medio con 5-FOA, tanto al cuarto y octavo dia. Este analisis se
realizé para todas las cepas hst1A citadas en este trabajo, unicamente en estas dos cepas se
observo este fenotipo.
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