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GLOSARIO

Abfl: Proteina de union al DNA con posible actividad remodeladora de la
cromatina. Involucrada en silenciamiento génico, activacion de la transcripcion, y
replicacion y reparacion del DNA.

Elemento: Secuencia en el DNA con un efecto funcional particular, cuya extension
exacta solo esta determinada por las técnicas, andlisis y disefio del experimento
con el que se estudia.

Elemento de frontera o de limite (Boundary element): Son secuencias
especializadas en el DNA que dividen el genoma en distintos dominios
funcionales. Cuando los genes se flanquean por estos elementos, €stos son
protegidos de los efectos represivos o de activacion de la cromatina circundante.

Enhancer: Elemento en el DNA que incrementa el nivel de transcripcion en una
forma independiente de su orientacion y distancia relativa al sitio de inicio de la
transcripcion.

Epigenética: Se refiere a cambios heredables en el corto plazo, presentes en el
DNA o en el complejo de la cromatina y que producen un fenotipo, pero que no
involucran mutaciones en el DNA.

Homologos: Genes que comparten un ancestro comun.

ORF (Open Reading Frame): Parte de la secuencia de un gen que abarca del
cododn de inicio de la traduccion al codon de terminacion.

Ortélogos: Tipo de genes homologos que se originaron a partir de un unico gen
ancestral en el ultimo ancestro comdn, en los genomas comparados de dichos
organismos (Relacion vertical). Usualmente realizan la misma funcion.

Paralogos: Tipo de genes homologos que se originaron a partir de una
duplicacién en un mismo genoma (Relacion horizontal). Usualmente sus funciones
tienden a divergir y especializarse.

RNAnc (RNA no codificante): Su secuencia no es traducida a una proteina.
Sintenia: Es la conservacion del orden y direccién relativa de transcripcion de un
conjunto de genes contiguos, que se presenta al comparar genomas de diferentes
organismos.

UAS (Upstream Activating Sequence): Es una secuencia reguladora en cis, que

no forma parte del nucleo del promotor, y que incrementa la expresion de un gen
adyacente ubicado corriente abajo.
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RESUMEN

Identificacién de elementos en cis que regulan la expresién de genes de
adhesinas en Candida glabrata

PALABRAS CLAVE: Candida glabrata, silenciamiento subtelomérico, protosilenciador, Ku70 y Ku80.

Candida glabrata es una levadura comensal de mamiferos que bajo ciertas
condiciones que debilitan el sistema inmune del huésped se comporta como
patdgena. Entre sus factores de virulencia se encuentran proteinas de pared que
median la adherencia a distintas superficies biol6gicas. Los genes EPA que
codifican estas proteinas se encuentran localizados en regiones subteloméricas.
Dichos genes, 0 genes reporteros insertados en éstas regiones se encuentran
reprimidos, fendmeno llamado silenciamiento subtelomérico o TPE. La formacién
de la cromatina silenciosa depende de las proteinas Sir2, Sir3, Sir4, y en diferente
medida de Rapl, Rifl, Ku70 y Ku80 en los diferentes telomeros. En C. glabrata asi
como en S. cerevisiae las regiones subteloméricas contienen ademas elementos
en cis importantes en la formacion y propagacion de la cromatina represiva. Estos
elementos funcionan como protosilenciadores porque incrementan la accion de
silenciadores localizados en su cercania, mientras que no pueden mediar el
silenciamiento por si solos.

En este trabajo se identific6 una region protosilenciadora (Sil2126),
localizada entre EPA3 y el telomero E-g. Las propiedades de Sil2126 se
estudiaron mediante un reportero URA3 en distintas ubicaciones cromosOmicas.
Se encontro que el efecto de Sil2126 es dependiente de las proteinas Sir2, Sir3,
Sird, Rapl, Rifl y es independiente de las proteinas Ku70 y Ku80. Sil2126
presenta una composicion modular con distintos elementos internos no
funcionales de forma individual. El funcionamiento de Sil2126 es dependiente
tanto de su distancia al teldmero como del contexto subtelomérico particular, ya
que este elemento puede mediar el silenciamiento de URA3 a 32 kb de su
telomero nativo E-g, mas no a una distancia similar de 34 kb en el telomero E-.
Sil2126 pierde su funcionalidad si se coloca a una distancia de 50 kb de su propio
telomero o cuando se integra en regiones internas de los cromosomas F, Ly M a
mas de 200 kb del telémero. Las propiedades de Sil2126 son dependientes de su
orientacion relativa respecto al gen reportero y respecto al telomero. A la fecha,
todos los telomeros estudiados de S. cerevisiae y C. glabrata dependen de Ku70 y
KuB0 para el silenciamiento; sin embargo, el elemento Sil2126 asi como el
telomero E-g en el que se encuentra ubicado, aparentemente no dependen de
Ku70 y Ku80 para su funcionamiento. En este trabajo se encontré que la
participacion de Ku70 y Ku80 en el silenciamiento subtelomérico E-r se encuentra
enmascarada por el efecto redundante que presenta junto con Sil2126. Dicho
efecto solo se manifiesta en mutantes dobles hdf1A/silA 'y hdf2A/silA.

Se propone que interacciones funcionales entre el telomero y elementos
internos al cromosoma como el protosilenciador Sil2126, estan involucradas en las
caracteristicas y grado de propagacion del silenciamiento en cada telomero. El
establecimiento del silenciamiento puede ser anulado por la presencia de un
promotor fuerte que establezca una barrera en la formacion o propagacion del
silenciamiento, como es el caso del promotor del gen PGK1.
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ABSTRACT

Identification of cis-elements regulating the expression of adhesin genes in
Candida glabrata

KEYWORDS: Candida glabrata, subtelomeric silencing, protosilencer, Ku70 and Ku80.

Candida glabrata is a commensal yeast in mammals that can become a pathogen
when the host defenses are compromised. One of the most important virulence
factors of C. glabrata are the adhesin proteins that mediate adherence to different
surfaces. These proteins are encoded by the EPA genes which are localized in
regions close to the telomeres. These subtelomeric regions are assembled as a
transcriptionally repressed chromatin so that native or reporter genes inserted at
these sites are not expressed, a process called subtelomeric silencing or TPE.
Silenced chromatin depends on proteins Sir2, Sir3, Sir4, and to different degrees
on Rapl, Rifl, Ku70 and Ku80 depending on the particular telomere. C. glabrata
and S. cerevisiae subtelomeric regions contain important cis elements for the
establishment and spreading of heterochromatin. These elements work as
protosilencers because they increase the action of closely localized silencers but
they do not establish silencing on their own.

In this work, we identified a region with protosilencer properties (Sil2126)
between EPA3 and the right telomere of chromosome E (E-g). Sil2126 properties
are analyzed by using a URA3 reporter inserted at different genomic locations. It
was found that Sil2126 activity is dependent on the main subtelomeric silencing
proteins Sir2, Sir3, Sir4, Rapl, Rifl, and is independent of Ku70/Ku80. Sil2126
shows a modular composition with several internal elements that are not functional
on their own. The Sil2126 activity is dependent on its relative proximity to the
telomere and on the particular subtelomeric context, since Sil2126 mediates
silencing 32 kb from its native telomere E-g but not at a similar distance (34 kb)
from the opposite telomere on chromosome E (E-.). Sil2126 loses activity when
placed at 50 kb of telomere E-g or when it is integrated at internal regions on
chromosomes F, L and M that are over 200 kb from the telomere. Sil2126
properties are dependent on its relative orientation with respect to the reporter and
the telomere. To date, all the telomeres studied in S. cerevisiae and C. glabrata
depend on Ku70 and Ku80 for silencing, however Sil2126 and the E-g telomere
apparently do not depend on Ku70/Ku80 for silencing. In this work, it was found
that the role of Ku70 and Ku80 on subtelomeric silencing at E-r is masked by the
redundant function of Sil2126 on silencing. This effect is visible only in double
mutants hdf1A/silA and hdf2A/silA.

It is proposed that functional interactions between the telomere and internal
elements such as this protosilencer could be involved in the properties and the
silencing level of each particular telomere. The establishment of silencing at
subtelomeric regions is abolished by the presence of elements such as the strong
promoter PGK1, which could form an active boundary for the spreading of
silencing.
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Elementos protosilenciadores en regiones subteloméricas de C. glabrata Alejandro Juarez Reyes

1. INTRODUCCION

Candida glabrata es una levadura considerada como parte de la biota habitual en
individuos sanos. En condiciones de inmunosupresion en el hospedero puede
colonizar y causar infeccién en la mucosa oral o vaginal asi como infecciones
sistémicas. En la poblacion humana adulta, C. glabrata es la segunda causa de
candidiasis en mucosas o infeccién sistémica por hongos después de Candida
albicans [1]. En el medio ambiente ambas especies solo se han encontrado en
asociacion con mamiferos. Las infecciones por C. glabrata son dificiles de tratar y
son frecuentemente resistentes a los azoles, especialmente al fluconazol [2].

1.1 Caracteristicas generales de C. glabrata

C. glabrata forma colonias circulares de aspecto liso y brillante y de coloracion
crema. El tamafo de C. glabrata de 1 a 4 uM, es relativamente menor al de C.
albicans (4 a 6 pM) y al de S. cerevisiae (5 a 10 pM) [3]. C. glabrata es una
levadura haploide no dimorfica, consecuentemente se encuentra en forma de
blastoconidia tanto como comensal como en su forma patégena. Sin embargo,
existe un reporte en el que C. glabrata presenta formacion de pseudohifas in vitro
bajo condiciones de limitacion de nitrogeno [4].

Clasificacién

Reino Fungi

Phylum Ascomycota
Subphylum | Saccharomycotina
Clase Saccharomycetes
Orden Saccharomycetales
Familia Saccharomycetaceae
Genero Candida

Especie glabrata

1.2 Genomay Relacion Filogenética

El genoma de la cepa CBS138 de C. glabrata fue secuenciado como parte del
programa Genolevures [5] y se encuentra depositado en la base de datos NCBI
[6] y EMBL-EBI [7]. Consta de 12.3 Mb distribuidas en 13 cromosomas que se
designan con las letras de la A a la M. Contiene aproximadamente 5283 regiones
codificantes y 207 genes de tRNA.

Con base en la similitud que presentan las secuencias 18S de rRNA, C.
glabrata presenta una relacién filogenética mas estrecha con Saccharomyces
cerevisiae que con cualquier otra especie de Candida (Figura 1). Ademas estas
dos levaduras presentan un alto grado de sintenia y muestran en promedio un
65% de identidad de aminoacidos entre proteinas ortdlogas [8]; estas
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caracteristicas permiten utilizar herramientas moleculares desarrolladas en S.
cerevisiae y hacer estudios comparativos entre ambas levaduras.

100 I: Candida albicans 7
100 Candida dubliniensis
Candida tropicalis Diploid

ﬂl— Candida parapsilosis
Candida 100

Lodderomyces elongisporus

100 Candida guilliermondii
| I Debaryomyces hansenii Haploid
100

Candida lusitaniae
1it|l__|: Saccharomyces cerevisiae

100

100 Saccharomyces paradoxus

wGD 100 Saccharomyces mikatae

1 O(x = Saccharomyces bayanus
Candida glabrata
Saccharomyces 100 Saccharomyces castellii

100 Kluyveromyces lactis

Ashbya gossypii

100

Kluyveromyces waltii

Yarrowia lipolytica
0.1 substitutions per site
p—1

Figura 1. Filogenia de especies secuenciadas del clado de Candida y Saccharomyces. WGD
indica el punto de la duplicacion genémica y las especies que divergieron después de esta. El
asterisco (*) marca un brazo constrefiido con base en la conservacion sinténica. Tomada y
modificada de [9].

1.3 Virulencia
Las proteinas de pared

En levaduras, las proteinas que median la adherencia a células (adhesinas), son
criticas en las interacciones célula-célula y en la patogénesis. Estas proteinas
contienen varios dominios con funciones distintas. La mayoria de estas proteinas
presenta una estructura general que consiste de las siguientes partes: i) una
region N-terminal que contiene secuencias sefal para su secrecion al exterior de
la membrana, y el dominio de union al ligando; ii) La region central, que puede o
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no ser rica en dominios glicosilados ricos en serina y treonina, facilita la interaccion
célula-célula, y exhibe N-y O- glicosilaciones que proyectan los dominios de unién
al exterior de la pared celular; iii) la region C-terminal, en la que se encuentra una
secuencia sefal para la adicion de un grupo quimico glicosil-fosfatidil-inositol (GPI)
en el reticulo endoplasmico, lo que permite un entrecruzamiento covalente con la
matriz extracelular. Por esta razén estas proteinas de pared son llamadas GPI-
CWPs.

En Candida albicans una familia de GPI-CWPs media la adherencia a células
epiteliales, la agregacion celular y la formacion de biofilms. Esta familia codificada
por los genes ALS, se constituye de ocho genes que se expresan en diferentes
fases de crecimiento y de infeccion [10-11]. Para las proteinas Als, el dominio N-
terminal es necesario y suficiente para unirse a la superficie de las células. La
actividad de Als esta correlacionada con la patogénesis. Las células de C. albicans
que expresan genes ALS pueden agregarse y esta agregacién no requiere Ca*".
La expresion de la adhesina ALS1 en C. albicans asi como la expresion de EPA1
en C. glabrata se induce cuando las levaduras se inoculan en medio de
crecimiento fresco [10, 12].

Entre los factores de virulencia que presenta C. glabrata esta la capacidad de
adherirse a células epiteliales de mamifero. Dicha adherencia esta mediada por
proteinas de pared celular llamadas adhesinas y es dependiente de Ca**. Estas
adhesinas forman parte de una amplia familia de genes llamados EPA, los cuales
se encuentran localizados en regiones subteloméricas y sujetos a silenciamiento
transcripcional (Figura 2). La cepa secuenciada CBS138 posee 17 genes EPA Yy la
cepa BG2 (este estudio) posee por lo menos 23.

La adherencia in vitro a células epiteliales se debe principalmente a la
adhesina Epal, que es una lectina que reconoce glicoconjugados que contienen
N-acetillactosamina [13]. La estructura general de la proteina Epal y sus
paradlogas se caracteriza por la presencia de una secuencia sefial hidrofébica, un
dominio N-terminal que media la interaccion especifica proteina-proteina o
proteina-ligando, la adicién de un grupo GPI en el carboxilo terminal y en algunos
casos una region C-terminal rica en serina/treonina. A pesar de que Epal media el
95% de la adherencia a células epiteliales observada in vitro, la ausencia de EPAL
no produce un fenotipo de menor virulencia en modelos muridos de infeccion
sistémica o vaginal. Esto sugiere que otras adhesinas de la familia pueden
compensar su ausencia in vivo. Posteriormente se encontré6 que en ausencia de
EPAL las adhesinas Epa6 y Epa7 son importantes para la colonizacion en rifidn en
modelos muridos [14].

Una caracteristica en comun entre C. glabrata y otros microbios patégenos, es
gue en las regiones subteloméricas se encuentran los genes que codifican para
proteinas de pared involucradas en virulencia. En Trypanosoma brucei, un
protozoario parasito que causa la enfermedad del suefio, los genes vsg presentes
en regiones subteloméricas codifican para variantes de la proteina de cubierta
que cubre casi la totalidad del protozoario. El tripanosoma expresa casi
exclusivamente un unico gen vsg y periodicamente cambia la expresion hacia otro
gen vsg de su reservorio de cerca de 1000 genes vsg, lo que le permite evadir el
sistema inmune constantemente [15]. En Plasmodium falciparum, el agente causal
de la malaria, los genes subteloméricos var codifican para variantes de proteinas
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de superficie involucradas en citoadherencia [16]. Pneumocystis carinii, otro
patdgeno, cuenta con cerca de 100 genes subteloméricos que codifican para
glicoproteinas mayores de superfice (MSGSs) involucradas en virulencia.

EPAA1 Tel
FLEP/W Tel
EPA6 Tel
EPA16 Tel
EPA17 Tel
EPA15 Tel
EPA12 Tel
EPA14 Tel
EPA3 Tel
EPAB
_I: EPA11 Tel
a EPA13 Tel
Ij EPA10
EPA9
_E EPA1B Tel
EPA2 Tel
EPA4 Tel
L EPAS Tel

’ EPA21 Tel
4‘—‘ EPA20
EPA19

Tel

Figura 2. Dendograma de relaciones filogenéticas entre secuencias de genes paralogos del gen EPAL en el
genoma de C. glabrata de la cepa BG2. Construido con base en las secuencias del dominio N-terminal
usando el método de neighbor-joining. La mayoria de estos genes se encuentran localizados en regiones
subteloméricas.

1.4 Dominios del genoma y silenciamiento transcripcional

El DNA en los genomas de eucariotes se empaqueta por la accion de proteinas en
dos distintos tipos generales de cromatina que permiten cambios en la expresion
génica. La eucromatina se asocia a secuencias transcripcionalmente activas y se
observa como bandas pobremente tefildas en cromosomas durante la interfase.
Por otro lado la heterocromatina es usualmente rica en secuencias repetidas, baja
en densidad génica y presenta poca accesibilidad a factores transcripcionales.
Todas estas caracteristicas se correlacionan con una baja expresién génica, y
comunmente se considera a la heterocromatina como un sinénimo de cromatina
silenciada. Aunque se describen como dos distintos tipos de cromatina, la
formacion de cada uno de ellas puede producirse por diferentes mecanismos y
con diferentes caracteristicas.
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Usualmente entre las caracteristicas moleculares de la heterocromatina
destaca: (a) desacetilacion de residuos de lisina en histonas, (b) metilacion de
citosinas en los residuos CpG, y (c) metilacion de la histona H3 en la lisina 9.

El silenciamiento es una forma de represion transcripcional que se presenta en
regiones amplias de DNA que abarcan a mas de un gen y en general no depende
del promotor de dichos genes. En contraste, en la represion gen-especifica, un
solo promotor es blanco de la represion por medio de un represor o un complejo
gue reconoce una secuencia especifica en este. El silenciamiento se presenta sélo
en ciertas regiones cromosomales y depende en gran medida de la posicion de un
gen en el genoma y de la ausencia de elementos de barrera que impidan la
propagacion de los complejos de silenciamiento o de modificaciones de las
histonas en la region.

El silenciamiento transcripcional requiere de la presencia de elementos en cis
llamados silenciadores asi como sus correspondientes factores de accion en trans.
Las regiones del DNA que se encuentran silenciadas forman una estructura de la
cromatina especializada que inhibe la transcripcion. Las proteinas que participan
en el silenciamiento varian segun el organismo e incluso entre distintas regiones
cromosomicas de un mismo organismo.

En S. cerevisiae se han identificado por lo menos tres regiones que estan
sujetas a silenciamiento. Estas regiones son los loci de apareamiento HML y HMR,
las regiones subteloméricas, y los repetidos de DNA codificante para RNAr. En
varios de estos loci, el silenciamiento juega un papel estructural que es
independiente de la represion transcripcional [17].

Las principales proteinas estructurales presentes en la cromatina silenciosa
son las llamadas Sir (Silent Information Regulators): Sir2, Sir3 y Sir4. De estas tres
proteinas del complejo Sir, solo la proteina Sir2 es comdn a las tres regiones
silenciosas arriba mencionadas. El complejo Sir2/Sir3/Sir4 y Rapl (Repressor
Activator Protein) son comunes en el silenciamiento subtelomérico y en el
silenciamiento de los loci HM (Figura 3). El silenciamiento en los loci de
apareamiento requiere de Sirl para reclutar eficientemente las otras proteinas del
complejo Sir; mientras que en los repetidos de DNAr, el complejo RENT a traves
de Netl es el responsable de reclutar a Sir2 para el silenciamiento.
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Heterocromatina subtelomeérica

Repetidos teloméricos R @ Ku70/Ku80

Complejo Sir

Sir2
Sir3 Sird

‘X:i‘ grupo acetilo

W, i @ hucleosoma
Silenciador Cromatina represiva Silenciador

Figura 3. Modelo de dominios de heterocromatina formados con el complejo Sir en S. cerevisiae.
Tanto las regiones subteloméricas como los loci HM requieren de Rapl y del complejo Sir2/3/4,
pero presentan diferencias en la participacién de otras proteinas esenciales para el silenciamiento.
El silenciamiento telomérico requiere de Ku70/Ku80 y el silenciamiento en los loci HM se apoya en
Abfl, ORC y Sirl. En ambos casos la heterocromatina tiene un papel estructural. Se propone que
la heterocromatina telomérica se pliega sobre si misma hacia el interior, lo que forma una
estructura que favorece el silenciamiento y protege al telémero de la degradacion.

Imagen tomada y modificada de Epigenetics© 2006 Cold Spring Harbor Laboratory Press [18].

1.5 Silenciamiento subtelomérico

Los telébmeros son los extremos naturales de los cromosomas eucariotes. Estos
consisten de secuencias repetidas directas que son especificas de cada
organismo. Los telomeros estan desprovistos de nucleosomas, pero en su lugar
contienen un complejo de proteinas que participan en diversos procesos y que
protegen los extremos de los cromosomas (ver seccion 1.15, telomeros).

Ademas del mantenimiento de la integridad del genoma, los teldmeros actian
como elementos silenciadores al reprimir la expresion de genes que naturalmente
se localizan en su cercania (genes nativos) o de genes insertados en las mismas
regiones. En S. cerevisiae estudios genéticos y bioquimicos indican que genes
posicionados en la cercania de los telomeros presentan represion transcripcional,
un fendmeno llamado efecto mediado por la posicion del telomero (TPE, por sus
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siglas en inglés)[19]. Esta cromatina silenciosa puede ser heredada a las células
hijas después de la division celular y mantenerse por algunas generaciones. Dicha
cromatina represiva no involucra cambios en el DNA por lo que se considera un
cambio epigenético. El estado de esta cromatina puede revertirse en algunas
células de la poblacion lo que resulta en un fenotipo mosaico en el que algunas
células presentan silenciamiento mientras que otras no, fenémeno conocido como
position effect variegation (PEV) [20].

Se ha propuesto que el silenciamiento empieza en el telobmero y se propaga
hacia el centromero. La evidencia que apoya esto se ha inferido de experimentos
en los que el silenciamiento de un gen reportero disminuye conforme aumenta su
distancia del telomero [21]. Sin embargo, el mecanismo por el cual el
silenciamiento se transmite del telémero hacia regiones internas subteloméricas se
encuentra en estudio. Modelos mas completos de silenciamiento subtelomérico
proponen que el silenciamiento originado en el teldmero es multidireccional [22].
Dicho efecto es posible que se logre mediante la formacion de un doblez (loop), un
mecanismo que también va de acuerdo con la evidencia de la formacién de
dominios de silenciamiento de forma discontinua.

1.6 El silenciamiento subtelomérico en S. cerevisiae

En el modelo propuesto de silenciamiento subtelomérico, Rapl se une
especificamente a los repetidos de los telomeros e inicia la formacién de un
complejo multiprotéico que permite el establecimiento y mantenimiento del
silenciamiento. Rapl interacciona con Sir3 y Sir4, y en complejo soluble se ha
encontrado junto con Sir2, Sir3 y Sir4. Sir4 interacciona con Sir2 la cual posee la
actividad clave del complejo Sir. Sir2 es una desacetilasa de histonas dependiente
de NAD". Sir2 desacetila las histonas H3 y H4 de los nucleosomas. Las histonas
desacetiladas crean sitios de alta afinidad para la union de Sir3 y Sir4. Existe un
mayor nivel de acetilacion de la lisina 16, que de cualquiera de las otras tres
lisinas en H4, la desacetilacion de la lisina 16 parece ser suficiente para que se
presente la propagacion de la cromatina silenciosa [23-24]. Sin embargo, otros
autores indican que todas las lisinas acetilables de las histonas H3 y H4 estan
completamente desacetiladas en los loci silenciosos [25]. La habilidad del
complejo Sir3-Sir4-Sir2 de unirse a histonas hipoacetiladas permite la propagacion
del complejo Sir. Las proteinas Ku70 y Ku80, que funcionan como un
heterodimero, se unen a los extremos del telomero y tienen un papel positivo en el
silenciamiento, posiblemente al estabilizar o favorecer el complejo de
silenciamiento a través de una interaccion con la proteina Sir4. La proteina Rifl
(Rapl Interacting Factor) en S. cerevisiae tiene un papel negativo en el
silenciamiento subtelomérico y se propone que al interaccionar con Rapl compite
en cierta medida con el complejo Sir por la interaccién con Rapl. Las propiedades
del TPE en los distintos telomeros no son necesariamente las mismas y varian de
un telémero a otro.
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Ademas de Rapl, Rifl, Ku70-Ku80 y el complejo Sir, existen mas de 50 genes
gue afectan el TPE [26]. Muchos de estos genes solo tienen efectos modestos en
el nivel de silenciamiento y posiblemente no actien directamente en la formacion
de la cromatina silenciosa. Algunos genes involucrados en el equilibrio de la
longitud de los teldmeros también estan involucrados en los distintos niveles de
silenciamiento observados para el TPE. En S. cerevisiae y C. glabrata, mutantes
gue generan variaciones en la longitud normal de los telémeros, como HDF1 y
HDF2 (que codifican para las proteinas Ku70 y Ku80, respectivamente) que
generan telédmeros mas cortos [27-29] estan asociadas con diferencias en los
niveles del silenciamiento subtelomérico [21]. Mutantes en Rifl que producen un
alargamiento de los telomeros [14, 30] muestran fenotipos de aumento o
disminucién en los niveles de silenciamiento subtelomérico en S. cerevisiae y C.
glabrata, respectivamente [14, 21]. Ademas de Ku70, Ku80 y Rifl, existen 170
genes cuyo fenotipo presenta cambios en la longitud de los teldmeros (122 genes
con alargamiento de teldmeros, 50 genes con acortamiento de teldmeros) (Figura
4) [31] . La gran cantidad proteinas y complejos presentes en los telémeros, sus
diferencias en localizacion nuclear y la extension de los telémeros, no permiten
definir este fenbmeno en términos de una cuantas proteinas, ya que todos estos
procesos afectan directamente el silenciamiento subtelomérico. Por esta razon, el
TPE puede ser considerado como un proceso que puede variar en gran medida
sin que se elimine completamente, dependiendo de cambios en las condiciones
ambientales, cambios en el ciclo celular o alteraciones en cualquiera de los
componentes que estan directa o0 indirectamente involucrados. Estas
caracteristicas ademas de la alta frecuencia de recombinacién de las regiones
subteloméricas posiblemente explican el por qué genes esenciales no se
encuentran codificados en regiones cercanas a los telémeros.

En S. cerevisiae la mayoria de los estudios de silenciamiento se han realizado
con telémeros truncados y la region silenciada se extiende alrededor de 4-8 kb
respecto al telémero [32]. En C. glabrata el silenciamiento se extiende por lo
menos a 20 kb del telomero en los cromosomas I-r y E.r estudiados [21], y en
Aspergillus nidulans el TPE se extiende por lo menos 30 kb en el cromosoma E
[33].
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Figura 4. Interacciones entre 172 genes identificados por Askree et al. [34] cuya delecién, confiere
un fenotipo de acortamiento o alargamiento de los telémeros. (Telomeros largos, nombres en
anaranjado, telémeros cortos, nombres en blanco). Tomada de [31].

1.7 Las proteinas de silenciamiento subtelomérico
Sir2

Sir2 forma parte de la familia de las sirtuinas, proteinas que se encuentran
conservadas desde bacterias hasta humanos. Esta familia se caracteriza por
contener desacetilasas de histonas dependientes de NAD". La funcion enzimatica
de Sir2 acopla la reaccion de desacetilacion con la hidrolisis de NAD®. Una
molécula de NAD" es convertida en ADP-ribosa + nicotinamida por cada grupo
acetilo removido de la lisina. El grupo acetilo removido se transfiere a la ADP-
ribosa, formando 2’-O-acetyl-ADP ribosa.

Sir3

Sir3 no posee actividad enzimatica conocida, pero juega un papel estructural en el
ensamblaje de la cromatina silenciosa. Sir3 es reclutado al silenciador de forma
independiente del complejo previamente formado Sir2-Sir4. Los primeros 214
aminoacidos de Sir3 muestran un 50% de identidad con el amino terminal de Orcl.
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El dominio N-terminal de Orcl no se requiere para la replicacion pero si para el
silenciamiento mediante la unién de Sirl [35]. El dominio de union de Sirl en Orcl
no se encuentra conservado en Sir3, razon por la cual Sir3 no interacciona con
Sirl.

Sir3 es fosforilado, sin embargo, no se conoce si esta fosforilacion regula su
actividad. Sir3 es hiperfosforilado en respuesta a choque térmico, limitacién de
nutrientes, feromona de apareamiento, y estos cambios en fosforilacion
correlacionan con cambios en el silenciamiento [36-37].

Estas observaciones apuntan a que el silenciamiento es sensible a las
condiciones ambientales, quiza como resultado de la accion de vias de
sefalizacion con cinasas que tienen como blanco a las proteinas Sir.

Sir4

Al igual que Sir3, Sir4 no posee actividad enzimatica conocida pero desempefia un
papel estructural en la formacién de la cromatina silenciosa. Sir4 interacciona con
proteinas de union a los silenciadores como Rapl y a su vez se requiere para la
asociacion con Sir2 y Sir3. Sir4 también interacciona con Dis1l/Risl, un miembro
de la familia Swi/Snf que hace permisible la cromatina silenciosa para la
recombinacion durante el cambio fenotipico de la informacién de tipo de
apareamiento [38].

Sir4 interacciona con dos hidrolasas de ubiquitina, Dot4 y Ubp3. La pérdida de
la actividad de Dot4 resulta en una disminucion del silenciamiento subtelomérico
[39].

Ku70y Ku80

En eucariotes, Ku es un heterodimero constituido por dos subunidades. Para S.
cerevisiae estas subunidades son de aproximadamente 70 y 80 kDa, conocidas
como Ku70 y Ku80 y codificadas por los genes HDF1 y HDF2, respectivamente.
Las proteinas Ku se han mantenido a lo largo de la evolucion de los eucariotes
resaltando su vital importancia en procesos celulares, e incluso homélogos de Ku
han sido identificados en organismos de los dominios Archea y Bacteria. La mayor
parte de la proteina Ku se encuentra principalmente en el nucleo y de forma
estable al formar el complejo Ku70-Ku80. Este complejo tiene funciones celulares
en la proteccion de los telomeros, en la reparacion de cortes de doble cadena en
el DNA, en rearreglos génicos, movimiento de elementos genéticos moviles y
transcripcion. Cuando el complejo Ku se localiza en los telomeros, este regula su
extension, los protege de la recombinacién y degradacion nucleolitica, determina
en parte su localizacion nuclear y promueve el silenciamiento transcripcional de
los genes proximos al telomero (TPE).

En S. cerevisiae, se ha mostrado que Ku participa en la localizacién de los
telomeros en la periferia nuclear [40], y se requiere para el establecimiento del
silenciamiento transcripcional de genes localizados en regiones subteloméricas
[27-28]. Uno de los papeles clave de Ku en la proteccion del extremo del telomero,
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es limitar la actividad de nucleasa responsable de la degradacion de las citosinas
gue generan la cola de guanina de cadena sencilla al final de los telémeros.

La re-sintesis de la cadena de citosinas al final del telomero al final de la fase S
puede ser defectuosa en células deficientes de Ku [41]. Como consecuencia de
esta estructura anormal, las células que carecen de Ku son termosensibles. Esta
termosensibilidad es mas probable que se deba a defectos en el mantenimiento
del teldmero, que a un defecto generalizado en la reparacion del DNA, puesto que
la sobreexpresion de componentes del complejo de la telomerasa como TLC1,
EST1 y EST2, suprime parcialmente la termosensibilidad en cepas deficientes de
Ku [27, 42-43]. Mutantes de Ku en S. cerevisiae son termosensibles a 37 °C [44], y
sus telomeros son mas cortos en longitud respecto a cepas silvestres [27-29].
Estos mismos fenotipos también han sido observados en C. glabrata, en los que
mutantes nulas de HDF1 y HDF2 presentan acortamiento de los telomeros [21], ¥
termosensibilidad a 45 °C (este trabajo, Figura S6).

Ku también puede mediar el control de la longitud de los teldbmeros al secuestrar
componentes del nucleo catalitico durante la fase G; del ciclo celular [45].Ku
interacciona genéticamente con componentes del complejo de la telomerasa que
incluyen Cdcl13, Tlcl, Estl, Est2 [45-49].

Rifl

En S. cerevisiae Rifl interacciona con Rapl[30] y con Rif2 [50]. Estas tres
proteinas regulan negativamente la longitud de los teldmeros y aunque se requiere
de Rapl para la union de Rifl y Rif2, son estas ultimas dos proteinas las que
estan involucradas en el mantenimiento de la longitud de los teldmeros. En cepas
en las que se dirige artificialmente Rifl o Rif2 a los telomeros en mutantes en el C-
terminal de Rapl (dominio de interaccidbn con Rifl/2) el acortamiento de los
telomeros es proporcional al nimero de moléculas reclutadas [51].

En Schizosaccharomyces pombe Rifl se localiza de forma heterogénea en el
nacleo en células silvestres, pero colocaliza con los telomeros en cepas rapl.
Esto sugiere que solo una fraccién de las moléculas de Rifl estan unidas a los
telomeros en una cepa silvestre [52].

En C. glabrata no existe un ortélogo para Rif2 pero si para Rifl. Mutantes en
Rifl en esta levadura, tienen una reduccion casi completa del silenciamiento
subtelomérico.

Es posible que los defectos de silenciamiento observados en mutantes Rifl
sean provocados indirectamente por el cambio en la longitud de los teldmeros
producido.

~11 ~
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1.8 Silenciamiento de los loci de apareamiento HML y HMR en
Saccharomyces cerevisiae

En S. cerevisiae, los loci HML, MAT, y HMR que contienen la informacion que
determinan el tipo de identidad celular para el apareamiento (factores
transcripcionales a 6 o) se encuentran en el cromosoma lll. De estos 3 loci, HML y
HMR se encuentran silenciados y MAT es el locus activo (Figura 5).

En los loci HML y HMR el reclutamiento del complejo Sir se logra a partir de la
interaccién de proteinas que reconocen secuencias especificas en los elementos
llamados silenciadores E e | que se encuentran a ambos extremos de dichos loci.
Estos silenciadores contienen secuencias de unién para los factores esenciales
Rapl, Abfl, y el complejo ORC. Los sitios de union en el DNA para estas
proteinas se conocen como proto-silenciadores. Un solo sitio de unién de Rapl,
Abfl o el complejo ORC en muchos contextos puede potenciar la accién de un
silenciador cercano sin poseer actividad de silenciador por si solo [53]. En el
contexto natural de estos silenciadores dos de los tres sitos de unién de estos
factores son suficientes para producir el silenciamiento lo que indica que estos
factores de alguna forma tienen un efecto redundante para el reclutamiento del
complejo necesario para el silenciamiento en este locus [54]. Una explicacién
posible de esta redundancia se debe a que las distintas proteinas reclutadas por
estos sitios de union convergen en facilitar la union de Sir4-Sir2 que es la parte
activa del complejo de silenciamiento. Rapl recluta a Sir4, Abfl interacciona con
Sir3, Sir3 interacciona con Sir4, el complejo ORC tiene afinidad por Sirl, mientras
que Sirl interacciona con el amino terminal de Sir4. Mutaciones en los genes que
codifican para Abfl, Rapl y subunidades del complejo ORC irrumpen el
silenciamiento en estos loci [55-58].

A diferencia del silenciamiento subtelomérico, en el silenciamiento de los loci

de HML y HMR participa la proteina Sirl. Esta proteina juega un papel en el
establecimiento del silenciamiento al facilitar el ensamble de las otras proteinas Sir
en estos silenciadores. Sin embargo Sirl no es esencial para mantener el
silenciamiento una vez establecido, y no se propaga junto con el complejo Sir2,3,4
a sitios mas alla de los silenciadores [59]. En C. glabrata no se encuentra presente
un ortélogo de Sirl.
En su contexto cromosémico, la delecion de HMR-E lleva a una completa
desrepresion de HMR, mientras que una delecion de HMR-I no tiene efecto en un
contexto silvestre, pero si en presencia de otras mutaciones que debiliten el
silenciamiento [60]. Por otra parte cualquiera de los silenciadores E e | de HML
puede mediar el silenciamiento en ausencia del otro [61].

A pesar de que Rapl, Abfl y ORC muestran muy poca similitud estructural,
existe una redundancia de funciones para la formacién del silenciamiento en estos
loci.
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Figura 5. Dominios silenciados en los loci de apareamiento HML, HMR vy los telémeros (flechas
negras). El locus MAT es el Unico locus transcripcionalmente activo entre los loci de apareamiento.
Los loci HML y HMR contienen los silenciadores E (por Esencial) e | (por Importante), que
mantienen la represion de los genes de factores transcripcionales codificados en el interior del
locus. Estos silenciadores contienen sitios de unién para Rapl, Abfl y ORC. Imagen tomada de
Epigenetics© 2006 Cold Spring Harbor Laboratory Press [18].

1.9 Modelos de silenciamiento transcripcional en levaduras

En el silenciamiento transcripcional, en el que se asume que la represion
transcripcional de los genes se debe a su localizacion en los cromosomas y no a
Su secuencia, se han propuesto dos modelos para explicar como se inhibe la
transcripcion. El modelo de impedimento estérico apunta a que el silenciamiento
inhibe la unidon de proteinas activadoras [19, 62], o del complejo de la RNA
polimerasa Il [63], con sus sitios de union al DNA. El otro modelo propone que los
activadores y la RNA polimerasa Il si tienen acceso a sus sitios blanco, pero existe
un impedimento en otro punto posterior del proceso de transcripcion (downstream
inhibition model) [64].

Existen evidencias que apoyan parcialmente cada uno de estos modelos. El
modelo de impedimento estérico lo apoyan ensayos que evallan la accesibilidad
al DNA de distintas proteinas o enzimas. Las regiones de la cromatina que se
encuentran silenciadas son menos accesibles a la metiltransferasa de DNA Dam
[19], enzimas de restriccion [62], proteinas requeridas para la reparacion del DNA
[65] y a la endonucleasa HO [66]. Evidencia que pareciera ir en contra de este
modelo proviene de estudios en los que la sensibilidad a la nucleasa micrococal es
mayor en la regién silenciada del promotor HML« y en el DNA entre ambas cajas
TATA, que en las regiones equivalentes del locus MATa que se encuentra
transcripcionalmente activo [67].

Por otro lado existe evidencia que apunta hacia el modelo de inhibicion
posterior a la union de las proteinas activadoras. La proteina de unién a la caja
TATA (TBP), y la RNA Polimerasa Il se encuentran presentes en el promotor de
HMRal aun cuando el gen esta silenciado. De igual forma el factor de
transcripcion de choque térmico (HSF), la TBP y la polimerasa Il ocupan el
promotor de un transgen HSP82 silenciado al insertarse en el locus de HMR-E
[64].
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Otros autores encuentran resultados que tienen puntos que refutan las
interpretaciones del modelo de impedimento estérico y las del modelo de inhibicién
corriente abajo, dado que en términos cualitativos ambos se presentan en distinta
proporcidén y sus efectos pueden ser independientes. Ante esto se plantea una
solucion intermedia en la que el silenciamiento puede ser considerado en términos
de una reduccion de la probabilidad de que la RNA polimerasa Il ocupe los
promotores de los genes silenciados [68].

1.10 Silenciamiento y orientaciéon de los elementos silenciadores

En algunos casos se ha observado que la orientacion de los elementos
silenciadores tiene un efecto sobre la direccion hacia la cual se favorece el
silenciamiento. En el locus HML la inversién del silenciador | incrementa el
silenciamiento fuera del locus mientras que debilita el silenciamiento hacia la parte
interna del locus [69]. Sin embargo, los alrededores de HML no presentan
actividad detectable de elementos de barrera. Esto sugiere que algunos de los
silenciadores delimitan un dominio represivo mediante el establecimiento
unidireccional del silenciamiento [69-70]. Para HMR-E y HML-I, la direccionalidad
de estos silenciadores tiene correlacion con un posicionamiento asimétrico de los
nucleosomas. El arreglo y composicién de los sitios de union de Abfl, ORC1 y
Rapl en estos silenciadores genera una asimetria funcional en la propagacion del
silenciamiento. La propagacion del complejo Sir a lo largo de la cromatina
depende de su asociacion con los nucleosomas y posiblemente requiera de un
arreglo continuo de nucleosomas cercanamente posicionados. Especificamente
los nucleosomas estan establemente posicionados cerca del sitio de union de
Abfl, y el silenciamiento se presenta de forma preferente en el lado Abfl de estos
silenciadores [71].

1.11 Dominios estructurales y funcionales de la cromatina

La cromatina en los organismos eucariotas se encuentra finamente regulada para
permitir la expresion de un conjunto particular de genes cuando son requeridos. El
genoma eucariota se encuentra organizado principalmente en dos dominios
estructurales activos e inactivos. Distintos elementos reguladores y las proteinas
de accion en trans que actian en los elementos reguladores como potenciadores
(enhancers), promotores, silenciadores y regiones de control del locus mantienen
la expresion de los distintos genes en el genoma. Los dominios inactivos en un
momento particular se conocen como heterocromatina y los dominios en los que
principalmente se encuentran los genes transcripcionalmente activos se conocen
como eucromatina. Estos dos dominios se encuentran dispersos en todo el
genoma.
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1.12 Elementos de frontera o elementos aislantes

Los distintos dominios de expresion de la cromatina se mantienen separados por
elementos de frontera o elementos aislantes (“boundary elements o insulators”).
Estos elementos evitan que los efectos de activacion o represion de una region del
genoma afecten los niveles de expresion de genes adyacentes.

Los insulators han sido identificados en muchos genomas eucariotes, lo que
sugiere que estos elementos tienen un papel conservado para definir los dominios
de expresion génica [72-73]. La mayoria de los insulators tienen dos propiedades
principales: una actividad anti-enhancer que bloquea la comunicacion entre un
enhancer y el promotor (enhancer-blocker insulator) y una actividad anti-
silenciadora (barrier insulator), que previene la propagacion de la cromatina
silenciosa. Sin embargo, no todos los insulators poseen las dos propiedades
anteriormente descritas y en otros casos ambas pueden ser separadas en dos
regiones diferentes; tal es el caso del insulator H4 del gen de la B-globina de pollo
[74].

1. 13 Mecanismos de la actividad de frontera

Los mecanismos por los cuales los insulators ejercen su funcién son variados por
lo que un solo mecanismo general no puede proponerse. Las ideas actuales de los
mecanismos de accién conjuntan el reclutamiento de factores transcripcionales,
complejos remodeladores de la cromatina, desplazamiento o eliminacion de
nucleosomas de una regién, localizacion de las regiones en ciertos dominios
nucleares y la formacion de dominios de la cromatina topolégicamente
incompatibles para la propagacion del silenciamiento o para la activacién génica.

Algunos promotores fuertes pueden funcionar como barreras del
silenciamiento. Los genes TEF1 y TEF2 de S. cerevisiae y TEF de Ashbya
gossypii son resistentes al silenciamiento transcripcional en el locus HML, es decir
funcionan como barreras que impiden el silenciamiento originado por elementos
silenciadores que flanquean dicho locus. Las secuencias ubicadas en el UAS de
TEF2 son necesarias y suficientes para la actividad de barrera. Paraddjicamente,
en esta region del UAS, las secuencias que funcionan como barrera se localizaron
en tres repeticiones con variantes de la secuencia consenso de unién de Rapl.
Mutaciones en esta secuencias consenso eliminan el efecto de barrera. [75]

La doble funcionalidad de las proteinas que interactian con muchos de los
insulators afiade un grado mas de complejidad en la resolucion del mecanismo por
el cual estos elementos de frontera separan dos dominios. Rapl es una proteina
“bioldgicamente compleja”, la cual dependiendo del contexto puede mediar
silenciamiento, activacion de la transcripcion, y posiblemente una funcion de
barrera. Estas funciones opuestas se localizan en diferentes dominios de la
proteina [76]. La proteina Rapl se une a muchos sitios a lo largo del genoma y
actia como un regulador transcripcional global tanto para la activacion como para
la represion [77], para la regulaciéon de la longitud de los teldmeros y en el
silenciamiento subtelomérico. En este sentido Rapl se comporta como la proteina
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con dedos de zinc Su(Hw) en Drosophila, la cual se une al elemento transponible
gypsy que funciona como un insulator. En otros loci, Su(Hw) funciona como
activador o represor [78]. EI mecanismo de insulator mediado por Su(Hw) en
gypsy so6lo es mediado en presencia de la proteina mdg4, ya que en ausencia de
mdg4, Su(Hw) actia como un silenciador que promueve la formacion de
heterocromatina en forma bidireccional. Finalmente, la proteina altamente
conservada en vertebrados CTCF, que se une al insulator H4 del locus de la B-
globina de pollo, también esta implicada en funciones de activacién y de represion.

1.14 Importancia del contexto genémico en la expresion génica.

Es importante notar que el efecto a favor de la activacion o de la represion que
median estas proteinas en comun es mediado por el contexto gendémico en
particular. El balance global de todos los elementos reguladores que puedan
ejercer funcion sobre un locus y sus interacciones especificas con las proteinas o
complejos reclutados por dichos elementos, determina los niveles de expresion en
el locus. La fuerza o potencial de un elemento barrera esta determinada por la
fuerza de los elementos silenciadores en una region. La secuencia ETC4 (extra
TFIIIC sitio 4), que es un sitio de unidn del complejo TFIIC de la RNA polimerasa
Il en S. cerevisiae funciona como una barrera para la propagacion del
silenciamiento al exterior del locus HMR [79], pero si se coloca en el interior de
dicho locus solo funciona como una barrera débil. De igual forma la efectividad de
un insulator esta influida por la fuerza de un promotor o un enhancer, lo que indica
gue existe una competencia entre el insulator con el promotor o con un enhancer
[80-81].

En otros casos, la frontera entre los dominios de eucromatina vy
heterocromatina no esta ubicada en un punto muy definido del genoma, sino mas
bien puede manifestarse como una zona de competencia entre dos actividades
enzimaticas, o como una zona en la que la remocion del sustrato del complejo Sir
evita su propagacion. En S. cerevisiae la mutante de la desacetilasa de histonas
rpd3A conlleva a una mayor propagacion del complejo Sir en regiones
subteloméricas y a la represiéon de genes subteloméricos [82]. Un mecanismo
propuesto de como Rpd3 funciona en la formacion de fronteras en la cromatina es
por la remocion del sustrato de Sir2. Se propone que Rpd3 desacetila residuos de
lisina equivalentes a los que desacetila Sir2 en las histonas H3 y H4. Esta
remocion del sustrato conlleva a que Sir2 no pueda producir O-acetil-ADP ribosa
(OAADPR) por el consumo de NAD". La ausencia de OAADRP no permite a su
vez la union de Sir3, que requiere de dicha molécula para su unién a la histona, lo
gue previene la propagacién del silenciamiento [83].
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1.15 Los Telbmeros

Los teldmeros son los extremos de los cromosomas lineales eucariotas y
contienen una serie de secuencias cortas y repetitivas distintivas de cada especie.
Estas estructuras se encuentran libres de nucleosomas pero se encuentran
cubiertas por complejos de proteinas que participan en diversas funciones.
Algunos de los complejos son esenciales para mantener la integridad del genoma
al proteger los extremos de los cromosomas de la degradacién y fusion durante la
proliferacion celular. Las regiones cercanas a los teldmeros son propensas a
rearreglos cromosomales y a duplicaciones.

En S. cerevisiae la secuencia de los repetidos teloméricos es frecuentemente
denotada como G;.3T; sin embargo, un consenso mas preciso es T(G)2.3(TG)1-6
[84]. La mayoria de las cepas poseen aproximadamente entre 350-500 pb de
estos repetidos. En C. glabrata la secuencia de los repetidos teloméricos es
GGGTGCTGTGGGGTCT [85], esta secuencia corresponde con una secuencia
dentro del gen TLC1 (GGGTACTGTGGGGTCTGGGTGCTG), el cual codifica para
un RNAnNc que es parte del complejo de la telomerasa [86]. A partir de este molde,
la telomerasa copia la secuencia para los repetidos del teldbmero. En la cepa
silvestre de laboratorio BG2 [87], los repetidos teloméricos pueden tener un
consenso mas general GGGTDCTGT(Gs.5)TCT, (D, A/G/T). Este ligero grado de
diversidad de la secuencia puede ser debido a sintesis abortiva en diferentes
puntos a lo largo del molde, degradacién nucleolitica y/o replicacién
semiconservativa incompleta en los tractos duplex de los repetidos. Los extremos
del telémero son altamente dindmicos, debido a un balance entre procesos de
acortamiento y extension mediado por la telomerasa. La telomerasa actia
preferentemente solo en un grupo de telémeros en cada ciclo celular [88]; estas
caracteristicas reflejan la particularidad de los telomeros de ser heterogéneos en
extension, incluso en un mismo teldmero entre dos células.

Otra caracteristica de los telomeros es la presencia de una extension de
cadena sencilla de guanina (G) en el extremo 3’ del telémero. Esta secuencia que
sobresale del extremo es protegida por la proteina Cdc13 y es blanco de un gran
namero de complejos. Dicha secuencia también es sustrato de la telomerasa y a la
par de un gran numero de proteinas que regulan su actividad.

En S. cerevisiae, en el DNA adyacente a los telomeros se encuentran dos
tipos de elementos con secuencias repetitivas llamados X y Y'. El elemento X se
encuentra presente en todos los telomeros. Dentro de X y Y’ se encuentran
elementos que bloguean la propagacion del silenciamiento llamados STARs (del
inglés subtelomeric antisilencing regions) [32, 89] (Figura 6). Estos elementos
generan dominios discontinuos en la propagacion del silenciamiento telomérico, al
funcionar como insulators. Cuando dos STARs flanquean un gen reportero, su
expresion no esta influida por elementos silenciadores circundantes, a pesar de
que estos siguen siendo activos en un segundo gen reportero no flanqueado por
STARs [89]. El analisis de los elementos de barrera en los STARs indica que estos
contienen sitios de unién para los factores transcripcionales Rebl y Tbfl [32, 89-
90]. Es posible que los efectos de barrera de los STARs permitan delimitar un
compartimiento particular de la region subtelomérica respecto a otros efectos del
genoma.
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Figura 6. Los teldbmeros de S. cerevisiae se clasifican en dos categorias principales: los que
contienen el core X y los que contienen el core X+Y'. Las secuencias STARs y STRs en los
elementos X y Y’ contienen elementos que bloquean la propagacion de la heterocromatina y dejan
una region de represién reducida. El plegamiento a través de proteinas entre elementos del core X
y el telémero puede dejar areas no reprimidas entre los puntos de contacto. Obsérvese que la zona
y nivel de silenciamiento representado en gris en la parte inferior de cada telémero es discontinuo
en los telémeros con extremos X y X+Y’, y continuo en los telomeros artificiales truncados en los
que la insercion del reportero reemplaza importantes elementos subteloméricos. Imagen tomada de
Epigenetics© 2006 Cold Spring Harbor Laboratory Press [18].
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2. ANTECEDENTES DIRECTOS

Previamente se ha demostrado que diversas regiones subteloméricas de C.
glabrata se encuentran silenciadas, tanto los genes EPA nativos en ellas, asi
como reporteros insertados en estas regiones. La maquinaria de silenciamiento en
C. glabrata es analoga a la de S. cerevisiae, que ha sido mejor estudiada. Este
silenciamiento depende de las principales proteinas de silenciamiento
subtelémerico. Se ha mostrado que en C. glabrata el silenciamiento subtelémerico
depende de las proteinas Rapl, Sir2, Sir3, Sir4, Rifl y Ku70/Ku80 [14, 21, 91]. Sin
embargo, estas proteinas de silenciamiento participan en diferente grado en
distintas regiones subteloméricas [21]. Ademas de esto, la expresion de distintos
genes EPA estudiados (EPA1 a EPA7) se regula de forma diferente por las
mismas proteinas de silenciamiento subtelomérico (Figura 7). Por ejemplo, Rifl
tiene un efecto fuerte de regulacién negativa sobre la expresion de EPA6, mientras
gue solo tiene un ligero efecto en la expresion de EPA7, a pesar de que ambos
genes estan localizados a una distancia similar del telomero en el cromosoma C
(teldmeros C-_ y C-g respectivamente) [14, 21]. Por distintas inserciones de URA3
asi como por los ensayos de expresion de los genes EPA en el locus
subtelomérico E-r sabemos que a pesar de que una region de la cromatina
subtelomérica no esté silenciada, los genes EPA en dicha region pueden no
expresarse si no se presentan las condiciones adecuadas para su activacion. En
el locus subtelomérico E-g, inserciones independientes de URA3 al 5’ y al 3’ de
EPAS3 se encuentran silenciadas en una cepa wt y se expresan en mutantes sir34;
sin embargo, en cepas sirBA no hay expresion de EPA3 a pesar de que
aparentemente su dominio no esta silenciado (Figura 7).
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Figura 7. Niveles de transcrito de los genes EPA1 a EPA7 en cepas de C. glabrata en fase
estacionaria. Los niveles de expresion se obtuvieron mediante un ensayo de proteccién a la
nucleasa S1 [14].
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Por tal razén las mediciones de expresion del reportero URAS3 para inferir el
estado general de la cromatina en una regidon, no se pueden correlacionar
directamente con la expresion de los genes propios de un locus. Estos datos
sugieren la existencia de una capa de regulacion adicional y especifica que
controla de forma diferencial cada region subtelomérica y cada gen. La regulacion
diferencial de cada region subtelomérica es determinada por su composicion y
distribucion de elementos en cis.

En estudios previos se encontrd que existe una region de regulacion negativa
presente entre EPA3 y el telbmero E-gr. Esta secuencia puede mediar el
silenciamiento del gen reportero URA3 cuando se coloca adyacente a éste a una
distancia de 32 kb de su telomero nativo E-g. Cuando se elimina Sil2126 del
sistema reportero Sil2126-URA3 a 32 kb del teldmero, se pierde el silenciamiento.
(Figura 8).

-32 kb YPD 5-FOA ~ Silenciamiento

Sil URA3 TelEw  (Total de células)  (Proporcion silenciada de células)

o d[eeee. | [0, | ++ 4+
-32 kb

| d[eeee° ]| | | -

Figura 8. Una secuencia subtelomérica del cromosoma E-g produce silenciamiento de un reportero
URAS3 ubicado a 32 kb del telémero.

La presencia de este tipo de secuencias en las regiones subteloméricas de C.
glabrata proporciona evidencia a favor de la nocion de que existen diferencias en
el nivel de silenciamiento y participacion diferencial de las proteinas en el
silenciamiento de distintas regiones subteloméricas.

Otra caracteristica adicional del teldmero E-g, es que a diferencia de los otros
telomeros estudiados en esta levadura asi como en S. cerevisiae, el
silenciamiento subtelomérico es aparentemente independiente de Ku70 y Ku80 en
inserciones de URA3 y para la expresion de los genes EPA de este locus.

El estudio de estas regiones cromosOmicas en cuanto a la composiciéon de
elementos en cis asi como las proteinas y complejos que se asocian a ellas, es
importante para comprender a mayor detalle como es la regulacién de algunos de
los principales genes de virulencia en este patdgeno. Este conocimiento también
aporta informacién para entender procesos basicos de la naturaleza funcional de
la cromatina subtelomérica.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Inicialmente se consideraba que el silenciamiento subtelomérico en C. glabrata era
una forma de represibn homogénea a lo largo de las regiones cercanas a los
telomeros; sin embargo, como sugieren los datos presentados en la seccion de
antecedentes, el hecho de que la regulacién tanto de la expresiéon de un gen
reportero insertado en estas regiones (TPE), como la expresion diferencial de los
genes EPA localizados en regiones subteloméricas, indica que cada telomero
tiene una regulacion particular. La expresion que finalmente se observa de los
genes presentes en estas regiones depende del contexto de cada telémero
particular incluyendo las secuencias en cis presentes en las regiones
subteloméricas y de la accesibilidad de las proteinas que actian en trans para
regular este proceso.

En S. cerevisiae y en C. glabrata, el silenciamiento subtelomérico en los
telomeros estudiados depende entre otras proteinas del heterodimero Ku70/Ku80.
Sin embargo, en el brazo derecho del cromosoma E (E-g), se encontré que el
silenciamiento no depende de estas proteinas [21]. Este caso es el unico telomero
estudiado en el cual el silenciamiento subtelomérico no depende de Ku70 y Ku80.
Ademas, la region subtelomérica en E-g posee en la cercania inmediata al
telomero, un elemento silenciador (Sil2126) cuya funcion también es
independiente de Ku70 y Ku80. Es posible, por tanto, que Sil2126 posiblemente
tenga una funcion en el silenciamiento de este telémero.

HIPOTESIS

El elemento silenciador Sil2126 presente en el brazo derecho del cromosoma E (E.
r), mediante la union de factores en trans, realiza una funcion redundante con la
que llevan a cabo Ku70 y Ku80 en el silenciamiento, lo que resulta en que el
silenciamiento en este teldbmero sea aparentemente independiente de las
proteinas Ku.
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4. ESTRATEGIA

Para estudiar el silenciamiento subtelomérico y el elemento Sil2126, se siguié un
enfoque genético con inserciones del reportero URA3 o del sistema Sil-URA3 en
diferentes regiones cromosémicas. Estas inserciones del sistema Sil-URA3
permiten estudiar distintas configuraciones del elemento Sil2126 en cuanto a
extension, localizacion, orientacidon, y a su dependencia de proteinas de
silenciamiento.

El silenciamiento de los genes nativos EPAl, EPA2 y EPA3 del locus en el
telomero E-r se estudio por RT-PCR.

Los analisis de expresion de los reporteros URA3 permiten hacer una correlacion
entre el estado transcripcional general de la cromatina en una region, con los
niveles basales de expresion de los genes EPA en dicho locus.
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5. OBJETIVO GENERAL

Estudiar con mayor detalle el silenciamiento subtelémerico en Candida glabrata,
con especial énfasis en la determinacion de las propiedades funcionales del
elemento de regulacion negativa Sil2126 presente en el brazo derecho del
cromosoma E (E-r) donde se encuentran codificadas las adhesinas EPA1, EPA2 y

EPAS.

OBJETIVOS PARTICULARES

>

Determinar la participacion de distintas proteinas de silenciamiento
subtelomeérico en la represion mediada por Sil2126.

Delimitar o acotar los principales elementos funcionales dentro de la region
de Sil2126.

Determinar si la funcion de represion de Sil2126 depende del contexto del
telomero.

Establecer si la funcion del elemento Sil2126 depende de su posicidén y
orientacion.

Determinar si la presencia de Sil2126 influye en la expresion de los genes
EPA en el brazo derecho del cromosoma E.

Proponer algan mecanismo funcional que expligue como elementos
subteloméricos (tales como Sil2126) determinan el silenciamiento particular
de cada teldbmero y como se generan dominios discontinuos en el
silenciamiento.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Cepas, plasmidos y oligonucledtidos.

Las cepas de E. coli y de C. glabrata, los oligonucledtidos y los plasmidos
utilizados en este trabajo se presentan en las tablas respectivas en la seccion de
anexos.

6.2 Construccion de vectores para analizar el silenciamiento

Para la construccion de los distintos vectores empleados en este estudio se
utilizaron técnicas béasicas de Biologia Molecular. Las enzimas de restriccion
empleadas fueron en su mayoria de New England BioLabs® Inc. y en menor
medida de Invitrogen Life Technology® y Roche Applied Science®. Para las
reacciones de ligacién se utilizé la T4 DNA Ligasa® (Promega) y T4 DNA Ligasa
(NEB).

Para poder estudiar las propiedades de la region de regulacién negativa
Sil2126 ubicada entre EPA3 y el telomero E.g, se construyd un vector base sobre
el vector integrativo pYIPlac211. En pYIPlac211 la secuencia Sil2126 fue clonada
adyacente a una secuencia para su integracion en el genoma de C. glabrata a 32
kb de los repetidos teloméricos del mismo telomero donde se encuentra en forma
nativa [21]. En este vector, hacia el extremo 3 de Sil2126 se encuentra el
reportero URA3 de S. cerevisiae bajo el control de su mismo promotor (Figura 9).
La orientacién del promotor de URA3 es distal a Sil2126. El vector resultante
llamado pAP430 fue la base para la construccion de muchos otros de los vectores
construidos para la integracion del sistema Sil2126-URA3 en otros cromosomas y
para los vectores con la serie de deleciones en la secuencia de Sil2126.
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Figura 9. Vector integrativo base para estudiar las propiedades del elemento Sil2126, en cuanto a
extension posicion y orientacion. Los triangulos negros representan las repeticiones telomericas.

6.3 Delimitacién de laregién silenciadora Sil2126

La regién de regulacién negativa inicialmente clonada consta de 2126 pb. Es
posible que los elementos funcionalmente importantes estén contenidos en una
region mucho mas pequefa. Para estudiar con mayor detalle este punto se
construyeron versiones progresivamente mas cortas de dicha region. Para las
construcciones mas cortas al 3’ de esta region, se utilizaron los sitios de restriccion
presentes en forma nativa y se realizaron digestiones dobles usando un sitio
interno en Sil2126 y un sitio externo al extremo 3'. Tras la digestion doble los
plasmidos fueron religados. Para las construcciones mas cortas al 5’ se disefiaron
primers Fw a diferentes distancias del extremo 5’ que incorporan el sitio Sall y que
hacen pareja con un unico primer Rv que hibrida en el extremo 3’ de Sil2126 y que
incluye el sitio BamHI. Los productos de PCR fueron sustituidos por el fragmento
BamHI-Sall en pAP430. Los distintos vectores construidos se muestran en la
Tabla 1.
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Tabla 1. Vectores integrativos y su tamafio remanente de la regién Sil2126 utilizados para localizar
los principales elementos funcionales de Sil2126.

Plasmido Tamafio Remanente de
(pb) Sil2126 en (pb)
pAP430 6583pb 2126pb
Deleciones al 3' de Sil2126 sobre pAP430
pAP566 6254 1810
(Smal-EcoNI)A
pAP567 5686 1241
(Acc65-BsrGl)A
pAP568 5307 866
(Smal-Pacl)A
pAP569 5134 694
(Smal-Bsiw1)A
pAP570 4859 416
(Smal-Hpal)A
pAP571 4777 334
(Smal-BseRI)A
pAP572 4553 106
(Smal-Nhel)A
pAP509 4454 0
(BamHI-Sall)A
Deleciones al 5’ de Sil2126 sobre pAP430
pAJ7 6321 1864
pAJ6 6121 1664
pAJ5 5845 1388
pAJ4 5355 899
pAJ3 4961 506
pAJ29 6544 2087
pAJ30 6515 2058
pAJ31 6468 2011
pAJ32 6423 1996
pAJ33 6379 1922
Delecion doble, al 5’ y al 3'de Sil2126 sobre
pAP430
pAJ1 5365 907
(5-334pb, 3'-
885pb)
Delecion en el interior de Sil2126 sobre pAP430
pAJ2 5674 1219
(334 - 885)A

6.4 Comprobacion de las construcciones en plasmidos

Para la comprobacion de los plasmidos se realizaron reacciones de PCR con
oligonucledtidos especificos (ver tabla en anexos), asi como digestiones con
enzimas de restriccion para determinar la presencia u orientacion correcta de las
secuencias de interés. Las enzimas de restriccion empleadas fueron en su
mayoria de New England BioLabs® Inc. y en menor medida de Invitrogen Life
Technology® y Roche Applied Science®.
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6.5 PCR

Las reacciones de PCR para obtener los amplicones utilizados en la construccion
de los distintos vectores para integrar Sil2126-URAS3 en los cromosomas E, F, L y
M fueron realizadas con la DNA polimerasa de alta fidelidad Phusion™
(Finnzymes). Los fragmentos para construir los plasmidos con la serie de
deleciones al 5’ de la secuencia Sil2126 se amplificaron utilizando la polimerasa
de alta fidelidad Platinum® (Invitrogen).

Los PCRs diagnosticos de los plasmidos o de sus respectivas integraciones en
C. glabrata se realizaron utilizando la polimerasa Amplificasa® (Taq DNA
polimerasa, BIOGENICA) u otra Taq DNA polimerasa preparada en el laboratorio.

6.6 RT-PCR

Los ensayos de RT-PCR para EPAL se realizaron como se indica en el articulo
incorporado en esta tesis. Los RT-PCRs para EPA2 y EPA3 en la seccion de
datos adicionales fueron realizados de una forma similar utilizando una
temperatura de alineamiento de 52 °C para EPA2 y de 57 °C para EPAS; los
primers empleados se indican en la seccion de anexos.

6.7 Ensayos de crecimiento en medio 5-FOA para analizar el silenciamiento

Para medir el silenciamiento (expresion de URA3) se realizaron ensayos de
crecimiento de las distintas cepas en medio 5-FOA. Cuando existe una alta
expresion de URAS en presencia del compuesto 5-FOA, se produce un compuesto
toxico para la célula, de modo que el crecimiento en este medio correlaciona
directamente con el nivel de silenciamiento. Los detalles de la preparacion del
medio 5-FOA y del ensayo aparecen en la seccién 6.9-,5Yy 6.9-35.

6.8 Transformacion de Candida glabrata
La transformacion de C. glabrata se detalla en extenso en el apartado 6.9-,4y

6.9-3.4.

6.9 Analysis of Subtelomeric Silencing in Candida glabrata

Alejandro Juarez-Reyes, Alejandro De las Pefias, Irene Castafio

Yeast Genetic Networks: Methods and Protocols. Series: Methods in Molecular
Biology, Volume: (734), 279-301.
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Analysis of Subtelomeric Silencing in Candida glabrata

Alejandro Juarez-Reyes, Alejandro De Las Penas, and Irene Castano

Abstract

Analysis of gene function often involves detailed studies of when a given gene is expressed or silenced.
Transposon mutagenesis is a powerful tool to generate insertional mutations that provide with a selectable
marker and a reporter gene that can be used to analyze the transcriptional activity of a specific locus in a
variety of microorganisms to study gene regulation. Then the reporter gene expression can be easily
measured under different conditions to gain insight into the regulation of the particular locus of interest.
We have used transposon mutagenesis as a tool to generate insertional mutations with a modified Tn7
transposon containing the reporter gene URA3 (Tn7-URAS3) to study subtelomeric silencing in the
opportunistic fungal pathogen Candida glabrata. This method consists of two major steps: an in vitro
Tn7- URA3 mutagenesis of a plasmid containing the desired subtelomeric region to be analyzed, followed
by homologous recombination into the target region of the C. glabrata genome. As an alternative, a
fusion PCR protocol can also be used in which the URA3 reporter gene can be “fused” together with the
5" and 3’ regions of the desired insertion point by a two step PCR protocol. This fusion product can be
introduced into the C. glabrata genome by homologous recombination after transformation in the same
way as the Tn /- URA3 mutagenesis products. Once the URA3 reporter gene has been introduced in the
desired locus in the C. glabrata genome, a simple plate growth assay is performed to assess the expression
of the reporter gene.

Key words: Insertional mutagenesis, Modified Tn7- URA3 transposon, Fusion PCR, Subtelomeric
silencing, Candida glabrata, URA3 reporter gene

1. Introduction

The genomes of eukaryotes are organized into two distinct
domains, the transcriptionally active regions known as euchroma-
tin and the transcriptionally inactive domains or heterochromatin.
In heterochromatic regions, a specialized chromatin structure is
assembled which maintains the silencing of the majority of genes
present at this location. In Saccharomyces cerevisine and many other
microorganisms, there are several silenced regions throughout the
genome. One example is the region adjacent to the telomeres
(subtelomeric region) where the chromatin is assembled into a

Attila Becskei (ed.), Yeast Genetic Networks: Methods and Protocols, Methods in Molecular Biology, Vol. 734,
DOI 10.1007/978-1-61779-086-7_14, © Springer Science+Business Media, LLC 2011
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7. RESULTADOS

7.1 yKu70/yKu80 and Rifl regulate silencing differentially at telomeres in
Candida glabrata. Rosas-Hernandez LL, Juarez-Reyes A, Arroyo-Helguera OE,
De Las Penas A, Pan SJ, Cormack BP, Castano |: Eukaryot Cell 2008, 7(12):2168-
2178.

7.2 A protosilencer is responsible for yKu70/yKu80-independent

subtelomeric silencing on chromosome E-r in Candida glabrata. Alejandro
Juarez-Reyes, Alejandro De Las Pefias and Irene Castafo.
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Candida glabrata, a common opportunistic fungal pathogen, adheres efficiently to mammalian epithelial cells in
culture. This interaction in vitro depends mainly on the adhesin Epal, one of a large family of cell wall proteins.
Most of the EPA genes are located in subtelomeric regions, where they are transcriptionally repressed by silencing.
In order to better characterize the transcriptional regulation of the EPA family, we have assessed the importance
of C. glabrata orthologues of known regulators of subtelomeric silencing in Saccharomyces cerevisiae. To this end, we
used a series of strains containing insertions of the reporter URA3 gene within different intergenic regions through-
out four telomeres of C. glabrata. Using these reporter strains, we have assessed the roles of SIR2, SIR3, SIR4, HDF1
(yKu70), HDF2 (yKu80), and RIFI in mediating silencing at four C. glabrata telomeres. We found that, whereas the
SIR proteins are absolutely required for silencing of the reporter genes and the native subtelomeric EPA genes, the
Rifl and the Ku proteins regulate silencing at only a subset of the analyzed telomeres. We also mapped a cis element
adjacent to the EPA3 locus that can silence a reporter gene when placed at a distance of 31 kb from the telomere.
Our data show that silencing of the C. glabrata telomeres varies from telomere to telomere. In addition, recruitment
of silencing proteins to the subtelomeres is likely, for certain telomeres, to depend both on the telomeric repeats and

on particular discrete silencing elements.

Candida glabrata is a common opportunistic fungal pathogen
of humans, accounting for ca. 12% of Candida bloodstream
infections worldwide (30, 33, 38). Phylogenetically, C. glabrata
is closely related to Saccharomyces cerevisiae, and close homo-
logues of ca. 90% of S. cerevisiae genes can be found in the C.
glabrata genome.

C. glabrata is able to adhere tightly to mammalian epithelial
cells both in vivo and in vitro. This attribute is thought to be
important for Candida species to establish infection. Adher-
ence of C. glabrata to mammalian epithelial cells in culture is
mediated primarily by the adhesin Epal, a glycosylphosphati-
dylinositol-anchored cell wall protein. EPA! is a member of a
large gene family: in strain BG2 of C. glabrata we have char-
acterized at least 23 paralogues of EPAI, all encoding proteins
highly related to Epal in the N-terminal ligand-binding do-
main. Interestingly, most of these EPA genes are encoded at
regions immediately adjacent to the telomeres, where they are
transcriptionally silenced (9, 11). Transcription of at least some
of subtelomeric EPA genes can be derepressed by certain en-
vironmental signals, including limitation for vitamin precursors
of NAD ™" (12).

In eukaryotes, the telomeric region is condensed into a het-
erochromatic structure through the interaction between the

* Corresponding author. Mailing address: Divisiéon de Biologia Mo-
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telomere sequences and several protein factors that form non-
nucleosomal protein-DNA complexes called telosomes (41). In
S. cerevisiae the telomeres are around 350 bp in length and
consist of short heterogeneous tandem repeats with the con-
sensus sequence C, ;A/TG, 5 (10, 42). Rapl and the Ku het-
erodimer, yKu70/yKu80 (encoded by HDFI and HDF2, respec-
tively) bind to telomeric DNA. Rapl binds in a sequence-
specific fashion to the telomeric repeats, whereas the yKu70/
yKu80 complex binds to the telomere ends in a sequence-
nonspecific fashion (17, 25). Additional proteins localize to the
telomere through their interaction with Rapl; these include
the silencing proteins Sir2, Sir3, and Sir4 and the telomere-
length regulatory proteins Rifl and Rif2 (6, 35).

Adjacent to the telomere repeats, the DNA is organized into
nucleosomes in a heterochromatin-like conformation. The for-
mation of subtelomeric heterochromatin in S. cerevisiae is
modeled to initiate when Rapl binds to the telomere tracts
(about 10 to 20 Rapl molecules per telomere) (10), which
recruits Sir3, Sir4, and Sir2 (a NAD"-dependent histone
deacetylase). Sir2 catalyzes the deacetylation reaction of the
amino-terminal tails of histones H3 and H4. Sir3 and Sir4 then
spread to the adjacent chromatin through interactions with the
deacetylated histones (20, 37). In S. cerevisiae, it has also been
demonstrated that binding of yKu70/yKu80 to the telomere
facilitates the recruitment of Sir3 and Sir4 (17, 23, 25, 34, 39),
and in fact the yKu70/yKu80 complex is required for silencing
at all telomeres tested to date (4, 23, 25, 26, 31). The concerted
assembly of heterochromatin can propagate from 1 to 4 kb
from the end of the telomere, and genes located in this region
are consequently transcriptionally silenced. This silencing, also
known as telomere position effect (TPE), decreases precipi-
tously with distance from the telomere repeats (1, 16, 32). All
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of the proteins mentioned above play important roles in TPE.
In particular, S. cerevisiae mutants in RAPI, SIR2, SIR3, SIR4,
HDFI, or HDF?2 exhibit decreased levels of subtelomeric si-
lencing (1, 4, 16, 26).

In S. cerevisiae the Rif proteins compete with Sir3 and Sir4
for Rap1 binding and therefore have a negative effect on TPE
(19, 40). It is thought that deletion of either RIFI and/or RIF2
results in increased TPE because, first, more Rapl1 is available
to interact with Sir proteins in the absence of competition from
Rap1-Rifl or Rapl-Rif2 interactions and, second, because loss
of Rif proteins leads to telomere elongation and the conse-
quent ability to recruit additional Rapl1-Sir complexes to the
telomeres (14, 22, 40). Genetically, Rifl and Rif2 are antago-
nized by yKu70/yKu80 in TPE, since mutations in RIFI and
RIF2 restore wild-type levels of TPE to Adf1 and hdf2 mutants
(26, 27).

Previously, we and others showed that in C. glabrata the
subtelomeric silencing of several EPA genes depends on the
functions of the homologues of Rapl, Sir3, Sir4, and Rifl,
since null mutations in S/R3, SIR4, and RIFI and deletion of
the C-terminal 28 amino acids of Rapl1 leads to expression of
many EPA genes, resulting in a hyperadherent phenotype
when cells are grown under standard laboratory conditions (9,
11, 21). Interestingly, Rifl may have a different role in C.
glabrata subtelomeric silencing than has been characterized in
S. cerevisiae. C. glabrata rif] A mutants display loss of silencing
and increased expression of multiple EPA genes. This stands in
contrast to S. cerevisiae rifl A strains which show an increase in
subtelomeric silencing as assayed by expression of the reporter
gene URA3 placed at a truncated telomere (7, 9, 11, 19, 21, 22).

We describe here a systematic analysis of the role of Sir2,
Sir3, Sir4, Rifl, yKu70, and yKu80 on subtelomeric silencing in
four individual telomeres in C. glabrata. Our data show that the
function of Sir2, Sir3, and Sir4 are absolutely required for TPE
at all of the telomeric regions tested. However, the require-
ment for Rifl, yKu70, and yKu80 varies between subtelomeric
regions. In addition, we mapped a cis-acting DNA sequence
located 1.329 kb upstream from the start of EPA3, which func-
tions as a discrete silencing element and which could contrib-
ute to subtelomeric silencing at chromosome E. Together,
these data suggest that the silencing landscape of C. glabrata
telomeres is not homogenous and that unique sequence-spe-
cific characteristics of individual telomeres influence subtelo-
meric gene silencing and potentially the normal regulation of
different EPA genes.

MATERIALS AND METHODS

Strains. All strains used in the present study are listed in Table S1 in the
supplemental material.

Plasmids. All of the plasmids used in the present study are summarized in
Table S2 in the supplemental material.

Oligonucleotides. All of the primers used in the present study are listed in
Table 1.

Media. Yeast were grown on standard yeast media as described previously (36)
with 2% agar added for plates. Synthetic complete (SC) contains yeast nutrient
broth without NH,SO, at 1.7 g/liter and NH,SO, at 5 g/liter and supplemented
with 0.6% of Casamino Acids and 2% glucose. When needed, SC was supple-
mented with 25 mg of uracil/liter. To score for resistance to 5-fluoroorotic acid
(5-FOA; Toronto Research Chemicals, North York, Canada), 0.9 g of 5-FOA
and 25 mg of uracil/liter were added to the SC. Yeast extract-peptone-dextrose
(YPD) medium contains yeast extract at 10 g/liter and peptone at 20 g/liter and
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TABLE 1. Oligonucleotides used in this study

Primer Sequence (5'-3")* igzgd)

962 AATCCTGCAGCTATACAAGCCTTAC Pstl
AACAG

963 AGGCTGTCGACGATCTTGCATCAA Sall
CATAGCCC

1952 CCATAACCGACTCGAGATAGCCAC Xho
TTACTGTTAAGATTTG

2050 TAATGTTCTCCCGGGGCACCAGCA Xmal
AAGATCGATGTCACC

2051 CCAAAGCTTGAATGGCATCTGCTGT HindIII
GCAGAGAAATAC

2059 ATCTTGCTCGAGTGGTCTTG Xhol

2238 CGGGGTACCTTCGACTTGGTTGCAT Kpnl, Begl
ACGAGCATGTTTTGCTCGGG

2239 CCCAAGCTTATTCGCTATTTTTCTAT HindIIl
TCACAGAG

2240 GGAAGATCTCCCACTTTCTTTTTTT Bglll
GATAATTC

2241 CAAGGAGCTCCTTCGATTTGGTTGC Sacl, Begl
TATGAAAGAACCAGACAGTG

2244 CGGGGTACCTTCGACTACGATGCCA Kpnl, Begl
TGCTCTCGCTACTACCCC

2245 CCCAAGCTTAGCCTTTTTCTATGTA HindIIl
GACGC

2246 CTAGAGATCTCAGGTCGTATATATA Bglll
TCATTCTATATAACTC

2247 CAAGGAGCTCCTTCGAGTTGGTTGC Sacl, Begl
GATTCTATTTGGGACATTAGA
TGAG

2280 CGGGGTACCTTGTGCAGATGTGCCG Kpnl, Bsgl
TAGTACCTAAACTTGCCC

2281 CCCAAGCTTTTTTTATTATGAGTAC HindIII
AACAGTAGGTT

2283 CGCGGATCCTATTCTAACTTAATAT BamHI
ATATGCCCTATAATC

2284 CAAGGAGCTCTTGTGCAGTACAGCA Sacl, Bsgl

AATATCGACATATTAAATTCACC

“ Restriction sites are indicated in boldface.

is supplemented with 2% glucose. When required, YPD plates were supple-
mented with hygromycin (Invitrogen) at 400 wg/ml.

Bacteria were grown in LB medium as described previously (2). All plasmid
constructs were introduced into strain DH10 by electroporation, and carbenicil-
lin (Invitrogen) at a final concentration of 100 pwg/ml was added for selection of
plasmids. For LB plates, 1.5% agar was used.

Yeast transformation. Yeast transformation with digested or supercoiled plas-
mids was performed as previously described (8).

Construction of deletion strains. To generate all deletion derivatives in the
present study, we first constructed disruption plasmids for each gene to be
deleted (SIR2, SIR3, SIR4, HDF1, HDF2, and RIFI). Briefly, the 5’ and 3’
untranslated regions of each gene to be deleted were PCR amplified and cloned
into pPGEM-T (Promega). Each pair of fragments were subcloned into pAP599
(conserving the relative orientation of the chromosomal locus to be deleted)
flanking the hygromycin expression cassette. The plasmids generated in this way
were used to generate allele replacements of each gene to be deleted by homol-
ogous recombination in a one-step gene replacement procedure. Briefly, each
plasmid was digested with enzymes that cut at both ends of the cloned 5’ and 3’
flanking fragments, generating ends homologous to each specific gene to be
deleted in the C. glabrata genome. The released fragment was used to transform
C. glabrata selecting on plates supplemented with 400 pg of hygromycin/ml.
Homologous recombination and allele replacement of each locus was verified by
PCR analysis using a primer that anneals in the sequences external to the cloned
fragments and a primer annealing within the hygromycin cassette. We also
verified the absence of each gene deleted by the inability to PCR amplify an
internal fragment from each deleted gene.

5-FOA sensitivity assays. To assess the level of silencing of the URA3 gene
inserted at different positions throughout the four telomeres, we carried out a
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plate growth assay as described previously (9, 11). Briefly strains containing the
different URA3 insertions were grown in YPD for 36 h to stationary phase. The
cultures were adjusted to an optical density at 600 nm of 1 with sterile water, and
10-fold serial dilutions were made in 96-well plates. Then, 5 pl of each dilution
was spotted onto YPD, SC lacking uracil (SC—Ura), and SC+5-FOA plates,
followed by incubation 48 h at 30°C, and photographed.

Telomere length determination by Southern blotting. Genomic DNA from
wild-type (BG2), riflA (BG509), hdfIA (BG1080), hdf2A (BG1081), sir2A
(BG1048) and sir4A (BG1050) strains (see Table S1 in the supplemental mate-
rial) was digested with either ApaL1 or Sau3AI run on a 0.8% agarose gel, and
transferred to a Amersham Hybond-N membrane (General Electric). The blot
was hybridized to a 32-mer probe (CACCCAGACCCCACAGCACCCAGACC
CCACAG) end labeled with T4 polynucleotide kinase (New England Biolabs)
and [y->*P]ATP.

In vivo nonhomologous end-joining assay. Plasmid pGRB2.0 (C. glabrata CEN
ARS URA3; see Table S2 in the supplemental material) was linearized with
either BamHI or Smal to generate cohesive or blunt-ended plasmid molecules,
respectively. Supercoiled and linearized plasmids were gel purified by using a
Qiaquick gel extraction kit (Qiagen). Then, 500 ng of each gel-purified DNA was
used to transform the wild-type (BG14), hdfIA (BG1080), and hdf2A (BG1081)
strains. Serial dilutions of transformed cells were plated on SC—Ura plates,
followed by incubation at 30°C for 2 days. Colonies were counted on each plate,
and the relative efficiency of end joining was calculated as follows. First, the
efficiency of end joining (transformant recovery) was calculated for each strain as
the number of transformants obtained with linearized plasmid divided by the
number obtained with supercoiled plasmid. The wild-type efficiency for BamHI-
digested plasmid was then normalized to 1, and the relative efficiencies were
calculated dividing the transformant recovery in each case by the wild-type
efficiency obtained with each type of digested DNA.

Reverse transcription-PCR (RT-PCR). RNA was extracted from stationary
grown cells (36 h in YPD) using TRIzol reagent (Invitrogen) according to the
manufacturer’s instructions and treated with DNase I (Invitrogen). Synthesis of
c¢DNA and PCR were carried out as previously described using the ThermoScript
RT-PCR system (Invitrogen) (11). The RT primers used for each gene were as
follows: EPAI, TAACAGTGTTTTCGTTTGAT; EPA2, GAATGATTTCCTT
ATTAAAT; EPA3, TAATTTGATCAGTAGCACCG; EPA4/5, GTCAAAATT
CTGTAGTGAAAG; EPA6, GACTTAATGCACCATCATTG; EPA7, GCTTG
CCGGTAAATGATCT; and ACT1, CTTGGATTGAGCTTCGTC. The cDNA
synthesis reaction was carried out at 55°C for EPA1, EPA2, EPA3, EPA4/5, and
EPAG6; at 59°C for EPA7; and at 50°C for ACTI. We used the same reverse
primers for each gene of the PCRs and the following forward primers: EPAI,
GGGCTCAAAAACAGCTAAAG; EPA2, GGGATCAGATTATGCAAAAG;
EPA3, GCATGTTGATAGTTCCAAAA; EPA4/5, GCTAACATTACTGTATT
TCT; EPA6, GACTTAATGCACCATCATTG; EPA7, TACGGAAGAATGGT
TCGTAC; and ACT1, CGCCGGTGACGATGCTCC. The PCR was carried out
at 52°C for EPA1, EPA2, and EPA4/5; at 57°C for EPA3 and EPA7; at 55°C for
EPAG; and at 50°C for ACTI.

In all of the RNA samples and with every pair of primers, a no-reverse-
transcriptase reaction was included as a negative control. No bands were ob-
tained, indicating that the RNA preparations had no DNA contamination.

RESULTS

Subtelomeric regions at four different telomeres are si-
lenced in C. glabrata. In order to analyze silencing at different
subtelomeric regions in C. glabrata, we chose to use a URA3
reporter assay. Briefly, URA3 expression can be scored both
positively by growth on medium lacking uracil (SC—Ura
plates) and negatively by growth on medium containing uracil
and 5-FOA (5-FOA plates). 5-FOA is converted into a toxic
product by orotidine-5'-phosphate decarboxylase, encoded by
the URA3 gene; consequently, cells expressing URA3 are un-
able to grow on plates containing 5-FOA, and growth on
5-FOA plates is a measure of the extent of transcriptional
silencing. The URA3 gene was integrated at nine positions
across four telomeres. The telomeres chosen are the right end
of chromosome E (Chr E-R), where the EPAI, EPA2, and
EPA3 are localized; the right end of chromosome I (Chr I-R),
where the EPA4 and EPAS5 are located; and both ends of
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chromosome C (Chr C-L and Chr C-R), where EPA6 and
EPA7, respectively, are found (Fig. 1A).

As shown in Fig. 1B, on Chr E-R, URA3J inserted at a
position 31.5 kb from the telomeric repeats (insertion 1) is
transcriptionally active and not silenced, as measured by the
failure to grow on 5-FOA plates. As the distance between the
URA3 reporter and the telomere repeats decreases, the level of
gene silencing increases. Low levels of silencing are seen for
insertion 2 (20.8 kb from the telomere repeats), whereas in-
sertions 3 and 4 (13.39 and 1.32 kb, respectively, from the
telomere) are strongly silenced. The three insertions through-
out the EPA4 and EPAS5 loci (Chr I-R) are all transcriptionally
silent. Insertion 5, located 23.69 kb from the telomeric repeats,
is completely silenced, as are insertions 6 and 7 (11.5 and 0.9
kb, respectively, from the telomeric repeats). It is interesting
that insertion 5 is farther away from its telomere than insertion
2 (23.69 kb versus 20.86 kb), and yet the region downstream
from EPAS5 is silenced, whereas the URA3 insertion in the
region downstream from EPAI is largely expressed (insertion
2). This suggests already that silencing in C. glabrata is not
purely a product of distance from the telomeric repeats.

EPA6 and EPA7 are located close to their respective telo-
meres on chromosome C. These two loci in strain BG2 are
nearly identical to each other, including 2.3 kb of the 3’ un-
translated region (representing the entire region between the
open reading frames and the telomeric repeats) (9). Insertions
8 and 9 are positioned 2.53 and 2.29 kb from their respective
telomeres on chromosome C, and both of these are silenced.

Expression of the native EPAI1, EPA2, EPA3, EPA4, EPAS,
EPAG6, and EPA7 genes as measured by semiquantitative RT-
PCR of the wild-type strain is in good agreement with what is
seen with the reporter (see Fig. 5). EPAI expression is detect-
able in stationary-phase cultures, whereas EPA2, EPA3,
EPA4/5, and EPA7 are not expressed. In wild-type cells, there
was detectable expression of EPA6, even though a URA3 gene
integrated at the EPA6 locus is strongly silenced (see Fig. 4B).

yKu70 and yKu80 are required for maintaining telomere
length and for nonhomologous end joining (NHE]). To inves-
tigate the function of C. glabrata Sir2, Sir3, Sir4, Rifl, Ku70, and
Ku80 in subtelomeric silencing, we generated null alleles in each
of the corresponding genes in each of the eight strains carrying
the URA3 insertions in the intergenic regions of the genes EPAI
to EPA7, generating a total of 48 strains in addition to the paren-
tal strains containing the reporter insertions that are wild-type for
silencing function (see Materials and Methods and Table S1 in
the supplemental material). Many of the C. glabrata silencing
proteins have been shown to be functional equivalents to the
corresponding orthologues in S. cerevisiae. In C. glabrata, as in S.
cerevisiae, mutations in RIFI have been previously shown to be
altered in subtelomeric silencing and to have an increased telo-
mere length (9, 19). In an analogous way, sir24, sir3A, and sir4A
mutants in C. glabrata show the same defective silencing pheno-
types as the corresponding S. cerevisiae sir mutants (9, 11, 21).
Mutants in HDF1 and HDF2, however, have not been described
in C. glabrata. We generated deletion/insertion alleles of the C.
glabrata orthologues of HDFI and HDF2 (CAGLO0I102662g and
CAGLO0K03443g), which show 46 and 40% amino acid identity
(and 64 and 59% similarity), respectively, to S. cerevisiae yKu70
and yKu80. In addition, the genes are syntenic with their S. cer-
evisiae orthologues. To further verify that CAGL0I02662g and
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FIG. 1. The subtelomeric regions of four telomeres in C. glabrata containing the genes EPAI to EPA7 are subject to subtelomeric silencing.
(A) Schematic representation of the positions of nine different insertions of Tn7 (containing the URA3 reporter gene) throughout four separate telomeres
of C. glabrata. The EPAI cluster is located at the right telomere of chromosome E, the EPA4/5 cluster is located at the right telomere on chromosome
I, and EPA6 and EPA7 are located at either telomere of chromosome C. (B) Transcription of the URA3 reporter gene is subject to TPE when placed
in the intergenic regions between EPA genes and the EPA genes and their respective telomeres. Strains containing URA3 insertions 1 to 9 (Fig. 1A) were
grown to stationary phase in YPD, and 10-fold serial dilutions were made. Equal numbers of cells of each dilution were spotted onto SC—Ura and SC
plates containing 5-FOA, and the plates were incubated for 48 h at 30°C and photographed (see Materials and Methods).

CAGL0KO03443g correspond to HDFI and HDF?2 orthologues,
we also characterized phenotypically yKu mutants in C. glabrata.
In S. cerevisiae, yKu70 and yKu80 are required for maintenance of
telomere structure and length and for double-strand break repair
by NHEJ (3, 5, 17, 26). To determine whether the AdfI and hdf2
mutants in C. glabrata shared these phenotypes, we first per-
formed Southern blot experiments to analyze the telomere length
in C. glabrata hdfIA and hdf2A mutants. In Fig. 2A, we used
genomic DNA from the wild-type strain and the AdfIA and hdf2A

mutants digested with either of two enzymes and hybridized to a
probe containing two copies of the telomere repeats (see Mate-
rials and Methods). As can be seen, the smear that corresponds to
the smaller telomere fragments form an inhomogeneous popula-
tion of telomere bands that hybridize to the probe. The average
molecular weight of the smaller fragments is 250 to 300 bp smaller
for both yKu mutants than it is for the wild-type strain or sir2A
and sir4A strains, which were included for comparison and are
known not to be defective for maintenance of telomere length in
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FIG. 2. hdfIA (yKu70) and hdf2A (yKu80) C. glabrata mutants display shorter average telomere lengths and are defective at NHEJ. (A) South-
ern blot with genomic DNAs from the wild-type, hdfIA, hdf2A, sir2A, and sir4A strains digested with either ApaLI or SaullIA. After transfer to
nylon membrane, the blot was hybridized to a 32-mer containing two repeats of the 16-bp telomere repeat. (B) In vivo end-joining assay using a
CEN.URA3 plasmid (pGRB2.0) linearized with either Smal (blunt-ended plasmid molecules) or BamHI (cohesive-ended molecules). Relative end
joining is calculated as the number of transformants obtained in each strain with linearized plasmid divided by the number of colonies obtained

with uncut plasmid, and the wild-type value was normalized to 1.

S. cerevisiae. As a reference, we also included a rif/A mutant in
which the average telomere length is increased by 300 to 400 bp
(9). Thus, similar to S. cerevisiae hdfl and hdf2 mutants, the C.
glabrata hdfl and hdf2 mutants have a substantially shorter aver-
age telomere length. Next, we measured the ability of AdfIA and
hdf2A mutants to repair in vivo double-strand breaks, as deter-
mined by the repair of a linearized plasmid transformed into C.
glabrata. In order for the plasmid to replicate in C. glabrata and to
obtain stable transformants, the plasmid must be recircularized.
Therefore, the number of transformants obtained in each strain
with linearized plasmid normalized to the number of colonies
obtained with uncut plasmid is a measure of the efficiency of
nonhomologous end-joining. As shown in Fig. 2B, both hdfIA,
and Adf2A are profoundly deficient (and to the same extent) in
repairing linearized plasmids compared to the wild-type strain.
The defect in NHEJ of yKu-deficient mutants is more pro-
nounced when the double-strand break generates blunt ends than
when it leaves cohesive DNA ends (~300-fold versus 75-fold
lower than the wild-type levels, respectively). Therefore, C. gla-
brata Ku70/Ku80 orthologues are also required for NHEJ, a find-
ing consistent with the phenotype described for S. cerevisiae hdf1 A
and hdf2A mutants (17, 26). We are confident, therefore, that
these two genes represent the C. glabrata functional equivalents of
S. cerevisiae HDFI and HDF?2.

Subtelomeric silencing at the EPA1, EPA2, EPA3, EPA4,
EPAS, EPA6, and EPA7 loci requires Sir2, Sir3, and Sird4. With
all of the mutations in the silencing proteins introduced into
the reporter strains, we could assess systematically gene silenc-
ing by using the URA3-based assay. As can be seen in Fig. 3B,
4B, and 5B, it is clear that silencing of all of the URA3 inser-
tions at all four telomeres absolutely requires the three Sir
proteins present in C. glabrata: Sir2, Sir3, and Sir4. In the
absence of any one of these proteins, all eight insertions
throughout four different telomeres are completely dere-

pressed, as judged by the absence of growth on plates contain-
ing 5-FOA.

In backgrounds mutated for any of the SIR genes, the native
genes EPAI to EPA7 are derepressed in stationary phase,
which is in good correlation with the data for the URA3 re-
porter strains (see Fig. 6).

Subtelomeric silencing at the right telomere of chromosome
E (EPAI telomere) does not require yKu70/yKu80 proteins,
but three other telomeres do. In order to assess whether the C.
glabrata yKu proteins are required for subtelomeric silencing,
we assayed the expression of the URAJ reporter genes placed
at all of the positions across the four telomeres shown in Fig.
1A. Although silencing of the URAJ insertions at telomeres
Chr I-R, Chr C-L, and Chr C-R depends strongly on functional
yKu70 and yKu80 (Fig. 4B and 5B), we found that, surprisingly,
subtelomeric silencing over the entire EPAI telomere region
(Chr E-R) does not depend on the yKu70 and yKu80 proteins.
The degree of silencing of each insertion is almost the same in
the presence or absence of HDF1 or HDF2 (insertions 2, 3, and
4, Fig. 3B).

Transcription levels of the native EPA genes in the absence
of yKu70 and yKu80 is in good agreement with the expression
of corresponding reporter; notably, EPAI, EPA2, and EPA3
are essentially not induced in the hdfIA or hdf2A mutants,
whereas the expression of EPA4, EPAS, EPA6, and EPA7 is
markedly induced in the absence of the Ku proteins (Fig. 6).

We conclude that different telomeres vary significantly in their
dependence on the yKu70/yKu80 complex for silencing, as mea-
sured both by silencing of the native EPA genes and by silencing
of the URA3 reporter. Specifically, silencing of the Chr-E R sub-
telomeric region is not dependent at all on yKu70 and yKu80.

Rifl is required differentially at several telomeres in C.
glabrata. We next determined the degree of silencing at all four
telomeres in the absence of RIFI. The URA3 reporter gene,
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FIG. 3. Subtelomeric silencing at the telomere where EPAI is localized does not depend on yKu70/yKu80 heterodimer. (A) Schematic
representation of the right telomere of chromosome E showing the positions of the URA3 insertions (insertions 2, 3, and 4) at the telomere.
(B) Deletion alleles of hdfIA (yKu70), hdf2A (yKu80), rifIA, sir2A, sir3A, and sir4A were introduced in each of the strains carrying the URA3
insertions 2, 3, and 4 (panel A). The experiment was done as described in the legend to Fig. 1.

located 1.32 kb from the Chr E-R telomere, is silent in the
wild-type strain but in the absence of Rifl is strongly dere-
pressed (insertion 4, Fig. 3B). The URA3 reporter, placed 13.9
kb from the Chr E-R telomere (insertion 3, Fig. 3B), was
strongly silenced in the parental strain, and this silencing was
largely unaffected by the loss of RIF1. In the case of insertion
2, however (20.86 kb from the telomere), though the reporter
is only slightly silenced in the parental strain, this small amount
of silencing depends completely on RIF1. These results suggest
that the dependence on RIFI for silencing at this telomere may
be discontinuous. The expression of EPA1, EPA2, and EPA3 is

induced in the absence of RIFI consistent with a role in silenc-
ing for Rifl (Fig. 6).

In the case of Chr I-R telomere, Rifl is required for
silencing across the telomere as measured by derepression
in a rifI A background of EPA4/5 transcription, as well as of
the three URA3 reporters inserted in this region (insertions
5, 6, and 7; Fig. 4B). The dependence on Rifl for silencing
at each telomere of chromosome C is different. Figure 5B
shows that absence of RIFI results in almost complete ex-
pression of the URAJ reporter placed at the end of EPA6
(insertion 8), but it is still strongly silenced when the re-
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FIG. 4. TPE at the telomere where the EPA4/5 cluster is localized depends on the Sir proteins, the yKu70/yKu80 heterodimer, and Rifl.
(A) Map of the right telomere of chromosome I showing the position of EPA4 and EPAS genes, as well as the URA3 insertions 5, 6, and 7 placed
in the intergenic regions of this telomere. (B) Deletion alleles of hdfIA (yKu70), hdf2A (yKu80), rifl1A, sir2A, sir3A, and sir4A were introduced in
each of the strains carrying the URA3 insertions 5, 6, and 7 (panel A). The experiment was done as described in the legend to Fig. 1.
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porter is localized between EPA7 (insertion 9) and the Chr
C-R telomere. These results show that different telomeres
display different levels of TPE in response to some of the
proteins involved in subtelomeric silencing. EPA6 and EPA7
are both equally derepressed in a rif/ A background as mea-
sured by RT-PCR (Fig. 6). However, as measured by S1
mapping, EPAG6 is strongly induced in a riflA background,
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FIG. 6. Expression analysis by RT-PCR of EPAI, EPA2, EPA3,
EPA4/5, EPA6, and EPA7 in the wild-type and in sir2A, sir3A, sirdA,
hdfiA (yKu70), hdf2A (yKu80), and rif]IA mutant strains. All strains
were grown to stationary phase, and the total RNA was isolated and
used for RT-PCR (see Materials and Methods). Lane 1, DNA, as a
positive control for PCR and ACT! RT-PCR, was used as internal
control. Controls with no RT were also made and showed no bands
(data not shown).

0000 000,
@0 032 A

o0 04 ¥

FIG. 5. Rifl regulates differentially subtelomeric silencing at each telomere of chromosome C. Map of both telomeres of chromosome C
showing the localization of EPA6 and EPA7, as well as the URAJ reporter insertions constructed in these loci. The distances of the insertions to
the telomeres are indicated. (B) Deletion alleles of hAdfIA (yKu70), hdf2A (yKu80), rifIA, sir2A, sir3A, and sir4A were introduced in each of the
strains carrying the URA3 insertions 8 and 9 (panel A). The experiment was done as described in the legend to Fig. 1.

whereas EPAI and EPA7 are more modestly induced (9, 21),
a finding which correlates well with the expression of the
reporter at these positions.

EPAL1 telomere contains a cis-acting silencer region. Since
silencing of only the Chr E-R telomere was independent of
the yKu complex, we hypothesized that this telomere might
have cis elements responsible for this independence. Con-
sistent with this view, we identified a cis-acting sequence
that confers transcriptional repression on a URA3 reporter
gene placed far from the Chr E-R telomere. This cis ele-
ment, contained in a 2.127-kb fragment, is normally located
1.329 kb upstream of the start of EPA3, (between EPA3 and
the telomere). Normally, URA3 inserted at a position 31.9
kb from the telomere, 707 bp downstream of ISCI, is not
silenced. However, when the cis element was also inserted
next to URA3 at the same position, the URA3 gene is
strongly silenced (Fig. 7A). These data suggest that the Chr
E-R telomere contains at least one cis-acting element that
can function to recruit silencing machinery and nucleate a
silent chromatin structure at a position far from the telo-
mere. The silencing of the reporter gene by this element
depends on Sir3 and partially on Rifl but not on yKu70 or
yKu80 (Fig. 7B). In fact, silencing due to this element seems
to increase in the hdfIA and hdf2A backgrounds. It is pos-
sible that the shortened telomeres in the hdfIA and hdf2A
mutants could result in an increase in available silencing
proteins to nucleate chromatin at discrete silencer elements
like the one we have characterized here.
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FIG. 7. A 2.14-kb cis-acting element between EPA3 and its telomere mediates silencing when placed 31.9 kb from the telomere. (A) Schematic
representation of the right telomere of chromosome E showing EPAI cluster and the position of the cis-acting element (Sil) normally found
between EPA3 and its telomere. The top map (Sil") shows the position of the reporter URA3 placed between ISCI and HYRI in a region not
normally subject to subtelomeric silencing and the cis-acting silencer element inserted next to it. The bottom map (Sil ) shows the reporter placed
between ISCI and HYRI and no cis-acting silencer element at this site. (B) The URA3 reporter with (Sil™) or without (Sil™) silencer element
integrated downstream from the reporter was introduced between ISCI and HYRI into the wild-type, hdfIA (yKu70), hdf2A (yKu80), rifIA, and
sir3A mutant strains. The experiment was performed as described in the legend to Fig. 1.

DISCUSSION

C. glabrata adheres efficiently to mammalian epithelial cells
in vitro, an interaction that depends on the adhesin Epal. Epal
is a member of a large family of putative cell wall proteins in C.
glabrata, most of which are localized to subtelomeric regions
and are negatively controlled by subtelomeric silencing, which
depends on the proteins Sir3, Sir4, Rapl, and Rifl (9, 11, 21).
In the present study, we determined in a systematic way the
role of Sir2, Sir3, Sir4, Rifl, yKu70, and yKu80 in subtelomeric
silencing of a reporter URA3 gene placed at several positions
in four different telomeres. We found that the silencing at
different telomeres is subject to different genetic requirements,
which points out a potential complexity in the regulation of the
subtelomeric EPA genes. Some of the differences in silencing
between telomeres may be explained by the action of telomere-
specific cis-acting elements.

C. glabrata hdfIA and hdf2A mutants have shortened telo-
meres and are defective at NHEJ. yKu mutants in S. cerevisiae
display shorter average telomere length and are compromised
for subtelomeric silencing (4, 23, 25, 26, 31). Here we show that
C. glabrata yKu orthologues are the functional equivalents of S.
cerevisiae proteins, since hdflIA and hdf2A mutants display
shorter telomeres than wild-type cells. In contrast, telomere
length is normal in sir3A (11), sir2A, or sir4/A mutants (Fig. 2A).
Also, similar to the S. cerevisiae yKu genes, HDF1 and HDF2
are required for efficient NHEJ (Fig. 2B).

Subtelomeric silencing and TPE at loci EPAI to EPA7 de-
pend on Sir2, Sir3, Sir4. Subtelomeric silencing affects larger
regions of the telomere in C. glabrata than in S. cerevisiae. For
example, at the EPAI cluster and the EPA4,5 cluster, this
regulation extends >20 kb from the telomere repeats (Fig. 3
and 4) (9, 11). The insertion between EPAI and EPA2 (20.8 kb
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from the telomere; Fig. 3B, insertion 2) is subject to weak
silencing, which for this telomere might delimit the propaga-
tion of silencing from this telomere. Silencing in C. glabrata
over 20 to 25 kb of the subtelomeric region stands in contrast
with the 4- to 8-kb subtelomeric region typically subject to TPE
in S. cerevisiae (31).

The URA3 insertions we analyzed all display a high degree of
silencing that depends on the Sir2, Sir3, and Sir4 proteins (Fig.
3B, 4B, and 5B); therefore, the Sir proteins appear to be
absolutely required for silencing of the native subtelomeric
genes, as well as for TPE at these telomeres. This is similar to
S. cerevisiae, where subtelomeric silencing also depends abso-
lutely on Sir2, Sir3, and Sir4 (reviewed in reference 35). In this
regard, repression of the FLOIO gene in S. cerevisiae, which
encodes a cell wall protein, is interesting. FLO10 is encoded at
a locus 17.9 kb from the right telomere in chromosome XI.
FLOI0 is subject to epigenetic repression that depends on
SIR3, HDF1, and HDF?2 but, unlike classic subtelomeric silenc-
ing, requires the native FLOI0 promoter. Repression does not
require Sir2; instead, it requires Hst1 and Hst2, NAD *-depen-
dent histone deacetylases related to Sir2 (18).

C. glabrata and S. cerevisiae have different genetic require-
ments for silencing at telomeres. In S. cerevisiae, subtelomeric
silencing requires not only the Sir proteins but also Rapl, Rifl,
Rif2, and the yKu70/yKu80 heterodimer. In C. glabrata the
same proteins are important for silencing, but there are some
apparent differences. Rap1 and the Sir proteins are also abso-
lutely required for silencing in C. glabrata (9, 11, 21). It is
noteworthy in this regard that C. glabrata does not have the
SIR1 gene (13) but nevertheless can establish and maintain
subtelomeric silencing. In the case of yKu proteins, it is sur-
prising that, while they are essential for TPE at all S. cerevisiae
telomeres tested (natural or truncated) (4, 23, 25, 26, 31), they
are not required for silencing at the C. glabrata Chr E-R telo-
mere (for the reporter URA3 or for EPAI, EPA2, and EPA3
expression) (Fig. 3B and 6). This is not a general effect since
silencing of the other three telomeres we tested depends com-
pletely on the yKu proteins (Fig. 4B, 5B, and 6). In this regard,
it is interesting that in Schizosaccharomyces pombe, yKu70 is
not required for TPE at the one telomere that was studied
(24). It remains to be tested whether other telomeres (in ad-
dition to the Chr E-R telomere) do not require the Ku proteins
for TPE (we have only tested 4 of 26). The fact that yKu70 and
yKu80 are required for TPE and the expression of native
subtelomeric genes in some but not all of the telomeres in C.
glabrata indicates that the telomeres in C. glabrata are not
equivalent and that both TPE and the expression of native
subtelomeric genes are subject to complex regulation of ex-
pression that differs from telomere to telomere and even from
gene to gene. This is parallel to what has been characterized in
S. cerevisiae. The sequence of the subtelomeric regions of S.
cerevisiae are different from one another and consist of repetitive
elements immediately adjacent to the telomere tract and do not
have the same level of TPE (27, 28). In addition, at two different
truncated telomeres, the levels of TPE vary ~10-fold in the same
strain background (16). Even when the subtelomeric elements of
two different telomeres are identical in sequence, the TPE levels
can be different. Therefore, there must be other factors (other
than the sequence of the subtelomeric elements) that contribute
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to the final expression level of marker or native subtelomeric
genes at particular subtelomeres (27, 28).

Rifl, yKu70, and yKu80 differentially regulate some telo-
meres of C. glabrata. We found that different telomeres in C.
glabrata respond differently to Rifl and the yKu proteins. In
the case of the Rifl, C. glabrata encodes only the RIFI gene,
whereas S. cerevisiae encodes both RIF1 and RIF?2. Rifl is quite
divergent (24% identical in amino acid sequence) between S.
cerevisiae and C. glabrata, but as for the S. cerevisiae Rif pro-
teins (19, 40), C. glabrata Rifl is required for correct telomere
length regulation in C. glabrata (9). In S. cerevisiae, the Rif
proteins play a negative role in subtelomeric silencing (19, 40).
In contrast, C. glabrata Rifl seems to play a positive role, since
several subtelomeric EPA genes are derepressed in a riflA
background (9, 21). Rifl has a strong positive role in silencing
the reporter placed at the EPA6 locus on Chr C-L but has only
a modest effect on the reporter placed at the EPA7 locus on
Chr C-R (Fig. 5B). In addition, we found that at the Chr E-R
telomere, Rifl, is required for silencing discontinuously across
the telomere (Fig. 1B). This is reminiscent of discontinuous
silencing in S. cerevisiae, which is attributed to telomere-spe-
cific elements (15), This may suggest the presence of cis-acting
elements in the Chr E-R region that serve to recruit Rifl
and/or other silencing proteins.

Chr E-R telomere contains a discrete cis-acting silencer
element. It is notable that the Rifl and yKu proteins, which
differentially affect different telomeres in C. glabrata, also affect
telomere length. An attractive model to explain the differential
effects of Rifl and yKu proteins on silencing at different telo-
meres in C. glabrata is that certain telomeres encode cis-acting
elements, analogous to silencers or proto-silencers previously
described in S. cerevisiae. These sequences could provide an
additional means of recruiting silencing complexes to certain
telomeres, making these telomeres more or less sensitive to the
effects of changes in telomere length. Indeed, we found a novel
cis-acting element between EPA3 and the telomere that can
silence a URA3 reporter inserted 31.9 kb from the telomere
repeats, sufficiently distant from the telomeric repeats that it is
not subject to subtelomeric silencing (Fig. 1B, insertion 1). In
preliminary experiments, we have tested the function of this cis
element at a second locus entirely removed from the normal
subtelomeric context (400 kb from the telomere in chromo-
some F). Interestingly, in this position, the element does not
confer silencing of a reporter URA3 (data not shown). This
position dependence suggests that this element may be similar
to the subtelomeric proto-silencers described in S. cerevisiae (4,
23, 25, 26, 31), although this needs to be investigated further.

The silencing exerted by this cis element depends on Sir3
and partially on Rifl but not on yKu70 or yKu80; in fact,
silencing mediated by the element apparently increases in the
hdfl and hdf2 mutant strains (Fig. 7B). The genetic require-
ments for this element are similar to those described in S.
cerevisiae for the silencers that flank and silence the silent
copies of the mating type information cassettes (HML and
HMR) (4, 29). Our data in C. glabrata are consistent with a
model in which the effect of hdf1, hdf2, and rif] mutations on
silencing mediated by the cis-acting element is the indirect
result of changes in telomere length. The telomeric repeats
bind Rapl which in turn binds the Sir complex. In the current
model from S. cerevisiae (35), telomere length affects silencing
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because Sir proteins bound at the telomere are removed from
the pool available to bind to a silencer or protosilencer ele-
ment. Accordingly, in AdfIA and hdf2A mutants, decreased
telomere length would increase the concentration of Sir pro-
teins available to interact with a cis-acting element, thereby
increasing silencing; by contrast in rif/ mutants, the longer
telomere length would decrease the concentration of Sir pro-
teins available to interact with the cis-acting element, thereby
decreasing silencing.

The silencer/proto-silencer element found next to EPA3 may
not be the only one that regulates the expression of EPA genes
at this or other telomeres. We are currently in the process of
mapping this element and testing whether there are other such
elements at other positions near other EPA genes. Initial ex-
periments have failed to find a functionally equivalent silencer
downstream of EPA6 or EPA7 (data not shown).

The regulation of expression of the subtelomeric EPA family
of adhesins is complex and includes several layers of regulation
such as subtelomeric silencing, cis-acting subtelomeric silencer
or proto-silencer elements, and complex promoters (longer
than 2 kb in some cases) that may impose specific requirements
on the expression of these genes. Even in terms of silencing,
the four telomeres in C. glabrata are not equivalent in that they
are differentially regulated by the silencing proteins yKu70,
yKu80, and Rifl. This complexity may be important in the
regulation of EPA genes during infection since it may mean
that even though the EPAs are silenced by the general silencing
machinery, expression of EPAs can be individually modulated
in response to the host environment. For example, EPAO,
which is transcriptionally repressed by subtelomeric silencing,
has been shown to be induced during murine urinary tract
infections in response to limitation for environmental nicotinic
acid (NA). NA is a precursor of NAD™, which is a cofactor of
the NAD"-dependent histone deacetylase Sir2, and under
conditions of NA limitation Sir2 is not fully functional, leading
to the derepression of some EPA genes (12). We suggest that
different telomeres, which have different genetic requirements
for silencing may, as a result, respond differently to environ-
mental cues, including NAD"-limiting environments. This
might allow C. glabrata to modulate the expression of different
adhesins according to the signals that it receives from the
environment during an infection.
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Abstract

Adherence to host cells is an important step in the pathogenicity of the
opportunistic fungal pathogen Candida glabrata. This adherence is mediated by
some members of the large family of cell wall proteins encoded by the EPA
(Epithelial Adhesin) genes present in the C. glabrata genome. The majority of the
EPA genes are localized close to different telomeres in C. glabrata, which results in
a negative regulation of transcription of these genes through chromatin-based
subtelomeric silencing. In vitro, adherence to epithelial cells is mainly mediated by
Epal, which is the only member of the EPA family that is expressed in vitro. EPA1
forms a cluster with EPA2 and EPAS3 at the subtelomeric region of telomere E-r.
EPA2 and EPA3 are subject to silencing that propagates from this telomere in a
process that depends on the Sir2, 3, 4 and Rifl proteins, but surprisingly not on the
yKu70 and yKu80 proteins. Here we describe that the yKu70/yKu80-independent
silencing of telomere Er is due to the presence of a cis-acting protosilencer
(Sil2126) located between EPA3 and the telomere. This element can silence a
reporter gene when placed 31.9 kb away from this telomere, but not when it is
removed from the telomere context or when it is inverted with respect to the
reporter. Importantly, we show that the cis-acting Sil2126 element is required for
the yKu70/80-independent silencing of this telomere, underscoring the importance
of cis-elements for repressive chromatin formation and spreading on at least some
telomeres in C. glabrata.
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Introduction

The fungal pathogen C. glabrata is able to adhere to host epithelial cells in vitro, a
property thought to be important for the virulence of this organism. This ability is
mediated primarily by Epal, the founding member of a large family of cell wall
proteins, some of which have been shown to be functional adhesins (CASTANO et
al. 2005; CorMACK et al. 1999; DE LAs PENAS et al. 2003). Most of the genes
encoding these adhesins, the EPA genes, are localized to subtelomeric regions of
the C. glabrata genome, where they are subject to chromatin-based silencing.

Subtelomeric silencing in C. glabrata is a form of transcriptional repression
that depends on Sir2, Sir3, Sir4, Rapl, and to different extents on yKu70, yKu80
(encoded by the HDF1 and HDF2 genes) and Rifl, depending on the particular
subtelomeric region (CASTANO et al. 2005; DE LAS PENAS et al. 2003; ROSAS-
HERNANDEZ et al. 2008). This form of repression is not promoter specific and can
propagate over long distances from the telomere (up to 20 kb), silencing native
genes as well as reporter genes inserted at these regions. EPA1 is localized 21 kb
from the right telomere of chromosome E (ERr) and is the only EPA gene
expressed in vitro (CASTANO et al. 2005; DE LAS PENAS et al. 2003). EPAL forms a
cluster with EPA2 and EPAS3, and silencing at this telomere can propagate toward
the centromere up to 20 kb from the telomeric repeats, resulting in a lack of
expression of both EPA2 and EPAS3 in vitro. This particular telomere is different
from three other telomeres studied because it is the only example so far in C.
glabrata of yKu70 and yKu80-independent subtelomeric silencing (ROSAS-
HERNANDEZ et al. 2008).

Compared to C. glabrata, subtelomeric silencing in Saccharomyces
cerevisiae, to which C. glabrata is closely related phylogenetically, generally
propagates relatively short distances from the telomeric repeats (4 - 8 kb from the
telomere) and depends on Sir2, Sir3, Sir4, Rapl, yKu70 and yKu80 (PRYDE and
Louis 1999). Telomeres in S. cerevisiae consist of short heterogeneous tandem
repeats with a consensus sequence T(G)23(TG)1.6 (MCEACHERN 1994) about 350
bp in length forming non-histone nucleoprotein complexes with Rapl and yKu
proteins. Additionally, adjacent to the ends, the subtelomeric regions contain two
types of repeats, the Y’ and X elements that are organized into nucleosomes.
About half of the chromosomes in S. cerevisiae contain Y’ elements (1 to 4 copies
per subtelomeric region) and all telomeres contain the X sequence which are very
heterogeneous. The only highly conserved sequence within X is the ~ 500 bp
sequence called core X that contains an origin of replication sequence or ARS
which contributes to subtelomeric silencing, this sequence is present in some form
at all telomeres of the sequenced strain (Louis 1995; THAM and ZAKIAN 2002).

Silencing at other chromosomal loci such as the silent mating loci HML and
HMR of S. cerevisiae, is achieved through cis-acting elements known as silencers
that recruit a subset of the silencing proteins that condense the chromatin and
results in very efficient transcriptional silencing. Silencers function autonomously
to repress nearby genes (or ectopically inserted genes), resulting in a regional,
rather than gene-specific repression. In S. cerevisiae the silencers studied are
composed of different arrangements of binding sites for the sequence-specific
DNA-binding proteins Abfl, Rapl and ORC (origin of recognition complex for
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replication of DNA) and exert their effect over several kilobases with no
requirement for additional silencer elements to repress expression of the target
genes (reviewed in (BUHLER and GASsSerR 2009; FoureL et al. 2002; Fox and
McCONNELL 2005). Protosilencers on the other hand, are repressive elements that
enhance the action of silencers but do not act by themselves; instead they strongly
depend on the presence of bona fide silencers to bring about repression (FOUREL
et al. 1999; LEBRUN et al. 2001). Protosilencers include several different types of
sequences that can enhance and extend repression in regions where silencing is
already present (silencing promoting environments). These elements may be as
simple as single binding sites for silencer proteins (Rapl, Abfl and ORC), or
complex repetitive sequences like the core X sequences in subtelomeric regions in
S. cerevisiae (BOSCHERON et al. 1996; BRAND AH. 1985). The presence of these
protosilencers at the subtelomeric regions thus can act as relays and propagate
silencing over longer distances in a discontinuous manner (FOUREL et al. 1999;
LEBRUN et al. 2001).

Silenced chromatin or heterochromatin is correlated with histone
hypoacetylation and relatively lower gene density (reviewed in (OTTAVIANI 2008;
RuscHE et al. 2003; RuscHE and LYNCH 2009)). Heterochromatin has the capacity
to propagate and this is thought to be mediated by the histone deacetylase activity
of Sir2 and subsequent binding of Sir3 and Sir4 to deacetylated histones H3 and
H4 in neighboring nucleosomes. Sir3 and Sir4 in turn recruit more Sir2 molecules
resulting in propagation of the silenced structure (HoPPE et al. 2002; RUSCHE et al.
2002). Propagation of this silenced chromatin is limited by the presence of other
cis-acting elements called boundary or barrier elements that block spreading of the
silenced chromatin thereby separating transcriptionally active from inactive
domains (BI and BROACH 1999; RuscHE and LyncH 2009). Some boundary
elements are associated with strong promoters that assemble RNA polymerase
transcription complexes that can in turn recruit chromatin-remodeling complexes
with histone acetyltransferase activity, like the tRNA gene on the telomere side of
HMR.  This transcription complex assembly can physically interfere with
propagation of the silent chromatin, or can compete with the histone deacetylase
activity of the Sir complex (DoONzE et al. 1999; DoNze and KAMAKAKA 2001), since it
has been reported that transcription per se is not required for boundary activity, but
recruitment of histone acetyltransferases is reviewed in (Fox and McCONNELL
2005; RuscHE and LyYNCH 2009). Therefore at HMR, repression of the native or
reporter genes inserted between the silencers is almost complete, while silencing
beyond the elements decreases sharply (BI et al. 1999; MCNALLY FJ 1991; RUSCHE
et al. 2003).

The level and degree of propagation of silencing at the subtelomeric regions
of both C. glabrata and S. cerevisiae, depend on the particular subtelomeric
context (PRYDE and Louis 1999; RosAs-HERNANDEz et al. 2008). In the Eg
telomere in C. glabrata we have found a cis-acting element adjacent to EPA3 that
can silence a reporter gene when inserted 31.9 kb from the telomere. In this paper
we present evidence that indicates that this element, called Sil2126 is a
protosilencer that contributes to silencing at this telomere, and is responsible for
the independence that this telomere shows from the yKu proteins with respect to
silencing.
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Materials and Methods

Strains, Plasmids and Primers

All strains, plasmids and oligonucleotides used in the present study are listed in
Tables S1, S2 and S3 respectively in supporting information.

Media

Yeast were grown in standard yeast media as described previously (SHERMAN F.
1986) with 2% agar added for plates. Synthetic complete (SC) contains 1.7 g/liter
yeast nutrient base (without NH,SO, and aminoacids), 5 g/liter NH,SO, and
supplemented with 0.6% of Casamino Acids and 2% glucose. When needed, SC
was supplemented with 25 mg of uracil/liter. To score for resistance to 5-
fluoroorotic acid (5-FOA; Toronto Research Chemicals, North York, Canada), 0.9 g
of 5-FOA and 25 mg of uracil/liter were added to the SC. Yeast extract-peptone-
dextrose (YPD) medium contains 10 g/liter yeast extract, 20 g/liter peptone and
supplemented with 2% glucose. When required, YPD plates were supplemented
with hygromycin (Invitrogen) at 440 pg/ml.

Bacteria were grown in LB medium as described previously (AususeL 2001). LB
medium contained 5 g/liter yeast extract, 10 g/liter tryptone, 5 g/liter NaCl. All
plasmid constructs were introduced into strain DH10 by electroporation, and
carbenicillin (Invitrogen) at a final concentration of 50 ug/ml was added to select for
plasmids. For plates, 1.5% agar was used.

Yeast transformation

Yeast transformations with digested plasmids were performed as previously
described (CAsTANO et al. 2003).

Reporter URA3 gene expression assays (5-FOA sensitivity assays)

To assess the level of silencing of the URA3 gene inserted at different positions
throughout the telomeres, we carried out a plate growth assay as described
previously (CASTANO et al. 2005; DE LAs PeENAs et al. 2003). Briefly strains
containing the different URA3 insertions were grown in YPD for 36 h to stationary
phase. The cultures were adjusted to an optical density of 1 with sterile water at
600 nm, and 10-fold serial dilutions were made in 96-well plates. 5 pl of each
dilution was spotted onto YPD, SC lacking uracil (SC—-Ura), and SC+5-FOA plates,
followed by incubation 48 h at 30°C, and photographed.
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Construction of C.glabrata strains with different Sil2126-URA3 integrations

To generate all integration strains containing the Sil2126-URAS reporter system we
first constructed a starting plasmid on integrative vector pYlplac211 containing an
integration region and the complete Sil2126 regions as follows. A 0.671 kb PCR
product containing the intergenic region between ISC1 and HYR1 with Pstl and
Sall ends, and a 2.126 kb PCR product containing the Sil2126 region with Sall and
BamHI ends, were cloned into same sites in pYlplac211 which contains the S.
cerevisiae URA3 gene with its own promoter that is used as the reporter gene. In
this construct (pAP430) the URA3 gene and the Sil element are 511 bp apart
(Figure 1). pAP430 plasmid was linearized with Spel and integrated by
homologous recombination in C. glabrata at - 32kb from telomere E-r (between
ISC1 and HYR1 genes). In this construct the URA3 reporter start codon lies 35kb
away from the telomere. The series of C. glabrata strains with 5’ and 3’ serial
deletions of Sil2126 were constructed by transforming C. glabrata with the
appropriate plasmids inducing homologous recombination. The serial deletion
plasmids were constructed by double digestion of the starting plasmid using
internal sites within the Sil2126 region and an external site, or replacing Sil2126
fragment by PCR products of progressively smaller fragments of the Sil2126
region. To construct the strains with Sil2126-URA3 integrated at different genomic
loci, the Pstl-Sall integration fragment on starting plasmid was replaced by PCR
products of different genomic locations containing a unigue restriction enzyme site
to linearize and integrate at the homologous genomic region after transformation of
these plasmids in C. glabrata.

Construction of HDF1, HDF2 and Sil2126 deletion strains

To obtain the HDF1 and HDF2 deletion strains, fragments larger than 800 bp from
the 5" and 3’ intergenic regions of each gene were cloned into pAP599 (conserving
the relative orientation of the chromosomal locus to be deleted), flanking the
hygromycin expression cassette. The plasmids generated in this way (pAJ27 and
pAJ28 respectively, Table S2 in supporting information) were used to generate
allele replacements of each gene to be deleted by homologous recombination in a
one-step gene replacement procedure. Briefly, each plasmid was digested with
enzymes cutting at both ends and within the cloned 5' and 3' flanking fragments,
generating ends homologous to each specific gene to be deleted in the C. glabrata
genome. The released fragment was used to transform C. glabrata, selecting on
plates supplemented with 440 ug of hygromycin/ml. Homologous recombination
and allele replacement of each locus was verified by PCR analysis using a primer
that anneals in the sequences external to the cloned fragments and a primer
annealing within the hygromycin cassette. We also verified the absence of each
gene deleted by the inability to PCR amplify an internal fragment from each deleted
gene.

A similar strategy was used to construct a vector to delete Sil2126 region,
flanking sequences at 5’ and 3’ of Sil2126 were PCR amplified and cloned at either
side of hygromycin expression cassette on pAP599. This plasmid (pAJ25) was
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digested with enzymes that cut within the cloned 5’ and 3’ ends, and the released
fragment was used to transform C. glabrata. Allele replacement was verified as
described above.

Construction of double mutants

In order to generate double mutants (silA hdf1A or silA hdf2A), single hdf1A::hph or
hdf2A::hph mutants which contain an insertion of the hph cassette flanked by FRT
sites, were transformed with plasmid pLS9 (Table S2). This plasmid expresses
ScFLP1 recombinase that recognizes two direct repeats, the Flpl recognition
target (FRT) sites, under the control of an inducible promoter. 50 pul of stationary
phase cells harbouring this plasmid were resuspended in fresh YPD and were
grown for 2 hours. The Flpl recombinase then induces recombination between
FRT sites and the hygromycin marker is excised from the chromosome, resulting in
an unmarked deletion of the corresponding gene and leaving one copy of the FRT
site. Dilutions of the cell suspensions were plated on YPD, and replica plates were
made on YPD hygromycin plates. Unmarked deletion strains (hdflA or hdf2A) are
identified as Hyg® colonies and the deletion is confirmed by PCR, using primers
annealing in the chromosome outside the 5’and 3’ regions used for the disruption.

To construct double mutants, the hdf1iA and hdf2A unmarked deletion
strains described above were transformed with the deletion/insertion construct to
delete Sil2126 (pAJ25, see Table S2 in the supporting information). Transformants
were screened to verify integration of the deletion/insertion plasmid at the correct
chromosomal location by PCR using primers annealing in the chromosome outside
of the cloned region used for the disruption. We removed the hph cassette by
expressing the Flpl recombinase as described above.

In order to test whether the silencing proteins are required for Sil2126
activity, we used deletion alleles of RIF1, SIR2, SIR3, HDF1, HDF2 and the rap1-
21 allele (since RAP1 is an essential gene), to introduce into the strain containing
the Sil-reporter system. The rapl-21 allele is a deletion of the last 28 amino acids
of Rapl1 which has been shown in S. cerevisiae to be the domain that interacts with
Sir3, resulting in a viable strain that is defective for subtelomeric silencing (LU et al.
1994) and we have shown that in C. glabrata it has the same phenotype (DE LAS
PENAS et al. 2003).

RT-PCR

RNA was extracted from stationary-phase cells (36 h in YPD) using TRIzol reagent
(Invitrogen, Carlsbad, CA) according to the manufacturer’s instructions and treated
with DNase | (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). The synthesis of cDNA and PCR was
carried out using the AccessQuick reverse transcription-PCR (RT-PCR) system
(Promega, Madison, WI). The RT primers used for EPA3 and ACT1 gene are listed
in Table S3 in the supporting information. The cDNA synthesis reaction was carried
out at 45°C for 45 min for all of the genes. The PCR was carried out at 57°C for
EPA3 and ACT1 genes. A reaction mixture without reverse transcriptase was
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included as a negative control in all of the RNA samples and with every pair of
primers. No bands were obtained, indicating that the RNA preparations had no
DNA contamination. RT-PCR experiments were performed three separate times
with different RNA extractions. Results in Figure 4B are reproducible and show a
representative experiment.
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Results

Telomere E.r of C. glabrata contains a cis-acting protosilencer element

We have previously identified a cis-acting element localized close to the right
telomere of chromosome E (E.r) of C. glabrata where EPA1, EPA2 and EPA3
reside. This element, called Sil2126, is a 2.126 kb DNA fragment that extends from
nucleotide positions 684673 to 686798 (accession Number: CR380951) and can
silence a URAS reporter gene when placed 31.9 kb away from this telomere in a
region not normally subject to subtelomeric silencing (ROSAS-HERNANDEZ et al.
2008).

The C. glabrata genome contains only one more sequence very similar to
Sil2126 at position 8061 to 10185 (Accesion No. CR380947.2), from the left
telomere of chromosome A (A..). A smaller fragment of this element (nucleotides
120 to 872 of Sil2126) is also present between EPA5 and EPA4 at position 15040
to 15850 from telomere I.gr (Accession No. AY344225.1) Figure S1.

In order to finely map the Sil2126 element at the E.x telomere, we first
constructed a reporter-Sil system to assay silencing activity by the Sil2126 element
(Figure 1A middle line). This system consists of an integrative plasmid that
contains a PCR fragment containing a 671 bp fragment of the intergenic region
between ISC1 (CAGLOEO06556g) and HYR1l (CAGLOE06600g), used as the
integration site (Spel site at -31.9 kb from telomere E.g), and the Sil fragment (or
the deletion derivatives) cloned immediately adjacent to it, followed by the URA3
reporter gene in the vector. Silencing activity by the Sil2126 element (and the
deletion derivatives) was assayed by the ability of the strains carrying each
construct to grow on plates lacking uracil (SC —ura plates) where only cells
expressing the URA3 reporter can grow, and on plates containing 5-fluorootic acid
(5-FOA plates) where cells expressing URA3 convert 5-FOA into a toxic compound
and do not grow.

We constructed 5’ and 3’ end deletion series of the Sil2126 element and
integrated each one 31.9 kb away from telomere Er (the URA3 promoter is
positioned at -35 kb). We initially determined whether the complete Sil2126 could
extend on the 5’ side up to the start codon of EPA3. As shown in Figure 1B the
entire region between EPA3 and Sil2126 (3430 bp, line 1) confers essentially the
same level of silencing as the previously described Sil2126 (ROSAS-HERNANDEZ et
al. 2008) (Figure 1B compare lines 1 and 2) and therefore Sil2126 comprises the
entire element. As shown in Figure 1B, deletions from the 5’ essentially show the
same silencing activity as the entire Sil2126 element, when the first 204 bp have
been removed (Figure 1B lines 2 through 7). Deleting the next 58 nucleotides
results in almost complete loss of silencing by this element, indicating that the
sequence from nucleotides 204 to 262 is essential for the silencing activity of
Sil2126 (Figure 1B compare line 7 with line 8). The 3’ end deletion series on the
other hand, shows a gradual decrease in silencing by the removal of up to
nucleotide 1241 of Sil2126 (removal of the last 885 bp of Sil2126) (Figure 1B lines
13 and 14). The next deletion from the 3’ end up to nucleotide 866 (removal of
1260 nucleotides) dramatically decreases silencing by this element (Figure 1B line
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15) suggesting that between nucleotides 866 and 1241 resides an important
module of the Sil2126 element. Progressive deletions from the 3’ end from this
point very gradually decrease the remaining silencing effect until there is no
detectable silencing activity (deletion to nucleotide 334, Figure 1B line 18), and
doesn’t decrease with further deletion to nucleotide 106 (Figure 1B line 19). This
indicates that the fragment from nucleotide 1 to 334 has no silencing activity by
itself despite containing nucleotides 204 to 262, identified as essential in the 5’
deletion series. This shows that nucleotides 204 to 262 are essential but not
sufficient for silencing activity by the Sil2126 element. The last two fragments
tested did not silence the reporter either, and include an internal fragment from
nucleotide 334 to 1241 (Figure 1B line 20) and a combination of the 5’ end of the
element (from nucleotide 1 to 334) cloned adjacent to a fragment from nucleotide
1241 to the end of the element (nucleotide 2126). Taken together, this data
indicate that Sil2126 is a cis-acting element composed of at least two distinct
modules important for silencing activity: the first element is localized between
nucleotides 204 to 262 (Figure 1B compare lines 2 with lines 7 and 8), and the
other extends from nucleotides 866 and 1810 (Figure 1B compare lines 2 with 13,
14 and 15).

Sil2126 element depends on Rapl, Sir2 and Sir3, partially on Rifl but not on
yKu70/80

Insertion of the Sil-reporter system 31.9 kb from telomere E-r generates a
duplication of the Sil2126 at this telomere (the original Sil2126 is localized 4.52 kb
upstream from the telomere, see Figure 1C top line), therefore we wondered
whether the silencing activity of Sil2126 depends on the presence of the original
copy near the telomere. We deleted the original telomeric copy of Sil2126 leaving
only one copy of the Sil-reporter system at -31.9 kb (Figure 1C compare bottom
and top lines, +/- and +/+) and we found that this element silences the URA3
reporter efficiently in the absence of the original copy, (Figure 1D linesl, 2 and 3).

We have previously shown that the Sil2126 element depends on Sir3, and
partially on Rifl but not on yKu70/80 (RosAas-HERNANDEZ et al. 2008). We have
now extended these results by testing the dependence on Sir2 and Rapl. The
Rapl-21 allele used is defective in subtelomeric silencing in C. glabrata (DE LAS
PENAS et al. 2003). The results confirmed previous data (ROSAS-HERNANDEZ et al.
2008) and in addition we show that Sil2126 also depends on Rapl and Sir2 to
silence the reporter at -31.9 kb from the telomere Er (Figure 1D compare line 1
with lines 4 and 8).

Sil2126 requires the telomere context and is orientation dependent
As shown above, the Sil2126 element mediates silencing of a URA3 gene
integrated at -35 kb away from the telomere, to test whether this element is a bona

fide silencer or a protosilencer that requires the telomere context, we first
integrated the Sil-reporter system further away from the same telomere at a
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distance of -50 kb from telomere Er. We found that increasing the distance from
35 to 50 kb from the same telomere, completely abolishes the silencing activity of
Sil2126 (Figure 2A compare lines 1 and 2 with 3 and 4). We also moved the Sil-
reporter system to three different internal locations in different chromosomes, more
than a 100 kb from either telomeres or centromeres, structures where chromatin is
normally assembled into a repressive conformation. We chose a large intergenic
region in chromosome F between CAGLOF04015g and CAGLOF04081g genes 160
kb away from the centromere, or an intergenic region in chromosome M between
CAGLOMO01870g and CAGLOMO01892g localized 224 kb from the left telomere, and
in an intergenic region in chromosome L between CAGLOL06072g and
CAGLOL06094g, 263 kb from the centromere. As shown in Figure 2A the Sil-
reporter system does not show silencing activity at any of the three internal
chromosomal locations tested, suggesting that Sil2126 requires the telomere
context, thus behaving as a protosilencer (compare lines 8, 9, 10, 11 and 12 with
lines 1 and 2 in Figure 2A). In order to test whether any telomere can serve as a
nucleating center for the silencing activity for Sil2126, we integrated the Sil-reporter
system in both orientations with respect to the telomere, 34 kb away from the left
telomere on chromosome E (E..), a distance similar to where we detect silencing
activity by Sil2126 at Er. Interestingly, we found that Sil2126 cannot mediate
silencing of the reporter at this position in either orientation, indicating that
telomeres are not equivalent at propagating and or nucleating silencing (Figure 2
compare lines 5, 6 and 7 with 1 and 2).

Because these data indicate that Sil2126 behaves as a protosilencer rather
than a silencer, we also tested whether its activity is orientation dependent like
some other protosilencers (Bi et al. 1999; MCNALLY 1991; SHEl 1995; Zou et al.
2006). To this end we inverted Sil2126 with respect to the URA3 gene and
integrated it at the original location near telomere E.r (URA3 promoter is at -35 kb
from the telomere repeats). As shown in Figure 2B line 15, inverting Sil2126
completely abolishes silencing activity of the element, further indicating that
Sil2126 behaves as a protosilencer, probably strengthening the silencing
originating at the telomere Er. Furthermore, inverting the whole Sil-reporter
system with respect to the telomere E.r (but maintaining the relative orientation
between Sil2126 and the URA3 reporter) and inserting it at -32 kb, also results in
loss of silencing mediated by the Sil2126 element (Fig 2B line 16).

Subtelomeric silencing at telomere Er is strongly diminished by a strong
promoter inserted close to the telomeric repeats

A strong promoter close to a silenced region can work as a barrier to prevent
spreading of the silent chromatin nucleated at a telomere or a silencer located
close by (Bl and BROACH 1999; DoNze et al. 1999; Donze and KAMAKAKA 2001;
FOUREL et al. 2001). In order to test whether a strong promoter can interrupt
silencing started at the E.x telomere, we used the set of strains containing
insertions of the URA3 gene at different positions throughout the E.i telomere, and
replaced in each of them the Sil2126 element with the hygromycin-resistance
cassette containing the strong promoter from the PGK1 gene driving the hph gene.
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We also constructed a simple deletion of Sil2126 in each reporter strain by
removing the hygromycin cassette by recombination of the flanking FRT sites with
Flpl leaving only a 35 bp FRT “scar” as described in Materials and Methods. As
shown in Figure 3 the presence of the PGK1 promoter dramatically diminishes
silencing nucleated at the telomere of different URAS reporter insertions located at
increasing distances from telomere E.r (Figure 3B compare lines 1 and 2 with line
3, lines 4 and 5 with line 6 and lines 7 and 8 with 9). Interestingly, silencing of the
reporter insertions throughout this telomere is achieved even in the absence of the
original copy of Sil2126 (silA), that is in those constructs where the PGK1 promoter
has been deleted (Figure 3 compare lines 1, 4 and 7 with lines 2, 5 and 8).

yKu70/80 independent silencing of telomere Er is due to the Sil2126 element

We next considered that the presence of the Sil2126 at this telomere might
contribute to the silencing nucleated at the telomere and could account for the
relative independence of this telomere to the silencing proteins yKu70 and yKu80,
which are essential for subtelomeric silencing in S. cerevisiae and at least three
other telomeres tested in C. glabrata. To test this, we introduced deletion alleles of
Sil2126 (silA), yKu70 (hdflA), yKu80 (hdf2A) and double deletion mutants (hdflA
silA and hdf2 silA) into the four URAS reporter strains. As shown in Figure 4A,
single deletions of Sil2126 or either of the HDF1 or HDF2 genes has almost no
effect on the level of silencing on each of the URAS reporters (Figure 4A compare
linel with lines 2, 3 and 4). However, double deletions of Sil2126 and either HDF1
or HDF2 results in complete loss of silencing of the four reporter genes assayed at
this telomere (Figure 4A, compare line 1 with lines 5 and 6), indicating that Sil2126
and yKu70/80 perform overlapping functions for silencing at this telomere. In order
to test whether silencing of the native gene EPAS3 also depends on both Sil2126
and yKu70/80, we assayed EPA3 expression by RT-PCR in different deletion
strains, and found that even though there is no detectable expression of EPA3 in
stationary phase cultures of the wild type and sil strains (Figure 4B lanes 2 and
4), EPA3 transcription is strongly derepressed in two types of strains: in the double
hdf2A silA as well as in the strain where the PGK1 promoter has been inserted
between the telomere and EPA3 (Figure 4B lanes 5 and 9). These results indicate
that the apparent independence of the yKu proteins for silencing of the native
EPA3 gene and the reporter URAS inserted at different distances from telomere E.
R, requires the presence of Sil2126 in this telomere, and that yKu proteins and
Sil2126 perform overlapping functions to bring about silencing at this telomere.
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Discussion

Adherence of C. glabrata to host epithelial cells depends on the expression of
some members of the EPA family of adhesins, in particular Epal is the major
protein mediating adherence to epithelial cells in vitro (CORMACK et al. 1999). The
C. glabrata genome contains approximately 23 EPA genes (depending on the
strain), the majority of which are encoded in subtelomeric regions where they are
subject to chromatin-based silencing that depends on Rap1, the Sir proteins and to
varying degrees on Rifl, yKu70 and yKu80 proteins, an effect determined by the
particular telomeric context (ROSAS-HERNANDEZ et al. 2008). Of particular interest
is the fact that the subtelomeric silencing of EPA2 and EPAS3, which are localized in
a cluster close to the right telomere on chromosome E (E.r), does not depend on
yKu70 and yKu80 proteins (ROSAsS-HERNANDEZ et al. 2008). In this paper we
characterized the cis-acting element Sil2126 localized between EPA3 and the
telomere Eg, the data presented suggests first that Sil2126 is a protosilencer
element that contributes to silencing at this telomere, and that Sil2126 and the Ku
proteins perform overlapping functions to bring about silencing, so that the
presence of Sil2126 in this telomere results in the apparent lack of dependence of
this telomere on the yKu proteins.

Sil2126 behaves as a protosilencer

Bona-fide silencers are elements that mediate silencing in any genomic context
and are independent of other silencer elements in its vicinity to establish and/or
maintain silencing. Protosilencers on the other hand are cis-acting elements that
strengthen silencing originated at a bona fide silencer or a telomere, in a position
and orientation dependent manner.

The cis-acting Sil2126 region described in this paper behaves as a
protosilencer that depends on a specific subtelomeric context: that of the
chromosome E_r subtelomeric region. This conclusion is based on several pieces
of evidence: a) The element does not mediate silencing of the reporter when it is
moved to internal regions in three different chromosomes far from the telomere or
centromere (Figure 2A, lines 8, 10 and 12); b) the silencing activity of Sil2126 is
sensitive to the distance from its telomere, since the Sil-reporter system mediates
silencing of URA3 when placed 31.9 kb from the telomere E_, but increasing the
distance to 50 kb from the same telomere, abolishes silencing (Figure 2A compare
lines 1 with 3); c) Sil2126 activity is orientation dependent because inverting the
element with respect to URAS, or inverting the entire Sil-reporter system with
respect to the telomere, completely abolishes silencing of the reporter (Figure 2 B,
lines 13, 15 and 16); and d) not every telomere provides the appropriate context for
the silencing activity of Sil2126, since inserting Sil-reporter system at an equivalent
distance in a different telomere, in either orientation (URA3 promoter is localized
38.31 kb and 37.32 kb respectively from the telomere E.) does not mediate
silencing of URA3 (Figure 2A compare line 1 with 5 and 7). This suggests that
silencing at different telomeres in C. glabrata depends on the particular
combination of cis-acting elements present at each subtelomeric region.
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A strong promoter can block spreading of the silent chromatin from the
telomere Er.

Interestingly, insertion of the strong promoter from the PGK1 gene between the
telomere and EPA3 (deletion/insertion allele silA::Ppski::hph), completely abolishes
silencing not only of the reporter gene inserted at 4 different positions in telomere
Er but also of the native EPA3 gene (Figs. 3 and 4B, compare lanes 2 and 5).
This effect is due most likely to the promoter and not to deletion of the Sil2126
element since elimination of the strong promoter by recombination between the
FRT sites flanking the deletion/insertion mutation, returns to the same level of
silencing present in the parental strains carrying the URA3 gene, even though both
constructs lack Sil2126 element (Figure 3B, compare line 1 with 2; line 4 with 5 and
line 7 with 8; and Figure 4B, compare lanes 2, 4 and 5). This is similar to some
strong promoters that recruit RNA Pol 1l or RNA Pol Il complexes which can act as
barriers (or boundary elements) for heterochromatin spreading as has been
reported for the tRNA gene on telomere proximal side of HMR (DoNze and
KAMAKAKA 2001; Fox and McCoONNELL 2005; RuscHE and LyNCH 2009).
Additionally, some promoters that recruit chromatin remodeling complexes
(containing histone acetyl-transferases like Sas2 and Gcn5) can also function as
barriers to the spreading of the silent chromatin (Oki et al. 2004) .

Sil2126 is responsible for the apparent yKu70 yKu80 independent silencing
at telomere Er.

The presence of Sil2126 in the subtelomeric region of chromosome E.r renders
silencing at this telomere seemingly independent of yKu70 and yKu80, however,
the participation of the yKu proteins in silencing at this telomere is uncovered in the
strain carrying a deletion of Sil2126. It is likely that Sil2126 strengthens silencing
established at this telomere leading to silencing of a large subtelomeric region
spanning more than 20 kb. Protosilencers contain several different types of
sequences that may be simple binding sites for Rapl, Abfl and ORC, or complex
sequences like the subtelomeric core X sequences in S. cerevisiae (BOSCHERON et
al. 1996; BRAND AH. 1985). These elements have been proposed to act as relays
for the propagation of the silent chromatin nucleated at the telomere repeats (or
other silencing promoting environments where silencing is already present),
thereby increasing the length of the silenced domain and enhancing silencing of
the affected genes (FOUREL et al. 1999; LEBRUN et al. 2001). Silencing mediated
by the combination of bona fide silencers (such as the telomere repeats) and
protosilencers can even propagate discontinuously over long distances from the
telomere due to the presence of so-called boundary elements (SuN and ELGIN
1999) that prevent spreading of the silent chromatin (FOUREL et al. 2001; FOUREL et
al. 1999; LEBRUN et al. 2001; SuN and ELGIN 1999). This discontinuous
propagation could be achieved by the formation of chromatin loops between the
telomere and the protosilencer elements present at subtelomeric loci. Such loops

~77 ~



Elementos protosilenciadores en regiones subteloméricas de C. glabrata Algiandro Juarez Reyes

at the end of telomeres have been proposed to explain the presence of Rapl and
yKu at positions far away from the telomeric repeats and ends, where they
normally bind (MARTIN et al. 1999; STRAHL-BOLSINGER et al. 1997; ZAMAN et al.
2002). Further support for the idea of telomeric looping comes from experiments
where repression is observed “at a distance” in S. cerevisiae when the repressor
Tupl is tethered to the DNA near a telomere and far from the target promoter
(ZAMAN et al. 2002). In the E.r subtelomeric region silencing is propagated over
more than 20 kb and the combination of the telomere environment with the cis-
acting Sil2126 provides strong silencing of the native genes as determined by the
very low (or absent) expression of EPA3 detected by RT-PCR (Figure 4B compare
lanes 2, 4, 6 and 7), and the strong silencing of the URA3 reporter insertions in
single hdflA, hdf2A, or sil mutants. yKu70 and yKu80 must be normally
contributing to silencing of this telomere since in the absence of Sil2126, these
proteins become essential for silencing, because double hdflA silA or hdf2A silA
mutants derepress EPA3 expression as well as the URA3 reporter insertions
throughout telomere Er (Figure 4A compare line 1 with lines 5 and 6; and Figure
4B compare lane 2 with lane 9, and data not shown). In this regard, it is
noteworthy that in S. cerevisiae hdflA mutants, loss of silencing at truncated
telomeres that contain core X element is less severe than in truncated telomeres
not containing core X (FOUREL et al. 1999); and in hdflA mutants the presence of
an ACS or Abfl binding site at a truncated telomere can mediate partial silencing
that compensates for the loss of yKu70 (LEBRUN et al. 2001). We are currently
investigating whether the distribution of the Sir and yKu proteins along the Er
telomere is continuous or discontinuous and what proteins are required or bind to
Sil2126.

We have shown that Rifl is required discontinuously for silencing at
telomere E.r (ROSAS-HERNANDEZ et al. 2008), contributing to the complexity of the
regulation of this region, which contains EPA1, the major adhesin mediating
adherence to epithelial cells in vitro. Therefore, it seems that the particular
combination of cis-acting sequences at each telomere determines the level of
silencing at each position in different telomeres and this could result in a particular
pattern of EPA gene expression depending on the specific context where the
genes reside. In addition it is possible that some of the proteins involved in
silencing at the subtelomeric regions respond to environmental signals and
modulate the level of repression differently at each telomere depending on the
particular telomere context. The ability to express different EPA genes could allow
C. glabrata to adhere to different surfaces and this could be important for the
persistence of C. glabrata in different environments within the mammalian host.
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FIGURE 1. The cis-acting silencing element Sil2126 is composed of at least two functional

modules and requires Sir2, Sir3, Rapl, Rifl but not the yKu70/80 heterodimer. (A) Top line:
Schematic representation of the E ; telomere showing the Sil2126 element (represented by a gray
rectangle labeled 2126), and the nucleotide position of its 5' end (4.52 kb from the telomere).
Arrowheads indicate 5’ to 3’ direction of Sil2126. Light gray arrows represent the different
subtelomeric EPA genes and indicate their direction of transcription. Middle line: Map of the Sil-
reporter system used to integrate at the Spel site between ISC1 and HYR1 consisting of a PCR
fragment containing the integration region, cloned immediately adjacent to the 5’ end of the Sil2126
element followed by the URA3 reporter gene. The Spel recognition site (at -31.9 kb) used to
linearize and integrate the vector is indicated. Bottom line: schematic representation of the Sil2126-
reporter system integrated between ISC1 and HYR1 (indicated by a thick black line). The telomere
is represented by black rectangles labeled “Tel”. (B) Assessment of the level of silencing of serial 5’
and 3’ deletions of the Sil2126 element. On the left side is shown the different constructs
represented by empty rectangles, used to assay the level of silencing of the URAS3 gene conferred
by the truncated versions of the Sil2126 element. Numbers on either side of the rectangles indicate
the nucleotide position of the 5" and 3’ ends of the truncated versions. The complete, original
Sil2126 element is indicated by the gray rectangle. On the right side is shown the level of silencing
conferred by the truncated Sil elements tested as measured by growth on SC — ura and 5-FOA
plates. Strains of C. glabrata containing the different truncated versions of the Sil element
integrated between ISC1 and HYR1 were grown to stationary phase in YPD, and 10-fold serial
dilutions in sterile water were made. Equal numbers of cells of each dilution were spotted onto SC-
ura and SC plates containing 5-FOA. Plates were incubated at 30°C for 48 hrs and photographed.
(C) Schematic representation of different combinations of Sil2126 elements at telomere Eg. Top
line: Map of the E r telomere showing the original Sil2126 element at its native position (-4.52 kb
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from the telomere repeats) plus the integrated Sil2126-reporter system integrated at -31.9 kb (Spel
site) generating a duplication of Sil2126 element, indicated by Sil+ / + on the right side. Middle line:
Integration of the negative control used consisting of the URAS3 reporter integrated at -31.9 kb
without Sil2126. This construct conserves the original Sil2126 at -4.52 kb and is indicated by sil - /
+. Bottom line: map of the construct containing the Sil2126-reporter system integrated at -31.9 kb
of telomere E_r and deletion of the original Sil element at -4.52 kb, indicated by Sil +/-. (D) Level
of silencing of the Sil-URAS3 reporter constructs (indicated to the left) in different mutants of the
silencing machinery. The experiments were made as indicated for panel B of this Figure.
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FIGURE 2. Sil2126 requires the telomere Eg context and is orientation dependent. (A)
Dependence of the Sil element on the telomere context. Schematic representation of the Sil2126-
reporter system is shown on the left side (Sil+). The schematic map of the negative control (sil)
consisting only of the URAS3 reporter with no Sil2126 is not shown. Both of these constructs are
integrated at two positions in telomere Eg: at -31.9 kb (the URA3 gene starts at position -35 kb),
lines 1 and 2; and integration at -50 kb (lines 3 and 4). Insertion of Sil+ and sil reporter constructs
in both orientations at -34 kb from telomere E_ (lines 5, 6 and 7). Integration of the Sil+ or sil”
constructs at an internal position in chromosome F (160 kb from the centromere, lines 8 and 9).
Integration of the constructs at an internal position in chromosome M (224 kb from the telomere M_,
lines 10 and 11) and integration of the Sil+ at an internal site in chromosome L at 263 kb from
centromere Ly (line 12). On the right side the growth phenotype on SC — ura and on 5-FOA plates
is shown for each construct to assess the level of silencing. Strains carrying the corresponding Sil-
reporter constructs integrated at the indicated chromosomal locations were grown to stationary
phase in YPD, and diluted and spotted on SC — ura and 5-FOA plates as described in Figure 1B.
(B) Silencing activity of Sil2126 is orientation dependent. The orientation of the Sil2126 was
inverted with respect to the URAS3 reporter and was integrated in the same position (the URA3
promoter is at -35 kb from the telomere E.gr) (compare lines 13 and 15). Orientation of the entire
module Sil2126-URA3 was inverted, resulting in inversion of both elements of the system with
respect to the original orientation but maintaining the same relative position to each other (line 16).
Strains carrying each construct indicated on the left side were grown to stationary phase and

spotted onto the indicated plates as described for Figure 1B. Arrowheads indicate the 5’ to 3’
direction of Sil2126.

~82 ~



Elementos protosilenciadores en regiones subteloméricas de C. glabrata Algjandro Juérez Reyes

-31.9kb -20.8 kb -13.4 kb 1.3 kb Tel
|!SC‘.;>'|HYR> |EPA_‘:-">v @'(%mlﬁﬁv . Sil
D C B A
FRT
<Eraz]l [1 W sia
FRT FRT

EPA3 3'UTR K_hph P raks |_| silA:Ppgkshph
<epas] [1 heh]

B

AV Sil*
-1.3 kb

SC-ura 5-FOA

silA
SilA::Ppgys::hph

BY Sil*
-13.4 kb silA

SilA::Ppgkq::hph

c¥VY Sil
-20.8 kb silA

SilA::Ppgkq::hph

D' Sil*

S e XX e C—

FIGURE 3. Subtelomeric silencing in telomere E is abolished by the presence of a strong
promoter between the telomere and the URAS3 reporter. (A) Top line: Schematic representation of
the subtelomeric region of chromosome Er. Empty, gray arrows indicate the 5 native genes
present in this region and their respective direction of transcription. Inverted black triangles
indicate URAS3 insertions at the shown positions with respect to the telomere. The gray rectangle
indicates Sil2126 element at its original position. Arrowhead indicates the 5’ to 3’ direction of the
element. Middle line: Sil deletion/insertion allele was integrated in each strain carrying the
corresponding URAS3 reporter insertions at different positions throughout telomere Ex. The hph
gene driven by the strong promoter from PGK1 is inserted replacing Sil2126 thus placing a strong
promoter close to the telomere. Bottom line: hph cassette is excised from the deletion/insertion
allele leaving one copy of the 35 bp FRT site. (B) Plate growth assay of strains containing the
indicated URA3 reporter insertions at increasing distances from the telomere in the wild-type
Sil2126 genetic background (Sil+), the sil simple deletiom)(s@ind sil deletion/insertion allele
(silA::Ppekaithph) as indicated.  Strains containing each of the URA3 reporter insertions in each of
the three backgrounds were grown to stationary phase in YPD and spotted onto the indicated plates
as described for Figure 1B.
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FIGURE 4. yKu70/80 independence of subtelomeric silencing on chromosome E  requires the

Sil2126 element. (A) Silencing of four different URA3 reporters (black triangles) in the E ; telomere
as measured by the ability to grow on 5-FOA plates. Strains containing the indicated reporter
insertions throughout the E_ telomere (shown at the top of each panel) were used as recipients to
introduce the following deletion alleles: si,  hdflA (yKu70), hdf2A (yKu80), or double deletions
hdf1A silA or hdf2A silA. All of these strains were grown to stationary phase and spotted onto the
indicated plates as described for Figure 1B. (B) EPA3 transcription is strongly derepressed both
when the Sil2126 element is deleted as well one of the HDF genes (hdflA or hdf2A), or when the
strong promoter from PGK1 is inserted between the telomere and EPA3. We used a sir3A strain as
control since we have previously shown that EPA3 is derepressed in the absence of Sir3. All
strains were grown to stationary phase and total RNA was isolated and used for RT-PCR (see
Materials and Methods). Lane 1 shows genomic DNA used as positive control for PCR. Actin
specific primers were used as internal control for RT-PCR. A negative control without RT was also
made and no bands were obtained (not shown).
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RESULTADOS ADICIONALES

8.1 La expresion de los genes EPA en el telomero E-g se favorece en las
mutantes que mas afectan el silenciamiento de este tel6mero.

Para determinar si el elemento Sil2126 tiene efecto sobre la expresién de los otros
genes EPA del locus, se realizaron ensayos de RT-PCR para los genes EPAl y
EPA2. EPAL es el Unico de los tres genes del locus que se expresa en la cepa
silvestre; sin embargo, su expresién se observa aumentada en las mutantes que
mas afectan el silenciamiento: sir3A, silA::Ppcki::hph, hdf1A/hdf2A, y hdf2A/silA.
La expresion de EPA2 y EPA3 se encuentra notablemente aumentada en las
mutantes que mayor efecto tienen en el silenciamiento (sir34, silA::Ppcka::hph,
hdf2A/silA) y ligeramente aumentada en las mutantes de Ku (Figura 10).

Poekss-hph
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hdf1A
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hdf1A / hdf2A

sir3A
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hdf2A / silA
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R ——

Figura 10. Analisis de expresion por RT-PCR de los genes EPAL, EPA2 y EPA3 localizados en el
telémero E-r en distintas mutantes de C. glabrata.
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8.2 EIl promotor de URA3 no es lo suficiente fuerte para contrarrestar el
silenciamiento en la cercania inmediata al tel6mero

Se ha encontrado que algunos promotores tienen la capacidad de bloquear la
propagacion del silenciamiento. Con el propésito de estudiar si ademas del
promotor Ppgki, existe otro promotor capaz de bloquear el silenciamiento
subtelomérico en E- se disefiaron vectores con el promotor de URA3.
Se construyeron los plasmidos integrativos pAJ43 y pAJ45 en los que el marcador
de seleccion NAT que confiere resistencia a nourseotricina se encuentra bajo el
promotor de URA3 de S. cerevisiae. Estos plasmidos fueron disefiados para
integrarse en el locus de Sil2126 y reemplazarlo. Las secuencias para integrar en
C. glabrata por doble recombinacion homaologa en estos plasmidos son las mismas
gue en el plasmido pAJ25, en el que el marcador de seleccion hph (resistencia a
higromicina) se encuentra bajo el control del promotor PGK1 (Figura 11).

A diferencia de las cepas obtenidas al integrar pAJ25 en C. glabrata (CGM685
a CGM694 y mas transformantes positivas extra), no se encontraron
transformantes en las que pAJ43 y pAJ45 se integraran en el locus de Sil2126. Se
analizaron mas de 100 cepas transformantes obtenidas en transformaciones
independientes y ninguna correspondié a la integracion en el locus Sil2126. El
dato anterior, a pesar de ser un resultado negativo, aporta evidencia que sugiere
que la region inmediata al telémero esta fuertemente silenciada y que solo ciertos
promotores fuertes 0 con la capacidad de contrarrestar el silenciamiento local
pueden dirigir suficiente expresion génica en este locus, como para permitir
seleccionarlos.

Cromosoma E-r

N N N /1 A S 3
TISCL > [HYRL [EPALy CEPA2] <EPA3] [ Jsi [ 1 P
|4 |4 |4 N N 4

pAJ43 /45

o N
hph Prex NAT Puras

Figura 11. Plasmidos disefiados para reemplazar por doble recombinacién homéloga, la secuencia
de Sil2126 por los genes reporteros hph y NAT bajo el control de los promotores de PGK1 y URA3
respecetivamente.
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8.3 El Silenciamiento mediado por Sil2126 es independiente de Hst2,y es
dependiente de Raply Sir2

Previamente se mostré que el silenciamiento mediado por Sil2126 es dependiente
de Sir2, parcialmente dependiente de Rifl y es independiente de Ku70 y Ku80.
Para explorar la participacion de la proteina Rapl, la cual se ha reportado se une
a los telomeros, a silenciadores de los loci HML y HMR, y a silenciadores
sintéticos con multiples copias del sitio Rapl; se integr6 el sistema Sil-URA3 a 32
kb del teldomero E-r en mutantes de Rapl. De igual forma se integro el sistema en
mutantes de las sirtuinas sir2A y hst2A. Se encontré que el silenciamiento
mediado por Sil2126 es dependiente de las proteinas Sir y de Rapl, y es
independiente de Hst2. EI menor crecimiento en 5-FOA en la cepa hst2A puede
deberse a una diferencia en la velocidad de crecimiento de esta cepa respecto a la
cepa silvestre. (Figura 12).

SC-ura 5-FOA
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Figura 12. Efectos de diferentes mutantes sobre el silenciamiento mediado por Sil2126. El sistema
reportero Sil2126-URAS3 fue integrado a 32 kb del telémero E-g. EIl Silenciamiento mediado por
Sil2126 es dependiente de Rapl y de las proteinas del complejo Sir. No es dependiente de Ku70
(HDF1) y Ku80 (HDF2), y depende parcialmente de Rifl.
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8.4 Busqueda de una clasificacion de los telomeros de C. glabrata

Los telomeros de S. cerevisiae se clasifican en categorias con base en tres
elementos internos a los repetidos teloméricos llamados: Y’, secuencia core-X
(XCS), y repetidos combinatorios X (XCR).

Secuencias en el XCS funcionan como protosilenciadores, por esta razén
decidimos buscar si en las regiones subteloméricas de C. glabrata se podian
identificar secuencias conservadas similares a estos elementos.

Al realizar un analisis con las Unicas secuencias subteldmericas completas de
la cepa C. glabrata BG2 de las que disponemos (A-., B-., C-, C-g, E-r, I-r, Yy €l
telomero de EPA17), no fue posible identificar elementos conservados de
suficiente extension que pudieran ser los equivalentes al core X y Y’ de las
regiones subteloméricas de S. cerevisiae. En esta ultima, el core X se encuentra
presente en todas las regiones subtelomericas de los 16 cromosomas, y presenta
una alta identidad de secuencia entre las regiones homologas que se extiende en
casi 500 pb (www.nottingham.ac.uk/biology/people/louis/telomere-data-sets.aspx).
Este dato podria indicar una diferencia notable entre las regiones subteloméricas
de C. glabratay S. cerevisiae. Sin embargo es necesario un analisis mas detallado
y con mayor niumero de secuencias de C. glabrata para determinar si existen
elementos analogos a los reportados en S. cerevisiae.

Es importante notar que en este trabajo el silenciamiento es estudiado en
telomeros naturales no truncados, a diferencia de la mayoria de trabajos en S.
cerevisiae, en los que el silenciamiento puede ser alterado al hacer modificaciones
extensas en la regién subtelomérica (Figura 6). Esta caracteristica es un punto a
favor para conocer de forma mas precisa el silenciamiento subtelomeérico.
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DISCUSION

La adherencia de C. glabrata a las células epiteliales del huésped depende de la
expresion de adhesinas de la familia de genes EPA. La mayoria de estos genes
estan codificados en regiones subteloméricas donde se encuentran sujetos a
silenciamiento. El silenciamiento en estas regiones depende completamente de
Sir2, Sir3, Sir4, Rapl, y de Rifl y Ku70/yKu80, en diferente medida dependiendo
el caso particular de cada teldmero [21]. El brazo derecho del cromosoma E (E-g),
es un teldmero particular, en el que el silenciamiento puede extenderse por lo
menos 20 kb y apoyar el funcionamiento de un protosilenciador dependiente del
telomero a 32 kb. Ademas, el telomero E-r de Candida glabrata junto con el Unico
telomero estudiado de Schizosaccharomyces pombe, son los Unicos casos
reportados de silenciamiento subtelomérico no dependiente de Ku70/Ku80 [21, 92-
93].

9.1 Laregion subtelomérica E-g, un contexto adecuado para el
silenciamiento

Una caracteristica particular de la region subtelomérica E-g, es la presencia de
secuencias repetitivas. La presencia de secuencias repetidas se ha correlacionado
con la formacion de heterocromatina. Una posibilidad que explique el por qué el
silenciamiento subtelomérico del cromosoma E-g puede extenderse a mayor
distancia que cualquier otro de los telomeros estudiados de levaduras, es esta
naturaleza repetitiva de su region subtelomérica. Las regiones de repetidos
directos en tandem que contienen los genes EPA podrian influir en la propagacion
del silenciamiento. EPA1l y EPA3 presentan mini satélites y EPA2 presenta un
mega satélite [94], estas secuencias son repetidos en tAindem que en el caso de
los genes EPA al traducirse generan secuencias ricas en serina importantes para
la estructura de estas proteinas [91]. A diferencia del promotor PGK1, los
promotores EPA1, EPA2 y EPA3 que son permisivos para la represion por el
complejo Sir, permiten la extensiéon del silenciamiento a regiones mas internas del
cromosoma. Con relacién a este ultimo punto, S. cerevisiae cuenta con una familia
de genes PAU constituida por 24 miembros, los cuales codifican para
manoproteinas de pared celular. La mayoria de los genes PAU estéan localizados
en regiones subteloméricas y se mostré que son sitios secundarios para la
nucleacion de Sir3, y posiblemente sean secuencias cooperativas para la
propagacion del complejo Sir [95]. Es posible que los telémeros ricos en genes
EPA sean mas favorables para el silenciamiento, que otros telémeros con otro tipo
de genes, a pesar de que los repetidos teloméricos se presenten en igual cantidad
y con la misma secuencia. Adicionalmente en esta region subtelomérica aparece
una serie de 10.5 repetidos directos en tandem cuya secuencia consenso es
(GGGAAGGATTTTCYT) a 1652pb de los repetidos teloméricos de secuencia
consenso GGGTDCTGT(G35)TCT.

Ademés de la naturaleza repetitiva, la presencia de distintos elementos
silenciadores o protosilenciadores espaciados a lo largo de la region subtelomérica
E.r determina el grado de extension del silenciamiento en este telomero. Una
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explicacion de esto podria ser que el silenciamiento originado en los repetidos del
telobmero se propague y/o estabilice hacia el interior del cromosoma gracias a la
presencia de distintos elementos en cis como Sil2126 y un elemento negativo
localizado al 3' de EPAl (Gallegos et al.,, datos no publicados) los cuales
dependen del complejo Sir para ejercer sus efectos. Estos elementos pueden
funcionar como puntos de relevo para la propagacion del silenciamiento [89]. Su
efecto podria ser mediante la formacion de plegamientos estructurales que
permiten interacciones funcionales en la region subtelomérica (Figura 13). Esta
hipdtesis combina la propagacion lineal del silenciamiento (o0ozing) en unas
regiones, la formacion de asas transitorias 0 permanentes entre puntos del DNA
(looping) y la posible liberacion de una enzima modificadora de histonas de un sitio
para unirse a otros sitios cercanos de baja afinidad (hooping) [96]. Lo anterior,
junto con la presencia de elementos de barrera, puede explicar los fenomenos de
silenciamiento discontinuo observados en distintos telémeros.

Figura 13. Modelo de coalescencia para generar las interacciones funcionales entre elementos
silenciadores. La cooperacién funcional entre un silenciador y un protosilenciador (A), o entre un
silenciador y un arreglo de protosilenciadores (B), forma una estructura coalescente al juntar
diferentes elementos silenciadores en una Unica estructura. Arreglos repetitivos particulares de
distintos elementos protosilenciadores pueden considerarse como un silenciador genuino, al crear
una estructura de silenciamiento autbnoma cuando se alcanza una adecuada eficiencia de
reclutamiento de componentes de la heterocromatina (C). Tomada de “Protosilencers as building
blocks for heterochromatin”[97].
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9.2 Discontinuidad en la represion transcripcional

En el modelo mas simplista de propagacion del silenciamiento se asume que al
originarse en los repetidos del telomero este se propaga de forma lineal y continua
a lo largo de la fibra de cromatina. Sin embargo, la presencia de elementos de
frontera naturales en las regiones subteloméricas ha mostrado que la propagacion
del silenciamiento es mas compleja que este mecanismo. En la mayoria de los
estudios de expresidbn en regiones subteloméricas, los genes reporteros
reemplazan elementos subteloméricos importantes, lo que ocasiona que
aparentemente se observe una disminucién gradual y continua del silenciamiento
conforme aumenta la distancia respecto al teldmero (Figura 4).

En las regiones subteloméricas de todos los telomeros de S. cerevisiae se
encuentra un elemento rico en secuencias repetidas llamado core-X, y el ~50% de
los telémeros también poseen un elemento de mayor extension denominado Y.
Estos elementos complejos contienen sitios de union para los factores
transcripcionales Tbfl y Rebl, los cuales se ha mostrado que tienen efectos de
barrera para la propagacion de la cromatina (comunmente llamadas STARS). Por
otro lado el elemento X contiene sitios de unién de ORC y Abfl, los cuales tienen
un efecto a favor en la formacion de la cromatina silenciosa. El core-X funciona
como un protosilenciador puesto que promueve y estabiliza el silenciamiento
mediado por Sir3, pero no es un silenciador autonomo [32, 89]. Esto resulta en
una discontinuidad en el silenciamiento subtelomérico y se ha propuesto que la
discontinuidad puede ser debida a un pliegue (loop) en el telomero hacia regiones
internas lo que evita la necesidad de una nucleacién y transmision lineal a partir de
un unico punto [32].

Por esta razon, los elementos de barrera, asi como los posibles plegamientos
para la propagacion del silenciamiento pueden ser dos aspectos conectados del
fenémeno de silenciamiento discontinuo.

9.3 El promotor PGK1 como un elemento de barrera.

En el genoma eucariote los dominios activos e inactivos se encuentran adyacentes
entre si y separados funcionalmente por distintos elementos que modulan la
extension de la transcripcibn o represion en una regidn particular. Dichas
secuencias en cis que permiten delimitar regiones son conocidas como elementos
de frontera (“boundary elements”). En este trabajo se encontré que la secuencia
del promotor PGK1 contiene elementos que funcionan como barreras para la
propagacion del silenciamiento.

Algunos complejos remodeladores de nucleosomas pueden ser los
responsables de ocasionar cambios en los nucleosomas que sean incompatibles
con la propagacion del silenciamiento, lo que permite la formacion de una barrera
debido a sus actividades. Un numero grande de proteinas que funcionan como
barreras para la propagacion del silenciamiento originado en el silenciador E en
HMR, pertenecen a complejos con multicomponentes. En este locus, el complejo
Swi-Snf, TFIID y subunidades de complejos como Sas-l, SAGA, NuA3, NuA4,
Sptl0p, Rad6p y Dotl han sido identificados como proteinas de barrera [98].
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Es posible que los mismos complejos que puedan funcionar como barrera en
el silenciamiento de HMR, que es similar en cuanto a composicion del complejo Sir
respecto al silenciamiento del telomero, también puedan tener el mismo efecto de
contrarrestar la propagacion del silenciamiento subtelomérico. Por tanto, el efecto
mediado por el promotor fuerte PGK1 podria tener una relacion con el
reclutamiento de estos mismos complejos, sus subunidades, o complejos con
actividades similares. Sin embargo, no necesariamente se requiere de la
transcripcion misma dirigida por PGK1 para su efecto de barrera, puesto que en
varios estudios los factores de transcripcion involucrados en la formacién de la
barrera, no requieren de la transcripcion per se para ejercer dicha funcion. La
forma en como el promotor PGK1 impide la formacion del silenciamiento podria
ser estudiada en un ensayo similar al reportado por Ishi et al. [22]. En este
sistema, se elige un locus silencioso, y la secuencia en estudio se coloca a ambos
lados de un gen reportero; adicionalmente un segundo gen reportero que no esté
completamente flanqueado por la secuencia en estudio se coloca adyacente a una
de las dos copias de la primera secuencia, lo que permite distinguir entre mas
posibilidades de funcionamiento (Figura 14).
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Figura 14. Diferentes estados de la cromatina en un sistema reportero ubicado en el locus
silencioso HML de S. cerevisiae generados al reclutar diferentes tipos de proteinas con distintas
capacidades de proteccion ante el silenciamiento. (A) Genes reporteros ADE2 y URA3 silenciados
en el locus modificado de HML (“Sistema Reportero”) ubicado entre los silenciadores E e I. El locus
ha sido modificado ademas con 2 secuencias UASg para reclutar proteinas fusionadas con el
dominio Gdb como se indica. (B) Proteinas con actividad genuina de frontera, al ser reclutadas al
sistema reportero delimitan un dominio, pero carecen de potencial para activacion de la
transcripcion. (C) Activadores transcripcionales reclutados al sistema reportero establecen un
dominio transcripcional activo para ambos reporteros. (D) Proteinas con actividad desilenciadora
bloquean la propagacion de la heterocramtina de forma bidireccional. Tomada de “Structural and
Dynamic Functions Establish Chromatin Domains” [22].

Al menos existen dos modelos propuestos de cémo funcionan los elementos de
barrera.

a) En el modelo de modificacién de la cromatina se propone que las proteinas de
barrera unidas al DNA crean un dominio de cromatina abierta que previene la
propagacion del silenciamiento [99]. Estas proteinas de barrera se cree que
funcionan reclutando enzimas modificadoras de la cromatina que al modificar los
nucleosomas crean un estado desfavorable para la union de las proteinas Sir lo
que impide la propagacion de la heterocromatina.

b) En el modelo topoldgico se propone que los elementos de barrera atan el DNA
a una subestructura nuclear particular, lo que ocasiona un impedimento en la
propagacion de la heterocromatina. Sugiere también que al anclarse este DNA se
generan distintos dominios funcionalmente independientes [100].
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Con los experimentos realizados no se puede afirmar con seguridad si el
efecto de bloqueo del silenciamiento mediado por el promotor Ppgk1 €S debido a
una actividad de barrera (boundary) 6 a una actividad dinamica de de-
silenciamiento. La mayor parte de la evidencia apunta a que el mecanismo de
accion es una activad de de-silenciamiento. El plegamiento del telémero al
subtelémero se ha propuesto que conlleva a un establecimiento multidireccional
del silenciamiento, por propagacion del telomero, por apareamiento de dos
cadenas de DNA o también por clustering (Figura 15).

Basados en este modelo (Figura 15), Ppgk1 N0 parece estar comportandose
como una simple barrera pues la insercion de Ppcki::hph no permite mantener
silenciado el reportero URA3 integrado a 1.4 kb del telomero aun cuando la
insercién no se encuentra entre dicho reportero y el teldmero. Este dato parece
indicar una actividad de-silenciadora.

Sin embargo, en el modelo propuesto por Ishi & Laemmli [22], una proteina o
complejo con actividad de-silenciadora tiene un efecto bidireccional sobre los
genes inmediatamente adyacentes (~200 pb) y no sobre los situados a mas de
1000 pb. En los resultados obtenidos de las integraciones de URA3 a 14 kb y 20
kb del telomero, la pérdida de silenciamiento se presenta claramente a distancias
mayores de 1 kb.

Esto puede indicar dos cosas:

a) Existen varios plegamientos o enrollamientos del DNA en la region
subtelomérica con el telémero, lo que ocasiona que la actividad desilenciadora
propia de Ppck1 Se acerque a loci relativamente cercanos atraidos a su proximidad
por efectos de enrollamiento.

b) El promotor Ppcki tiene un efecto que impide la propagacion del silenciamiento
a partir del telomero ya sea la principal propagacion lineal, o al interferir con el o
los plegamientos del telomero que favorecen la propagacion o refuerzo del
silenciamiento.

El silenciamiento subtelomérico de un teldmero particular no es debido a un
agrupamiento de los otros teldbmeros que genere las condiciones necesarias
basicas para este proceso. Se ha propuesto que el agrupamiento de los teldmeros
crea una zona con una concentracién adecuada de factores de silenciamiento que
favorece que el silenciamiento se produzca en los teldmeros y regiones
subteloméricas. Sin embargo, con los datos obtenidos podemos inferir que la
presencia de los otros telomeros silvestres en la célula no puede cubrir los
defectos en el silenciamiento generados por alteraciones en cis en un solo
teldmero particular.

~97 ~



Elementos protosilenciadores en regiones subteloméricas de C. glabrata Alejandro Juarez Reyes

HML.: uni-directional silencing

A Ssilencing B sitencing

Figura 15. La distinciébn experimental entre actividades de barrera (BA) y actividades
desilenciadoras (DA) en una proteina o complejo esta basada en sus diferentes modos de accién.
Las BAs establecen un “rompeolas” ante la propagacion de la heterocromatina posiblemente
mediante un mecanismo pasivo de anclaje. Las DAs se propone que funcionan
bidireccionalemente por una actividad enzimatica como la hiperacetilacion de histonas. Las BAs no
tienen efecto en los telomeros posiblemente debido a que el manteniemiento y propagacion del
silenciamiento puede reforzarse por un loop en el telémero, por agrupamiento de los telémeros, o
por apareamiento entre regiones del DNA que se apilan.

(A) Los BAs separan la heterocromatina de la eucromatina en una forma unidireccional cuando se
colocan entre ambas regiones de cromatina.

(B) Los DAs separan los dominios de cromatina y su actividad desilenciadora tiene efecto
bidireccional si los promotores de los genes adyacentes se encuentran en forma cercana.

(C) EI plegamiento al final de los telomeros se propone que genera un silenciamiento
multidireccional reforzado por interacciones simples en el mismo plegamiento. Los BA son
insuficientes para contrarrestar la formacion del silenciamiento.

(D) La actividad de los DAs en una regién subtelomérica puede eliminar el silenciamiento de genes
que entren en proximidad con sus efectos enzimaticos debido a plegamientos del telémero o
regidbn subtelomérica. Tomada de “Structural and Dynamic Functions Establish Chromatin
Domains” [22].
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9.4 Plegamientos estructurales entre loci silenciosos

La regulacion transcripcional tanto para activacion como para represion génica
generalmente implica procesos en los que las secuencias de control en cis se
encuentran a varias kilobases de sus sitios de accion. La regulacion génica por
tanto requiere de la comunicacién entre enhancers, silenciadores y promotores.
Para llevar a cabo esta comunicacion de sefales entre dos secuencias separadas
entre si, se requiere de plegamientos en el DNA mediados por proteinas. Estas
proteinas pueden participar en la formacion del plegamiento, 6 como
intermediarios (conectores, puente) entre dos secuencias que se encuentren
separadas. Las proteinas que se unen a un elemento pueden tener interaccion
con otras proteinas que reconocen otras secuencias localizadas a distancia.

Se ha propuesto que el complejo Sir promueve la formacion de estructuras
secundarias en la cromatina, mediante plegamientos [101-103]. De igual forma, se
ha encontrado que distintos teldmeros pueden interaccionar con regiones internas
del cromosoma. Las interacciones pueden ser transitorias 0 permanentes, y es
probable que ocurran a larga distancia mediante plegamientos (looping).

Es posible que la formacion de un loop entre el telomero y el interior del
cromosoma permita la extension del silenciamiento [104], y que la presencia de
protosilenciadores facilite la formacion de estos plegamientos. Los silenciadores
podrian estabilizar y extender la propagacion de los dominios de heterocromatina.

En S. cerevisiae, la evidencia de posibles plegamientos entre el telomero y
regiones internas del cromosoma relativamente cercanas muestra que a ~3 Kb de
los repetidos del telomero se pueden encontrar las proteinas Ku y Rap1 [105-106].
Otra evidencia que apunta a interacciones funcionales, es el hecho de que los
silenciadores HMR-E y HMR-I se encuentran en estrecha proximidad espacial,
posiblemente por la formacion de un loop que los conecta. Dicha evidencia se ha
obtenido por estudios de activacion de un reportero URA3 situado al 3' de HMR-I
y un activador respectivo al 5 de HMR-E, y por ensayos de captura de
conformacién de la cromatina (3C). La mayor proximidad espacial se correlaciona
con la presencia de Sir3 en la region silenciada, ya que en mutantes sir3A no se
observa un enriguecimiento de los productos de PCR que corresponden a la
interaccion de estas dos regiones [107]. En otros ensayos, un sitio de union del
represor Tupl colocado en las cercanias del telomero y a una distancia de 1.5 kb
de un reportero HIS3 puede reprimir la expresion de éste, posiblemente por la
formacion de un loop entre el telomero y regiones mas internas del cromosoma.
Dicho efecto se elimina en mutantes sir3A [104], mientras que la sobreexpresion
de SIR3 aumenta la extensién del silenciamiento subtelomérico [106].
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9.5 Ku70/Ku80Yy Sil2126 en el silenciamiento subtelomérico E-g

La evidencia experimental reportada aqui indica que Sil2126 compensa la
ausencia de Ku70/Ku80 para el silenciamiento subtelomérico. Mientras que
mutantes sencillas hdf1A o hdf2A no desreprimen reporteros URAS3 localizados en
cuatro diferentes localizaciones subteloméricas, las mutantes dobles
hdf1A/sil2126A o hdf2A/sil2126A eliminan el silenciamiento completamente. Una
posibilidad que explique esto es que yKu70/yKu80 y Sil2126 tienen papeles
redundantes, o parcialmente traslapados en el silenciamiento subtelomérico.

Se ha reportado que las mutantes hdf1A y hdf2A afectan la localizacion
subnuclear de los teldmeros [108], asi que Ku70/Ku80 ayudan a dirigir los
telomeros a la periferia nuclear, sitios donde el silenciamiento puede ser
promovido. Sil2126 podria tener sitios de union para factores adicionales que
ayuden a dirigir los telémeros a la periferia nuclear. Existe evidencia de teldmeros
gue permanecen asociados a la periferia nuclear en mutantes hdf1A y hdf24, lo
gue sugiere que existe un mecanismo adicional independiente de Ku para dirigir
los telébmeros a la periferia nuclear [109].

Otra posibilidad es que Sil2126 y Ku establezcan una conexion funcional
parcial junto con algunas otras proteinas, similar al modelo propuesto por Marvin
et al. en S. cerevisiae [110] (Figura 16). En este modelo yKu ubicado en los
telomeros y el core X forman un loop en la regién subtelomérica importante para la
estabilidad del genoma. Dicho loop podria también tener implicaciones
importantes en el silenciamiento. Sil2126 podria contener secuencias equivalentes
a las necesarias del core-X para que se produzca un plegamiento con el teldomero,
de modo que en ausencia de cualquiera de los dos, las primeras interacciones
funcionales se encontrarian debilitadas. La mayor parte de las interacciones del
loop serian mediadas principalmente por Ku con secuencias subteloméricas, y
Sil2126 seria necesario para apoyar este plegamiento al interaccionar con alguna
otra proteina de los complejos al final del telomero.
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Figura 16. Modelo propuesto de la arquitectura nuclear en los telomeros de S. cerevisiae. Los
teldmeros de cada cromosoma son doblados por la asociacion directa o indirecta entre el
heterodimero Ku y secuencias subteloméricas como el core X a través de otros factores. Tomada
de “The association of yKu with subtelomeric core X sequences prevents recombination involving
telomeric silencing” [110].

De forma clasica, el silenciamiento se ha descrito como una forma de represion
génica que no es promotor especifica y que se puede extender sobre largas
regiones cromosomicas. Sin embargo, resultados previos asi como los mostrados
en este trabajo indican que la presencia y caracteristicas de los distintos
promotores y genes subteloméricos tienen un efecto sobre la capacidad de
propagacion de la cromatina silenciosa. Posiblemente el mecanismo de
propagacion del silenciamiento sea una combinacion entre una propagacion lineal
a corta distancia en las regiones inmediatas a sitios fuertes de nucleacién de los
complejos, y una propagacion a través de interacciones funcionales entre
elementos secundarios con menor afinidad.

9.6 Elementos compuestos con aislantes, plegamientos estructurales y
polaridad de silenciadores: fendmenos no excluyentes para explicar el
silenciamiento direccional

En las regiones subteloméricas de S. cerevisiae cohabitan elementos aislantes y
silenciadores, que se propone son los responsables de ocasionar un fenotipo

~101 ~



Elementos protosilenciadores en regiones subteloméricas de C. glabrata Alejandro Juarez Reyes

discontinuo en el silenciamiento [89]. Los elementos compuestos que contienen
enhancers y elementos aislantes se espera que muestren una funcién
dependiente de la orientacion y posicion relativa. Cuando el elemento compuesto
se coloca en una orientacién en la que el aislante esta préximo al promotor, la
actividad del enhancer se bloquea.

De una forma anéaloga, un elemento compuesto por silenciadores y elementos
aislantes se espera que presente polaridad. El elemento Sil2126 de C. glabrata
podria ser un elemento modular compuesto por silenciadores y aislantes que
ocasionan que su actividad solo se observe cuando la presencia de los elementos
funcionales para el silenciamiento se encuentren adyacentes al gen reportero, y
cuando el elemento aislante se encuentre en el lado opuesto y no interfiera con la
propagacion del silenciamiento; ya sea el que se origina en el silenciador o el que
se propaga a partir del telomero. Estas condiciones favorables para el
silenciamiento, solo se cumplen en una sola orientacion de las inserciones
estudiadas tanto del elemento Sil2126, como del modulo completo Sil2126-URA3
(Figura 17). Es importante notar que la simple inversion del elemento Sil2126
ocasiona la pérdida del silenciamiento, lo que podria indicar que el silenciamiento
solo se produce de forma direccional. Sin embargo, esta propiedad no excluye la
presencia de un elemento de barrera. Por otro lado, la inversion de todo el modulo
Sil-URA3 (que no modifica la orientacion de Sil2126 respecto a URA3 y que
modifica minimamente la distancia de URA3 respecto al telémero) también elimina
el silenciamiento. Con estos datos, la polaridad de Sil2126 no es suficiente para
explicar la pérdida del silenciamiento. En la cepa con la inversion del médulo Sil-
URAS, el reportero URA3 ya no queda comprendido entre Sil2126 y el teldmero.
Una explicacion de la pérdida del silenciamiento es que en caso de existir
plegamientos estructurales entre el telémero y el silenciador que generen dominios
del genoma independientes, la inversion del médulo Sil-URA3 ocasiona que URA3
no quede comprendido en un dominio al interior de un loop que se formara entre
Sil2126 y el telomero, o entre una serie de plegamientos entre el telomero y
elementos intermedios entre el teldmero y Sil2126 (Figura 17-C).

En S. cerevisiae el silenciamiento de un reportero URA3 es fuerte mientras se
encuentre entre los silenciadores E e | en el interior de HMR, y se debilita cuando
se coloca en el exterior de HMR antes del elemento de barrera a pesar de la
presencia de proteinas de silenciamiento. Esto podria indicar que para que un gen
se encuentre fuertemente silenciado debe encontrarse ubicado entre dos
elementos de silenciamiento que delimiten un dominio, y no al exterior de ellos
[111].

Los modelos propuestos de por qué Sil2126 solo produce silenciamiento en
una orientacion en las inserciones estudiadas en E- se observan en la figura 17.

Para revelar con mayor exactitud cual es el mecanismo por el que se produce
la direccionalidad observada de este elemento, queda por determinar
experimentalmente qué efecto tiene invertir el reportero URA3 en el sistema de
integracion Sil-URA3 o posicionarlo al exterior de la region comprendida entre el
telomero y Sil2126 en una configuracion adecuada. Adicionalmente, un segundo
reportero colocado en el otro extremo de Sil2126 permitiria distinguir entre
distintos modelos.
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Figura 17. Modelos propuestos para explicar la polaridad del elemento Sil2126 en el
silenciamiento de URA3 en integraciones subteloméricas en E-r a mas de 30 kb del telomero.

(A) El elemento Sil2126 solo genera silenciamiento si ciertos elementos funcionales se encuentran
contiguos al reportero URA3 y el reportero se encuentra contenido entre ellos y el telomero. Ningun
elemento aislante debe presentarse entre el telémero y la o las principales interacciones
funcionales con el elemento Sil2126, representadas en conjunto por una flecha azul curva. Los
elementos funcionales de Sil2126 pueden tener ademas una polaridad predominante que favorece
el silenciamiento en alguna direccién.

(B) El silenciamiento sobre URA3 se pierde cuando se invierte la orientacién de Sil2126. Esto
podria deberse parcialmente a que la polaridad de los principales elementos funcionales dentro de
Sil2126 ya no se dirije hacia el reportero URA3. Otra posibilidad es que la inversion de Sil2126
puede interponer un aislante entre el telémero y los elementos que median la principal interaccion
funcional para el silenciamiento. Interaccién representada por una flecha curva rayada. El elemento
aislante también podria impedir la propagacion de los complejos de silenciamiento hacia URA3 en
caso de que no exista una polaridad predominante.

(C) El silenciamiento de URA3 se pierde cuando se invierte el modulo completo Sil2126-URAS. En
este caso URA3 no queda comprendido entre un dominio que se genere entre el telémero y
Sil2126. La inversion completa del modulo también puede interponer un aislante entre los
principales elementos funcionales de Sil2126 y el telomero. La polaridad predominante de los
elementos en Sil2126 no es suficiente para mediar el silenciamiento de URA3 si no se presentan
las otras condiciones.

Las flechas negras indican una posible polaridad en los elementos que generan o extienden el
silenciamiento. Las flechas rojas indican la orientacion del elemento compuesto Sil2126. En el
interior de Sil2126 las letras “S” indican regiones con caracteristicas silenciadoras y la letra “A”
indica un posible elemento aislante. Los circulos azules representan complejos de silenciamiento y
su tamafio el nivel de participacion para que se presente una interaccion funcional basica entre
ellos.
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CONCLUSIONES PARTICULARES

1. Existe un protosilenciador (Sil2126) ubicado entre el ultimo gen (EPA3) y el
telomero del brazo derecho del cromosoma E (E-g) en Candida glabrata.

2. Secuencias con alta identidad a Sil2126, se encuentran presentes en los
cromosomas A e |, al 5’ de genes EPA en regiones cercanas a los telomeros.

3. Una copia de Sil2126 puede mediar silenciamiento de un reportero URA3 a 32
kb de su teldmero nativo (E-r), una regién que normalmente no esté silenciada.

4. El silenciamiento de URA3 mediado por Sil2126 a 32 kb no requiere de la copia
nativa de Sil2126 presente entre EPA3 y el telémero.

5. El silenciamiento producido por Sil2126 depende de las proteinas del complejo
Sir, de Rapl, y parcialmente de Rifl y Hst2. Este silenciamiento es independiente
de las proteinas Ku70 y Ku80.

6. Sil2126 no es funcional sobre URA3 fuera del contexto teldbmerico en los
cromosomas F, L y M, a mas de 200 kb del teldmero. Tampoco es funcional a 50
kb de su telébmero nativo.

7. El elemento Sil2126 no es funcional a una distancia similar (34 kb del telémero)
en el brazo izquierdo (E-.) del mismo cromosoma nativo.

8. La presencia o ausencia de Sil2126 no afecta el nivel de silenciamiento de
inserciones URA3 en la region subtelomérica (E-g), ni la expresién de los genes
nativos de este locus EPAL, EPA2 y EPAS.

9. El efecto de silenciamiento mediado por Sil2126 en las cercanias del telomero
E-r, es dependiente de la orientacion relativa de Sil2126 respecto al telomero y la
orientacion respecto al reportero URA3.

10. Existe una redundancia funcional en el silenciamiento subtelomérico en E-r
entre Sil2126 y las proteinas Ku70 y Ku80.

11. La insercion del promotor fuerte PGK1 de S. cerevisiae en el locus de Sil2126
funciona como barrera al impedir la formacion y/o propagacion del silenciamiento
subtelomérico de inserciones URA3 al 5’ y al 3’ de dicha insercidn, asi como de los
genes nativos EPA1, EPA2 y EPA3.

~104 ~



Elementos protosilenciadores en regiones subteloméricas de C. glabrata Alejandro Juarez Reyes

CONCLUSION GENERAL

La region telomérica y la regidn subtelomérica, estan habitadas por una gran
cantidad de complejos de proteinas que participan en distintas funciones celulares.
Muchas de las proteinas de dichos complejos son multifuncionales y desarrollan
mas de una funcién, aln asociadas al mismo complejo. Esto hace que al estudiar
las proteinas que participan formando complejos en los telomeros se modifiquen
en pequefia o gran medida las propiedades funcionales del complejo en distintos
aspectos. Procesos como el silenciamiento subtelomérico o TPE que dependen en
gran medida de la estructura y extension de los telomeros pueden verse
indirectamente afectados por defectos o mutaciones en un gran numero de
proteinas que afecten la extension de los teldmeros, su estructura o su conexion
con el ciclo celular.

El silenciamiento subtelomérico se presenta con distinta extension y con distinta
fuerza entre los diferentes telomeros de los cromosomas. Estas diferencias son
principalmente debidas a diferencias en los elementos en cis, y a la densidad y
tipo de genes presentes en las regiones subteloméricas. En este trabajo se
identifico la secuencia Sil2126 con actividad protosilenciadora presente entre
EPA3 Yy el telomero E-g.

Esta secuencia contribuye en el nivel de silenciamiento observado y en la no
dependencia de Ku70 y Ku80 en este telomero. Las propiedades funcionales de
este elemento son dependientes de su ubicacion, posicién y orientacion relativa
respecto a su telémero nativo. Es probable que Sil2126 posea propiedades
funcionales en otro telémero si se encuentra a una distancia adecuada, y en un
contexto en el que la combinacion, densidad y posicion de elementos en cis y
genes sea favorable para el silenciamiento.
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PERSPECTIVAS

1) Estudiar el efecto del protosilenciador Sil2126 en la estructura de la cromatina
de la regién subtelomérica del brazo derecho del cromosoma E (E.Rr). Se buscara
evidencia indirecta de plegamientos del telémero hacia regiones internas del
cromosoma cuando esta presente Sil2126 (formacidn de loops) mediante las
técnicas 3C y “Methyl Transferase Targeting Assay”.

2) Estudiar la localizacion de las proteinas de silenciamiento Sir3, Sir4, Ku70 y
Ku80, etiquetadas con distintos epitopos, en la region subtelomérica del
cromosoma E mediante ensayos de inmuno precipitacion de la cromatina (ChIP).

3) Estudiar el efecto de Sil2126 en el silenciamiento del gen reportero URA3 en
regiones subteloméricas de cromosomas distintos al cromosoma E a no mas de
32 kb del telémero. Esto permitira determinar si las diferencias en las secuencias
de diversas regiones subteloméricas son responsables de la actividad de Sil2126
como protosilenciador. Determinar si el sistema Sil-URA3 puede mediar
silenciamiento a una distancia aproximada de 32 kb del telémero, en una region
subtelomérica cuyo silenciamiento nativo se extienda por lo menos a 20 kb, como
en el teldmero nativo de Sil2126 (E-R).

4) Estudio funcional de la region de 2125 pb con alta identidad a Sil2126, que se
encuentra presente en el brazo izquierdo del cromosoma A (A.). Se insertara
Sil2125(A)-URAS3 en las siguientes regiones cromosomicas: a) a 32 kb del brazo
derecho del cromosoma E (ER) y b) a 32 kb de su telomero nativo (A.), y se
evaluara la expresion del reportero URA3.

5) Determinar si la presencia de Sil2126 en su cromosoma nativo es responsable
de una localizacion nuclear particular. Estudiar la localizacién del cromosoma E en
presencia y ausencia de la region Sil2126 (distintas cepas de Candida glabrata).
Se etiquetara una de las proteinas de la periferia nuclear con una proteina
fluorescente, adicionalmente se marcara la region cercana a SilE del cromosoma
E con varias copias de la proteina verde fluorescente (GFP).

6) Estudios de elementos frontera presentes en la region subtelomérica E., . Efecto
de las regiones promotoras de genes subteloméricos del cromosoma E.. en la
inhibicion de la propagacion del silenciamiento originado en el telomero E.r. Para
esto se integrard un marcador de seleccidén bajo el control de los promotores en
estudio en cepas que contengan el silenciador reportero a 32 kb del telomero Eg.

7) Estudiar la capacidad de distintos promotores para funcionar como barrera en la
propagacion del silenciamiento subtelomérico al insertarse en la region adyacente
e inmediata al telomero E_r. En dicha regidn subtelomérica el silenciamiento de un
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reportero Sil2126-URA3 se mantiene a 32 kb del teldmero y se encuentra abolido
cuando se coloca un promotor fuerte (PGK1) entre el teldbmero y el sistema
Sil2126-URA3. Esta estrategia ofrece la posibilidad de probar facilmente y con
gran sensibilidad, un alto numero de promotores de forma cualitativa y
parcialmente la fuerza de estos promotores. La informacion conjunta obtenida de
los distintos promotores a estudiar permitira hacer inferencias generales sobre el
tipo funcional de promotores y complejos remodeladores que son capaces de
contrarrestar una cromatina silenciosa particular, como la formada por el complejo
Sir en el silenciamiento subtelomérico.
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Figura S1. Alineamiento que muestra la identidad de Sil2126 del cromosoma E (nucleétido 120 al 872 de
Sil2126) con regiones similares en los cromosomas A e |. Las secuencias mostradas de E, | y A corresponden
a la cepa BG2 (este estudio). Los cuadros rojos en la secuencia de Sil Chr.E indican polimorfismos en esas
posiciones entre la cepa BG2 y la cepa CBS138. Los porcentajes de identidad en las secuencias mostradas
son ( Sil Chr. E vs Sil Chr. | =62.5 %; Sil Chr. E vs Sil Chr. A =75.5 %; Sil Chr. | vs Sil Chr. A=62.3% ).
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(A) Tamafo en Megabases
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Figura S2. Integraciones del sistema Sil2126-URA3 en distintos lugares del genoma de Candida
glabrata.

(A) Mapa de los 13 cromosomas de C. glabrata (A a M) con su tamafio aproximado en Megabases.
Los rectangulos rojos representan los centromeros, los triangulos invertidos representan los sitios
de integracion de los vectores con el sistema Sil2126-URA3 estudiados en este trabajo, y el
triangulo verde representa el Unico locus encontrado en el que el sistema esta silenciado.

(B) Diagrama que muestra las distancias de las integraciones del sistema Sil2126-URA3 respecto
al centrémero o teldmero mas cercano. Se muestra el sitio de restriccion empleado para integrar el
sistema en regiones intergénicas de los cromosomas F, L y M estudiadas. La distancia del sitio de
integracion hacia los ORFs de los genes adyacentes se muestra en flechas negras. La serie de
triangulos representa el telémero, el rectangulo rojo el centrémero y los triangulos invertidos la
integracion de Sil2126-URA3.
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Analisis de los sitios de inserciéon del sistema Sil2126-URA3

La presencia de varios genes y sus respectivos elementos reguladores entre los -
32 y -50 kb del teldbmero E-g, es posible que represente una mayor concentracion
de elementos que impide la propagacion del silenciamiento hasta los 50 kb del
telomero. Es importante notar que la primera insercion subtelémerica del sistema
Sil2126-URA3 a 32 kb del teldbmero aparece después del cuarto gen subtelomérico
HYR1, mientras que la insercién a 50 kb se presenta después de diecisiete genes
a partir del teldbmero. Ademas la primera insercion aparece después de 4 genes no
esenciales mientras que en la segunda insercion quedan contenidos 4 genes
cuyos correspondientes ortdlogos son esenciales en S. cerevisiae (NOP9, RPT1,
SRP102 y GPM1) Dicha region que contiene genes esenciales es muy probable
que contenga elementos reguladores que impidan que la extension del
silenciamiento subtelomérico abarque regiones tan extensas (Figura S3).
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Figura S3. Esquema de las integraciones de Sil2126-URA3 en la region subtelomérica del brazo
derecho del cromosoma E (E-). El final del cromosoma se encuentra en la posicién 687,738. En la
parte superior se muestran rectangulos que representan los diferentes ORFs presentes en esta
region. En la parte inferior se muestra una amplificacién de la region delimitada por barras rojas en
la parte superior. La numeracion 1 al 18 representa el orden de aparicion de los genes a partir del
teldmero. Las cruces rojas indican genes cuyos respectivos ort6logos en S. cerevisiae son
esenciales. Los triangulos invertidos representan los sitios de insercion del sistema reportero Sil-
URA3 estudiados en este trabajo. Tomada y modificada de http://www.genolevures.org/cgi-
bin/gbrowse/genomes/. Se integré Sil2126-URA3 entre los genes ISC1y HYR1 (-32 kb) y ELF1 y
RAS1 (-50 kb).
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Por distintas inserciones del reportero URA3 se conoce que la region
subtelomérica E-, en la cual se encuentra el locus MTL2 no se encuentra
silenciada [113]. En el presente trabajo, se integré el sistema reportero Sil2126-
URAS corriente abajo de MTL2 (~30 kb del telomero) por la posibilidad de que
este contuviera elementos equivalentes a los silenciadores E e | de HML. La
integracion de Sil2126-URA3 se encuentra a 34.5 kb del telomero dentro del
marco de lectura de OCA4, un gen no es esencial en S. cerevisiae. Entre la
insercion Sil2126-URA3 y el teldmero E-_ se encuentran 6 genes. Uno de ellos es
un tRNA codificante para Asn (GTT) (Figura S4). La presencia de dicho gen podria
afectar la propagacion del silenciamiento subtelomérico a una distancia
equivalente a la que se presenta en E-g en presencia de Sil2126.

En el caso de la propagacion del silenciamiento en el locus HMR de S.
cerevisiae se ha reportado que la region frontera 6 limite de la propagacion en el
extremo proximal al telémero coincide con un gen de tRNA y depende de que su
promotor sea funcional [114]. Es dificil considerar hasta que punto puede
propagarse el silenciamiento subtelomérico de un telémero dado que las regiones
subteloméricas y los genes presentes en ellas no son los mismos en cada
telomero, ni se presentan en igual densidad, ni a la misma distancia.
Adicionalmente, la presencia de genes esenciales con sus respectivos promotores
y elementos de regulacion particulares implica la participacion de complejos que
compiten con los efectos producidos por el silenciamiento subtelomérico de cada
telomero.

Posterior a la realizacion de este trabajo, se reporto en S. cerevisiae que
secuencias en el promotor de OCA4 correlacionan mas con una frontera para la
propagacion de Sir3 en la region de HMR, que la presencia del tRNA presente en
las cercanias de dicho locus [95]. Estos datos junto con la posible ausencia de
silenciadores en el locus MTL2 podrian explicar el porque el silenciamiento no
pueda extenderse hasta 34 kb en el telomero E-,.
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Figura S4. Esquema de la regién subtelomérica del brazo izquierdo del cromosoma E (E-.). El
extremo del cromosoma se representa en la posicién 0. En la parte superior se muestran
rectangulos que representan los diferentes ORFs presentes en esta region. En la parte inferior se
muestra una amplificacion de la region delimitada por barras rojas en la parte superior El triangulo
invertido representa el sitio de insercién del sistema reportero Sil2126-URA3 estudiado en este
trabajo. Tomada y modificada de http://www.genolevures.org/cgibin/gbrowse/genomes/.
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Sil2126 es un elemento que depende de la localizacion subtelomérica
particular, orientacion relativa respecto al gen reportero, y orientacion
respecto al tel6mero

El silenciamiento de URA3 mediado por Sil2126 solo se presenta cuando el
reportero se encuentra entre el telomero y Sil2126, en una region telomérica
fuertemente silenciada (Figura S5, linea 1). La orientacion de Sil12126 apuntando
hacia el 3' de URA3 también es determinante para que se produzca el
silenciamiento, puesto que la simple inversion de Sil2126 elimina el silenciamiento
(Figura S5, comparar lineas 1y 4).
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Figura S5. Sil2126 es un elemento que depende de la localizacion subtelomérica particular,
orientacién relativa respecto al gen reportero, y orientacion respecto al telémero. En la parte
superior se muestran las integraciones del sistema Sil2126-URA3 a 32 kb del telémero del brazo
derecho del cromosoma E (E-r), y en la parte inferior se muestran las integraciones a 34 kb del
telémero del brazo izquierdo del cromosoma E (E-).
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Figura S6. Ensayos de termosensibilidad en cepas de C. glabrata. Las cepas se crecieron en
medio liquido YPD a 30 °C y posteriormente diluciones seriadas fueron incubadas en medio YPD
sélido a la temperatura indicada. Las cepas hdf1{A y hdf2A son termosensibles a 45 °C, una
temperatura a la cual su parental BG2 no presenta termosensibilidad. La cepa BG2 presenta
termosensibilidad a 47 °C a diferencia de la cepa CBS138 que es termosensible a los 45 °C. En la
cepa CBS138 esta termosensibilidad puede ser rescatada parcialmente por la adicion de NaCl
0.5M al medio.
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Figura S7. El genoma de C. glabrata contiene una copia adicional de Sil2126 cercana al telémero
A-.. Una secuencia de casi el mismo tamafio y con alta similitud con Sil2126 (75% de identidad) se
encuentra cercana al telémero A-.. Un fragmento de 811 pb con 65% de identidad con Sil2126 se
encuentra presente entre EPA5 y EPA4. Los nimeros arriba de las regiones con alta similitud,
indican la posicién de las bases donde se ubica la similitud respecto a la secuencia de Sil2126.
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Tabla 2 Identidad y similitud entre las principales proteinas de silenciamiento subtelémerico

estudiadas en este trabajo en C. glabrata, C. albicans, y S. cerevisiae.

Proteina
Raplp
Raplp
Raplp

Riflp
Riflp
Riflp

Ku70p

Ku80p
Ku80p
Ku80p

Sir2p
Sir2p
Sir2p

Sir3p

Sirdp

Ku70vsKu80

Ku70vsKu80

AbflvsAbfl

Comparacion
(C. glabrata vs C. albicans)
(C. glabrata vs S. cerevisiae)

(S. cerevisiae vs C. albicans)

(C. glabrata vs C. albicans)
(C. glabrata vs S. cerevisiae)

(S. cerevisiae vs C. albicans)

(C. glabrata vs S. cerevisiae)

(C. glabrata vs C. albicans)
(C. glabrata vs S. cerevisiae)

(S. cerevisiae vs C. albicans)

(C. glabrata vs C. albicans)
(C. glabrata vs S. cerevisiae)

(S. cerevisiae vs C. albicans)

(C. glabrata vs S. cerevisiae)

(C. glabrata vs S. cerevisiae)

(C. glabrata)

(S. cerevisiae)

*(C. glabratavs S. cerevisiae)
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% ldentidad
14.7

17.8

16.3

31.0

% Similitud
25.8

34.1

34.8

40.2
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Tabla 3. Resumen del orden cronolégico de construccion de las cepas dobles mutantes hdf1A/silA,
hdf2A/silA.
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ANEXOS
Cepas de Candida glabrata

Las cepas generadas y utilizadas en este trabajo provienen de la cepa BG14
(CGML1) la cual contiene una mutacion nula en el gen URA3 por la insercion de el
transposon Tn903 [Tn903 npt (Neo® G418%)] [84]. Dicha cepa es auxétrofa de
uracilo o uridina.

Tabla Al. Cepas de E. coliy C. glabrata utilizadas en la seccion 7.1 (yKu70/yKu80
and Rifl regulate silencing differentially at telomeres in Candida glabrata).

E. coli strains Genotype Reference

DH10B F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) [1]
[BOdlacZAM15 AlacX74 deoR recAl
endAl araD139 A(ara,leu)7697 galU galK

LT rpsL nupG
BW23473 Alac-169 robAl creC510 hsdR514 endA | [2]
recA AvidA::pir’
Transposon
n7 Tn7 R6Kyori URA3 npt (Km F) [3]

Candida glabrata strains

Strain Parent | Genotype
BG2 Clinical isolate [4]
BG14 BG2 ura3A::Tn903 G418% [5]

Tn7 insertions at EPA loci

BG684 |BG14 | ura3A:Tn903 G4187 [6]
Tn7 at intergenic region between ISC1
and HYR1 (pAP540 Bcg I). Insertion 1

BG646 BG14 ura3A::Tn903 G4187 [6]
Tn7 at intergenic region between EPAL
and EPA2 (pAP508 Spe 1/Bcg ).
Insertion 2

BG833 |BG14 |ura3A:Tn903 G418F [6]
Tn7 at intergenic region between EPA2
and EPA3 (pAP559 BsrG I/Sph 1).
Insertion 3

BG432 |BG14 |ura3A:Tn903 G418F [6]
Tn7 at intergenic region between EPA3
and telomere (pAP553 Pst I/EcoR 1).
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Insertion 4

BG694 BG14

ura3A::Tn903 G418~
Tn7 at intergenic region between PET56
and EPA5 (pAP541 Bcg I). Insertion 5.

[6]

BG693 BG14

ura3A:Tn903 G418~
Tn7 at unique region between EPA5 and
EPA4 (pAP534 Bcg I). Insertion 6

[6]

BG526 BG14

ura3A::Tn903 G418~

Tn7 at intergenic region between EPA4
and telomere (pAP471Apal I/Xba ).
Insertion 7

[6]

BG582 BG14

ura3A::Tn903 G418~
Tn7 98bp upstream of EPA6 stop codon
(pSP121 Eco RI). Insertion 8

[7]

BG826 BG14

ura3A::Tn903 G4187

Tn7 268 bp downstream from EPA7 stop
codon between EPA7 and telomere
(pIC44 Kpn I/ Beg 1). Insertion 9

[7]

sir2A::hph

BG1048 | BG14

ura3A::Tn903 G418~
sir2A::hph Hyg® (pAP596/Sac I-Kpn I).

[8]

CGM238 | BG646

ura3A::Tn903 G418, sir2A::hph Hyg"
(pPAP596/Sac I-Kpn 1).

Tn7 at intergenic region between EPAL
and EPAZ2 (insertion 2).

This work

CGM243 | BG833

ura3A::Tn903 G418, sir2A::hph Hyg®
(pPAP596/Sac I-Kpn 1).

Tn7 at intergenic region between EPA2
and EPAS3 (insertion 3).

This work

CGM252 | BG432

ura3A::Tn903 G418F, sir2A::hph HygR
(pPAP596/Sac I-Kpn I).

Tn7 at intergenic region between EPA3
and telomere (insertion 4).

This work

CGM325 | BG694

ura3A::Tn903 G418, sir2A::hph Hyg"
(pPAP596/Sac I-Kpn I).

Tn7 at intergenic region between PET56
and EPADS (insertion 5).

This work

CGM260 | BG693

ura3A::Tn903 G418%, sir2A::hph Hyg"
(pPAP596/Sac I-Kpn I).

Tn7 at unique region between EPAS5 and
EPA4 (insertion 6).

This work

CGM177 | BG526

ura3A::Tn903 G418%, sir2A::hph Hyg"
(pPAP596/Sac I-Kpn I).

Tn7 at intergenic region between EPA4
and telomere (insertion 7).

This work
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CGM219

BG582

ura3A::Tn903 G418%, sir2A::hph Hyg"
(pPAP596/Sac I-Kpn I).

Tn7 98bp upstream of EPAG6 stop codon
(insertion 8).

This work

CGM248

BG826

ura3A::Tn903 G418, sir2A::hph Hyg"
(pPAP596/Sac I-Kpn I).

Tn7 268 bp downstream from EPA7 stop
codon between EPA7 and telomere
(insertion 9).

This work

sir3A::hph

CGM312

BG14

ura3A::Tn903 G418, sir3A::hph
(pIC120/Kpn I-Hpa 1+T4 DNA
polymerase).

This work

CGM282

BG646

ura3A::Tn903 G418F, sir3A::hph
(pIC120/Kpn I-Hpa I+T4 DNA
polymerase).

Tn7 at intergenic region between EPAL
and EPA2 (insertion 2).

This work

CcGM287

BG833

ura3A::Tn903 G418, sir3A::hph
(pIC120/Kpn I-Hpa 1+T4 DNA
polymerase).

Tn7 at intergenic region between EPA2
and EPAS3 (insertion 3).

This work

CGM289

BG432

ura3A::Tn903 G418F, sir3A::hph
(pIC120/Kpn I-Hpa I+T4 DNA
polymerase).

Tn7 at intergenic region between EPA3
and telomere (insertion 4).

This work

CGM291

BG694

ura3A:Tn903 G418%, sir3A::hph
(pIC120/Kpn I-Hpa 1+T4 DNA
polymerase).

Tn7 at intergenic region between PET56
and EPADS (insertion 5).

This work

CGM293

BG693

ura3A::Tn903 G418F, sir3A::hph
(pIC120/Kpn I-Hpa I+T4 DNA
polymerase).

Tn7 at unique region between EPA5 and
EPA4 (insertion 6).

This work

CGM303

BG526

ura3A::Tn903 G418, sir3A::hph
(pIC120/Kpn I-Hpa 1+T4 DNA
polymerase).

Tn7 at intergenic region between EPA4
and telomere (insertion 7).

This work

CGM299

BG582

ura3A::Tn903 G418F, sir3A::hph
(pIC120/Kpn I-Hpa I+T4 DNA

This work
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polymerase).
Tn7 98bp upstream of EPA6 stop codon
(insertion 8).

CGM301

BG826

ura3A::Tn903 G418F, sir3A::hph
(pIC120/Kpn I-Hpa I+T4 DNA
polymerase).

Tn7 268 bp downstream from EPA7 stop
codon between EPA7 and telomere
(insertion 9).

This work

sir4A::hph

BG1050

BG14

ura3A::Tn903 G418~ sir4A::hph Hyg"
(pPAP598 Bsg ).

This work

CGM239

BG646

ura3A::Tn903 G418, sir4A::hph Hyg®
(PAP598 Bsg ).

Tn7 at intergenic region between EPAL
and EPA2. Insertion 2.

This work

CGM244

BG833

ura3A::Tn903 G418, sir4A::hph Hyg®
(PAP598 Bsg I).

Tn7 at intergenic region between EPA2
and EPA3. Insertion 3.

This work

CGM340

BG432

ura3A::Tn903 G418, sir4A::hph Hyg®
(PAP598 Bsg I). Tn7 at intergenic region
between EPA3 and telomere. Insertion 4.

This work

CGM256

BG694

ura3A::Tn903 G418%, sir4A::hph Hyg®
(pPAP598 Bsg ).

Tn7 at intergenic region between PET56
and EPAS. Insertion 5.

This work

CGM261

BG693

ura3A:Tn903 G418%, sir4A::hph Hyg"
(pPAP598 Bsg ).

Tn7 at intergenic region between between
EPAS5 and EPA4. Insertion 6.

This work

CGM196

BG526

ura3A:Tn903 G418%, sir4A::hph Hyg"
(pPAP598 Bsg ).

Tn7 at intergenic region between between
EPA4 and the telomere. Insertion 7.

This work

CGM221

BG582

ura3A:Tn903 G418%, sir4A::hph Hyg"
(pPAP598 Bsg ).

Tn7 98bp upstream of EPA6 stop codon.
Insertion 8.

This work

CGM250

BG826

ura3A::Tn903 G418%, sir4A::hph Hyg"
(PAP598 Bsg I).

Tn7 268 bp downstream from EPA7 stop
codon between EPA7 and telomere.
Insertion 9.

This work
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hdflA::hp

h (Ku70p

BG1080

BG14

ura3A::Tn903 G418~ hdf1A::hph Hyg"
(pPAP611 Bcg ).

This work

CGM241

BG646

ura3A::Tn903 G418%, hdf1A:-hph Hyg"®
(pPAP611 Bcg ).

Tn7 at intergenic region between EPAL
and EPA2. Insertion 2.

This work

CGM246

BG833

ura3A::Tn903 G418%, hdf1A::hph Hyg®
(pPAP611 Bcg ).

Tn7 at intergenic region between EPA2
and EPA3. Insertion 3.

This work

CGM254

BG432

ura3A::Tn903 G418%, hdf1A:-hph Hyg®
(pPAP611 Bcg ).

Tn7 at intergenic region between EPA3
and telomere. Insertion 4.

This work

CGM258

BG694

ura3A::Tn903 G418%, hdf1A:-hph Hyg®
(pPAP611 Bcg ).

Tn7 at intergenic region between PET56
and EPAS. Insertion 5.

This work

CGM263

BG693

ura3A::Tn903 G418%, hdf1A::hph Hyg®
(pPAP611 Bcg ).

Tn7 at intergenic region between between
EPAS5 and EPA4. Insertion 6.

This work

CGM182

BG526

ura3A::Tn903 G418%, hdf1A:-hph Hyg®
(pPAP611 Bcg ).

Tn7 at intergenic region between between
EPA4 and the telomere. Insertion 7.

This work

CGM225

BG582

ura3A::Tn903 G418%, hdf1A:-hph Hyg®
(pPAP611 Bcg ).

Tn7 98bp upstream of EPA6 stop codon.
Insertion 8.

This work

CGM275

BG826

ura3A::Tn903 G418%, hdf1A::hph Hyg®
(pPAP611 Bcg ).

Tn7 268 bp downstream from EPA7 stop
codon between EPA7 and telomere.
Insertion 9.

This work

hdf2A::hp

h (Ku80p

BG1081

BG14

ura3A::Tn903 G418% hdf2A::hph Hyg®
(pPAP612 Bcg ).

This work

CGM342

BG646

ura3A::Tn903 G418%, hdf2A::hph Hyg"
(pPAP612 Bcg ).

Tn7 at intergenic region between EPAL
and EPA2. Insertion 2.

This work

CGM247

BG833

ura3A::Tn903 G418%, hdf2A::hph Hyg"

This work
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(pPAP612 Bcg ).
Tn7 at intergenic region between EPA2
and EPA3. Insertion 3.

CGM255

BG432

ura3A:Tn903 G418%, hdf2A::hph Hyg"
(pPAP612 Bcg ).

Tn7 at intergenic region between EPA3
and telomere. Insertion 4.

This work

CGM259

BG694

ura3A::Tn903 G418%, hdf2A::hph Hyg"
(pPAP612 Bcg ).

Tn7 at intergenic region between PET56
and EPAS. Insertion 5.

This work

CGM264

BG693

ura3A::Tn903 G418%, hdf2A::hph Hyg"
(pPAP612 Bcg ).

Tn7 at intergenic region between between
EPAS5 and EPA4. Insertion 6.

This work

CGM204

BG526

ura3A::Tn903 G418%, hdf2A::hph Hyg"
(pPAP612 Bcg ).

Tn7 at intergenic region between between
EPA4 and the telomere. Insertion 7.

This work

CGM227

BG582

ura3A::Tn903 G418%, hdf2A::hph Hyg"
(pPAP612 Bcg ).

Tn7 98bp upstream of EPA6 stop codon.
Insertion 8.

This work

CGM276

BG826

ura3A::Tn903 G418%, hdf2A::hph Hyg"
(pPAP612 Bcg ).

Tn7 268 bp downstream from EPA7 stop
codon between EPA7 and telomere.
Insertion 9.

This work

rif LA::hph

CGM314

BG14

ura3A::Tn903 G418" rif1A::hph Hyg®
(pSP166 Bsg I).

This work

CGM192

BG646

ura3A::Tn903 G418F, riflA::hph Hyg®
(pSP166 Bsg ).

Tn7 at intergenic region between EPA1
and EPA2. Insertion 2.

This work

CGM194

BG833

ura3A::Tn903 G418F, riflA::hph Hyg®
(pSP166 Bsg ).

Tn7 at intergenic region between EPA2
and EPA3. Insertion 3.

This work

CGM200

BG432

ura3A::Tn903 G418~ rif1A::hph Hyg"
(pSP166 Bsg ).

Tn7 at intergenic region between EPA3
and telomere. Insertion 4.

This work

CGM203

BG694

ura3A::Tn903 G418, rif1A::hph Hyg"
(pSP166 Bsg ).

This work
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Tn7 at intergenic region between PET56
and EPAS. Insertion 5.

CGM223 | BG693 | ura3A:Tn903 G418, riflA::hph Hyg" This work
(pSP166 Bsg ).
Tn7 at intergenic region between between
EPA5 and EPA4. Insertion 6.
CGM270 | BG526 | ura3A:Tn903 G418, riflA::hph Hyg" This work
(pSP166 Bsg ).
Tn7 at intergenic region between between
EPA4 and the telomere. Insertion 7.
CGM278 | BG582 | ura3A:Tn903 G418, riflA::hph Hyg" This work
(pSP166 Bsg ).
Tn7 98bp upstream of EPA6 stop codon.
Insertion 8.
CGM268 | BG826 | ura3A::Tn903 G418F, rif1A::hph Hyg® This work
(pSP166 Bsg ).
Tn7 268 bp downstream from EPA7 stop
codon between EPA7 and telomere.
Insertion 9.
Strains with cis-acting element between ISC1 and HYR1
CGM399 | BG14 ura3A::Tn903 G418 pAP509 Spe | This work
integrated between ISC1 and HYR1.
CGM397 | BG14 ura3A::Tn903 G418% pAP430 Spe | This work
integrated in the chromosome
CGM483 | CGM31 | ura3A::Tn903 G418 sir3A:hph pAP509 | This work
2 Spe | integrated between ISC1 and
HYRL1.
CGM481 | CGM31 | ura3A::Tn903 G418" sir3A::hph pAP430 | This work
2 Spe | integrated between ISC1 and
HYRL1.
CGM491 | CGM78 | ura3A::Tn903 G418~ hdflA::hph pAP509 | This work
Spe | integrated between ISC1 and HYR1
CGM489 | CGM78 | ura3A::Tn903 G418~ hdflA::hph pAP430 | This work
Spe | integrated between ISC1 and HYR1
CGM495 | CGM79 | ura3A::Tn903 G418~ hdf2A::hph pAP509 | This work
Spe | integrated between ISC1 and HYR1
CGM493 | CGM79 | ura3A::Tn903 G418~ hdf2A::hph pAP430 | This work
Spe | integrated between ISC1 and HYR1
CGM483 | CGM31 | ura3A::Tn903 G418F rif1A::hph pAP509 This work
4 Spe | integrated between ISC1 and HYR1
CGM485 | CGM31 | ura3A::Tn903 G418F rif1A::hph pAP430 This work
4 Spe | integrated between ISC1 and HYR1
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Tabla A2. Plasmidos utilizados en la seccion 7.1 (yKu70/yKu80 and Rifl regulate
silencing differentially at telomeres in Candida glabrata).

Plasmid Relevant genotype Reference

Cloning vectors

pACYC184 Cloning vector Cm © Tc® [1]

pBR322 Cloning vector Tc® Ap" [2]

pGRB2.0 Cloning replicative vector URA3 Ap~® [3]
pRS406::C.g. CEN ARS

pNEB193 Cloning vector Ap® New England

BioLabs

pRS306 Cloning, integrative vector URA3 Ap" [4]

pUC19 Cloning vector Ap® [5]

pYlplac211 Cloning, integrative vector URA3 Ap" [6]

pAP358 Cloning vector containing a hygromycin [7]
resistance cassette [Ppck::hph::3'UTRy;s3]

pAP502 Cloning vector. Ap® [3]

pACYC177 cut with Drd I/Dra Ill and ligated
to a Drd I/Dra 11l linker carrying a BamH |
site flanked by 2 Bcg | sites.

pAP573 Cloning vector with a hygromycin [8]
resistance cassette. URA3, Hyg®, Amp R,
integrative. For construction of knock-out
mutants.

[PPGK::hph::31UTRH|53]

pBC599 Cloning vector with 2 FRT direct repeats [8]
flanking a Hggromycin resistance cassette.
URA3, Hyg®, Amp R, integrative. For
construction of multiple rounds of knock-out
mutants [FRT-Ppgk::hph::3'UTRys3-FRT]

Plasmids for Tn7 (URA3) insertions at EPA loci

pAP540 A 1.241kb BamH | PCR fragment carrying a | [3]
Insertion 1 Tn7 in the intergenic region between ISCI

and HYRI cloned into pAP502. Insertion 1
pAP508 A 1.6 kb Hind Il PCR fragment carrying a [3]
Insertion 2 Tn7 in the intergenic region between EPA1

and EPA2 cloned into pBR322. Insertion 2
pAP559 A 2.9 kb EcoR | fragment carrying a Tn7 in | [3]
Insertion 3 the intergenic region between EPA2 and

EPA3 cloned into pUC19. Insertion 3
pPAP553 A 3.2 kb Hind Ill /EcoR | fragment carrying | [3]
Insertion 4 a Tn7 in the intergenic region between

EPA3 and telomere cloned into pUC109.
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Insertion 4
pAP541 A 1.495 kb BamH | PCR fragment carrying
Insertion 5 a Tn7 in the intergenic region between
PET56 and EPAS cloned into pAP502.
Insertion 5
pAP534 A 1.6 kb BamH | PCR fragment carryinga | [3]
Insertion 6 Tn7 in the unique region between EPA5
and EPA4 cloned into pAP502. Insertion 6
pAP471 A 4.0 kb Bgl Il fragment carrying a Tn7 in [3]
Insertion 7 the intergenic region between EPA4 and
the telomere cloned into pACYC184.
Insertion 7
pSP121 A 1 kb EcoR | PCR fragment carrying a Tn7 | [9]
Insertion 8 insertion 90 bp upstream of the stop codon
of EPAG cloned into pNEB193. Insertion 8
plC44 A 1.4 kb BamH | PCR fragment carryinga | [9]
Insertion 9 Tn7 insertion 268 bp downstream from the
stop codon of EPA7 cloned into pAP502.
Insertion 9
Plasmids for deletions of silencing proteins
pAP596 SIR2 deletion vector. [10]
(sir2A::hph Hyg®) | A 0.904 kb PCR fragment containing SIR2
5" and a 0.816 kb PCR fragment carrying
SIR2 3’ non coding regions cloned into
pAP573
pIC39 A 0.551 kb PCR fragment carrying SIR35" | [3]
(sir3A) and a 0.978 kb PCR fragment carrying
SIR3 3’non coding regions cloned into
pRS306.
plC120 SIR3 deletion vector. A 2.1 kb Hind Ill-Bam | This work
(FRT-sir3A::hph- | HI fragment from pAP599 containing [FRT-
FRT Hyg®) Ppck::hph::3'UTRyis3-FRT] cloned into
plC39 between SIR3 5" and 3’ non-coding
regions.
pAP598 SIR4 deletion vector. A 0.904 kb Hind 1lI- This work
(sir4A::hph Hyg®) | Kpn | PCR fragment containing SIR4 5’
(primers #2280-#2281), and a 0.894 kb Sac
I-Bam HI PCR fragment carrying SIR2 3’
(primers #2283-#2284), non coding regions
cloned into pAP573
pAP611 HDF1 deletion vector. A 0.804 kb Hind Ill- | This work
(hdf1lA::hph Kpn | PCR fragment containing HDF1 5’
HygF) (primers #2238-#2239), and a 0.836 kb Bg|
[I-Sac | PCR fragment containing HDF1 3’
(primers #2240-#2241), non coding regions

~134 ~



Elementos protosilenciadores en regiones subteloméricas de C. glabrata

Algjandro Juarez Reyes

cloned into pAP573.

pAP612
(hdf2A::hph
Hyg®)

HDF2 deletion vector. A 0.905 kb Hind IlI-
Kpn | PCR fragment containing HDF2 5’
(primers #2244-#2245), and a 0.813 kb Bgl
[I-Sac | PCR fragment containing HDF1 3’
(primers #2246-#2247), non coding
regions cloned into pAP573.

This work

pSP165
(rif1A)

For RIF1 deletion construct. A 0.934 kb
Hind 111-Xho | PCR fragment containing
RIF1 5 (primers #2051-#2059), and a
0.884 kb Xho I-Xma | PCR fragment
containing RIF1 3’ (primers #1952-#2050),
non coding regions cloned into pYlplac211.

This work

pSP166
(rif1A::hph HygR)

RIF1 deletion vector. A 2.012 kb Sac I-Kpn
| (blunt ended) fragment from pAP358
containing [Ppck::hph::3'UTRys3] cloned
into pSP165 between RIF1 5 and 3’ non
coding regions.

This work

Plasmids for protosilencer integration

pAP430

Plasmid to integrate the protosilencer and
URAS at the intergenic region between C.g.
ISC1 and C.g.HYR1. Cloned into
pYlplac211. Ap®

[3]

pAP509

Vector to integrate URA3 at the intergenic
region between C.g. ISC1 and C.g. HYRL1.
A 0.686 kb Pst I-Sal | PCR fragment
(Primers #962, #963) carrying the
intergenic region between C.g. ISC1 cloned
into pYlplac211.

This work
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Table A3. Cepas de E. coliy C. glabrata utilizadas en la seccion 7.2 (A
protosilencer is responsible for yKu70/yKu80-independent subtelomeric silencing
on chromosome E-rin Candida glabrata).

E. coli strains Genotype Reference
DH10B F" mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) f80dlacZAM15 AlacX74 deoR [1]
recAl endAl araD139 A(ara,leu)7697 galU galK I rpsL nupG
Transposon
. R (2]
™n7 Tn7 R6Kg ori URA3 npt (Km ™)

Candida glabrata strains

Strain Parent Genotype
BG2 Clinical isolate [3]
BG14 BG2 ura3A::Tn903 G418~ [4]

Tn7 insertions at EPA loci

ura3A::Tn903 G4187
BG14 Tn7 at intergenic region between ISC1 and HYR1 (pAP540 [5]
Bcg 1). Insertion 1

BG684

ura3A::Tn903 G418"
BG14 Tn7 at intergenic region between EPA1 and EPA2 (pAP508 [5]
Spe I/Bcg 1). Insertion 2

BG646

ura3A::Tn903 G418
BG14 Tn7 at intergenic region between EPA2 and EPA3 (pAP559 [5]
BsrG I/Sph 1). Insertion 3

BG833

ura3A:Tn903 G418%
BG14 Tn7 at intergenic region between EPA3 and telomere [5]
(pAP553 Pst I/EcoR 1). Insertion 4

BG432

Deletion analysis of Sil2126-URA3 reporter system at -31.9 kb

Strain Parent Genotype

CGM399 BG14 ura3A::Tn903 G418T pAP509 Spe | integrated between ISC1 | [6]
and HYR1.

CGM397 BG14 ura3A::Tn903 G4187 pAP430 Spe | integrated in the [6]
chromosome

CGM435 BG14 ura3A:Tn903 G4187 This work
pAP566 Spe | integrated in the chromosome

CGM401 BG14 ura3A::Tn903 G418% This work
pAP567 Spe | integrated in the chromosome

CGM403 BG14 ura3A:Tn903 G4187 This work
pAP568 Spe | integrated in the chromosome

CGM405 BG14 ura3A:Tn903 G4187 This work
pAP569Spe | integrated in the chromosome

CGM407 BG14 ura3A::Tn903 G418% This work
pAP570 Spe | integrated in the chromosome

CGM409 BG14 ura3A:Tn903 G4187 This work
pAP571 Spe | integrated in the chromosome

CGM411 BG14 ura3A:Tn903 G4187 This work
pAP572 Spe | integrated in the chromosome

CGM437 BG14 ura3A::Tn903 G418% This work
pAJ1 Spe | integrated in the chromosome

CGM438 BG14 ura3A::Tn903 G4187 This work
pAJ2 Spe | integrated in the chromosome

CGM984 BG14 ura3A:Tn903 G418° This work

~ 137 ~




Elementos protosilenciadores en regiones subteloméricas de C. glabrata Algjandro Juarez Reyes
pAJ29 Spe | integrated in the chromosome

CGM960 BG14 ura3A::Tn903 G4187 This work
pAJ30 Spe | integrated in the chromosome

CGM1009 BG14 ura3A:Tn903 G4187 This work
PAJ31 Spe | integrated in the chromosome

CGM1019 BG14 ura3A:Tn903 G418 This work
pAJ32 Spe | integrated in the chromosome

CGM962 BG14 ura3A:Tn903 G4187 This work
pAJ33 Spe | integrated in the chromosome

CGM449 BG14 ura3A:Tn903 G4187 This work
pAJ7 Spe | integrated in the chromosome

CGM447 BG14 ura3A:Tn903 G4187 This work
pAJ6 Spe | integrated in the chromosome

CGM445 BG14 ura3A:Tn903 G4187 This work
pAJ5 Spe | integrated in the chromosome

CGM443 BG14 ura3A:Tn903 G4187 This work
pAJ4 Spe | integrated in the chromosome

CGM441 BG14 ura3A::Tn903 G418% This work
pAJ3 Spe | integrated in the chromosome

CGM839 BG14 ura3A::Tn903 G4187 This work
pAJ26 Spe | integrated in the chromosome

Mutants in silencing proteins

Strain Parent Genotype Reference

CGM312 BG14 ura3A::Tn903 G418%, sir3A:-hph (pIC120/Kpn |-Hpa 1+T4 [6]
DNA polymerase).

CGM481 CGM312 ura3A:Tn903 G418%. sir3A::hph [6]
pAP430 Spel integrated between ISC1 and HYR1.

CGM483 CGM312 ura3A:Tn903 G418 sir3A::hph [6]
pAP509 Spel integrated between ISC1 and HYR1.

CGM71 BG14 ura3A:Tn903 G418  sir2A::hph (pPAP596/Sac I-Kpn I). [7]

(BG1048)

CGM579 CGM71 ura3A::Tn903 G418°  sir2A:hph This work
pAP430 Spel integrated between ISC1 and HYR1.

CGM571 CGM71 ura3A::Tn903 G418°  sir2A:hph This work
pAP509 Spel integrated between ISC1 and HYR1.

BG592 BG14 ura3A:Tn903 G418~  rapl-21 [5]

CGM587 BG592 ura3A::Tn903 G418T  rapl-21 This work
pAP430 Spel integrated between ISC1 and HYR1.

CGM589 BG592 ura3A::Tn903 G418°  rapl-21 This work
pAP509 Spel integrated between ISC1 and HYR1.

CGM314 BG14 ura3A::Tn903 G418" riflA::hph Hyg" (pSP166 Bsg ). [6]

CGM485 CGM314 ura3A::Tn903 G418" riflA::hph [6]
pAP430 Spel integrated between ISC1 and HYR1.

CGM487 CGM314 ura3A:Tn903 G418" riflA::hph [6]
pAP509 Spel integrated between ISC1 and HYR1.

BG1080 BG14 ura3A::Tn903 G418" hdflA:-hph Hyg" (pAP611 Bcg ). [6]

CGM489 BG1080 ura3A::Tn903 G4187 hdflA::hph [6]
pAP430 Spel integrated between ISC1 and HYR1.

CGM491 BG1080 ura3A:Tn903 G418% hdflA::hph [6]
pAP509 Spel integrated between ISC1 and HYR1.

CGM79 BG14 ura3A::Tn903 G418" hdf2A::hph Hyg" (pAP612 Bcg ). [6]

(BG1081)

CGM493 CGM79 ura3A::Tn903 G418% hdf2A::hph [6]
pAP430 Spel integrated between ISC1 and HYR1.

CGM495 CGM79 ura3A:Tn903 G418% hdf2A::hph [6]
pAP509 Spel integrated between ISC1 and HYR1.

Sil2126-URA3 integration at different genomic loci

Strain Parent Genotype Reference

CGM570 BG14 ura3A::Tn903 G4187 This work
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pAJ8 Mfe | integrated at -160kb of centromere on
chromosome F

CGM572 BG14 ura3A:Tn903 G418° This work
pAJ9 Msc | integrated at -263kb of centromere on
chromosome L

CGM574 BG14 ura3A::Tn903 G418% This work
pAJ10 Xho | integrated at -224kb of left arm telomere on
chromosome M

CGM575 BG14 ura3A:Tn903 G4187 This work
pAJ19 Mfe | integrated at -160kb of centromere on
chromosome F

CGM577 BG14 ura3A:Tn903 G4187 This work
pAJ20 Xho | integrated at -224kb of left arm telomere on
chromosome M

CGM1011 BG14 ura3A:Tn903 G418~ This work
pAJ35 Mfel integrated at -34kb of telomere E-_

CGM1015 BG14 ura3A:Tn903 G418%, This work
pAJ40 Mfel integrated at -34kb of telomere E-_

CGM1027 BG14 ura3A::Tn903 G418%, This work
pAJ34 Cla | integrated at -50kb of telomere E-r

CGM1013 BG14 ura3A:Tn903 G418%, This work
pAJ39 Cla | integrated at -50kb of telomere E-r

hdflA, hdf2A, sil2126A mutants in URA3 reporter strains

Strain Parent Genotype Reference

CGM399 BG14 ura3A:Tn903 G418% pAP509 Spe | integrated between ISC1 | [6]
and HYR1.

BG646 BG14 ura3A:Tn903 G4187 [5]
Tn7 at intergenic region between EPAL and EPA2 (pAP508
Spe I/Bcg I). Insertion 2

BG833 BG14 ura3A::Tn903 G418% [5]
Tn7 at intergenic region between EPA2 and EPA3 (pAP559
BsrG I/Sph 1). Insertion 3

BG432 BG14 ura3A:Tn903 G4187 [5]
Tn7 at intergenic region between EPA3 and telomere
(pAP553 Pst I/EcoR I). Insertion 4

CGM903 CGM399 Sil2126A. pAJ25-Bcg I hyg® This work
ura3A::Tn903 G418™ pAP509 Spe | integrated between ISC1
and HYR1.

CGM890 CGM399 hdf1A:FRT This work
ura3A::Tn903 G418% PAP509 Spe | integrated between ISC1
and HYR1.

CGM897 CGM399 hdf2A::FRT This work
ura3A::Tn903 G418% PAP509 Spe | integrated between ISC1
and HYR1.

CGM1043 CGM399 sil2126A , hdf1A::FRT This work
ura3A::Tn903 G418R pAP509 Spe | integrated between ISC1
and HYR1.

CGM1051 CGM399 Sil2126A , hdf2A::FRT This work
ura3A::Tn903 G418% PAP509 Spe | integrated between ISC1
and HYR1.

CGM899 BG646 Sil2126A . pAJ25-BcRg I This work
ura3A::Tn903 G418™ hdflA
Tn7 at intergenic region between EPA1 and EPA2

CGM885 BG646 ura3A:Tn903 G418 hdflA This work
Tn7 at intergenic region between EPA1 and EPA2

CGM892 BG646 ura3A:Tn903 G418" hdf2A This work
Tn7 at intergenic region between EPA1 and EPA2

CGM1045 BG646 ura3A::Tn903 G418%  sil2126A, hdflA::FRT This work
Tn7 at intergenic region between EPA1 and EPA2

CGM1053 BG646 ura3A::Tn903 G4187  sil2126A, hdf2A::FRT This work
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Tn7 at intergenic region between EPA1 and EPA2

CGM900 BG833 Sil2126A. pAJ25-Beg | This work
ura3A:Tn903 G418" hdf14
Tn7 at intergenic region between EPA2and EPA3

CGM888 BG833 ura3A:Tn903 G418 hdf1A This work
Tn7 at intergenic region between EPA2 and EPA3

CGM894 BG833 ura3A:Tn903 G418" hdf2A This work
Tn7 at intergenic region between EPA2 and EPA3

CGM1047 BG833 ura3A:Tn903 G418°  sil2126A, hdflA:FRT This work
Tn7 at intergenic region between EPA2and EPA3

CGM1055 BG833 ura3A::Tn903 G418%  sil2126A, hdf2A::FRT This work
Tn7 at intergenic region between EPA2 and EPA3

CGM901 BG432 Sil2126A. pAJ25-chqI This work

ura3A::Tn903 G418" Tn7 at intergenic region between
EPA3 and telomere

CGM1213 BG432 ura3A:Tn903 G4187 hdf1A This work
Tn7 at intergenic region between EPA3 and telomere

CGM895 BG432 ura3A:Tn903 G4187 hdf2A This work
Tn7 at intergenic region between EPA3 and telomere

CGM1049 BG432 ura3A::Tn903 G4187  sil2126A, hdf1A This work
Tn7 at intergenic region between EPA3 and telomere

CGM1057 BG432 ura3A:Tn903 G418%  sil2126A, hdf2A This work

Tn7 at intergenic region between EPA3 and telomere

Insertion of Ppgk1 promoter at the subtelomere E-g

Strain Parent Genotype Reference
CGM687 BG646 SilA::(FRT-Ppgk1::hph::3'UTRuis3-FRT) This work
ura3A:Tn903 G418% Tn7 at intergenic region between EPA1
and EPA2
CGM689 BG833 SilA::(FRT-Ppgki::hph::3'UTRuis3-FRT) This work
ura3A::Tn903 G418% Tn7 at intergenic region between EPA2
and EPA3
CGM691 BG432 SilA::(FRT-Ppgki::hph::3'UTRuis3-FRT) This work

ura3A:Tn903 G418% Tn7 at intergenic region between
EPA3and telomere

CGM693 CGM399 SilA::(FRT-Ppgk1::hph::3'UTRHs3-FRT) This work
ura3A::Tn903 G418R pAP509 Spe | integrated between ISC1
and HYR1.

EPA3 RT-PCR strains

Strain Parent Genotype Reference

BG14 BG2 ura3A:Tn903 G4187 [4]

BG676 BG14 ura3A::Tn903 G418 sir3A [5]

CGM686 BG14 ura3A:Tn903 G4187 (pAJ25-Bcg I) This work
silA::(Ppeka::hph::3'UTRuis3::FRT)

CGM743 BG686 ura3A:Tn903 G418" silA This work

CGM709 BG14 ura3A:Tn903 G418 hdf1A This work

CGM710 BG14 ura3A::Tn903 G418° hdf2A colony 4 This work

CGM711 BG14 ura3A::Tn903 G418 hdf2A colony 8 This work

CGM792 CGM710 ura3A:Tn903 G418° hdf1A/ hdf2A This work

CGM1052 BG14 ura3A:Tn903 G418%  hdf24/ silA This work

Strains to study properties of Sil2126-URA3 at -31.9 kb of telomere

Strain Parent Genotype Reference

CGM685 BG14 ura3A:Tn903 G4187 This work
pAJ25/Bcg | -- silA::(Ppeki::hph::3'UTRuis3::FRT)

CGM742 CGM685 ura3A:Tn903 G4187 This work
SilA::FRT

CGM815 CGM685 ura3A:Tn903 G4187 This work

SilAz:(Ppeka::hph::3'UTRyiss::FRT)
pAP430/Spe | integrated between ISC1 and HYR1
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CGM817 CGM742 ura3A::Tn903 G418~ This work

silA::FRT
pAP430/Spe | integrated between ISC1 and HYR1

CGM1077 BG14 ura3A:Tn903 G4187 This work

pAJ41/Spel integrated between ISC1 and HYR1

CGM1300 BG14 ura3A::Tn903 G418% This work

pAJ47/Spel integrated between ISC1 and HYR1
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Tabla A4. Plasmidos utilizados en la seccion 7.2 (A protosilencer is responsible
for yKu70/yKu80-independent subtelomeric silencing on chromosome E-rin
Candida glabrata).

Plasmid | Relevant genotype Reference

Cloning or marker removal vectors

pGRB2.0 Cloning replicative vector URA3 Ap" [5]
pRS406::C.g. CEN ARS

pYlplac211 Cloning, integrative vector URA3 Ap" [8]

pGEM-T Cloning vector, Amp" Promega

pAP599 Cloning, integrative vector with 2 FRT direct repeats [7]

flanking a hygromycin resistance cassette [FRT-
Ppcka::hph::3'UTRyis3-FRT] for construction of multiple
rounds of knock-out mutants, Amp~, Hyg®, URA3

pMZ18 Replicative vector expressing ScFLP1 (recombinase Cormack lab collection
gene) for removing the hygromycin marker,
Pepar:FLP1:(3' UTR of HIS3) Cg CEN ARS, Amp" URA3

pLS9 Replicative vector expressing ScFLP1 (recombinase Lab collection
gene) for removing the hygromycin marker,
Pepa:FLP1::(3' UTR of HIS3) Cg CEN ARS, Amp".
URA3, natl

Plasmids for Tn7 (URA3) insertions at EPA loci

pAP540 A 1.241kb BamH | PCR fragment carrying a Tn7 in the [5]
Insertion 1 intergenic region between ISCI and HYRI cloned into
pAP502. Insertion 1
pAP508 A 1.6 kb Hind Ill PCR fragment carrying a Tn7 in the [5]
Insertion 2 intergenic region between EPA1 and EPA2 cloned into
pBR322. Insertion 2
pAP559 A 2.9 kb EcoR | fragment carrying a Tn7 in the intergenic [5]
Insertion 3 region between EPA2 and EPA3 cloned into pUC19.
Insertion 3
pAP553 A 3.2 kb Hind Il /EcoR | fragment carrying a Tn7 in the [5]
Insertion 4 intergenic region between EPA3 and telomere cloned into

pUC19. Insertion 4

Plasmids for protosilencer integration at -31.9 kb of telomere E-g

pAP430 Plasmid to integrate the protosilencer Sil2126 and URA3 [5]
at the intergenic region between C.g. ISC1 and C.g.HYR1.
Cloned into pYlplac211. Ap"

pAP509 Vector to integrate URAS at the intergenic region between | [6]
C.g.ISC1 and C.g. HYR1. A 0.686 kb Pst I-Sal | PCR
fragment (Primers #962, #963) carrying the intergenic
region between C.g. ISC1 cloned into pYlplac211. AmpR

Plasmids for protosilencer deletion analysis at -31.9 kb of telomere E-r

pAP566 A 316pb deletion (nucleotide 1810 to 2126) from the 3’ This work
end of Sil2126 in pAP430

pAP567 A 885pb deletion (hucleotide 1241 to 2126) from the 3’ This work
end of Sil2126 in pAP430

pAP568 A 1260pb deletion (nucleotide 866 to 2126) from the 3’ This work
end of Sil2126 in pAP430

pAP569 A 1432pb deletion (nucleotide 694 to 2126) from the 3’ This work
end of sil2126 in pAP430

pAP570 A 1710pb deletion (nucleotide 416 to 2126) from the 3’ This work
end of Sil2126 in pAP430

pAP571 A 1792pb deletion (nucleotide 334 to 2126) from the 3’ This work

end of Sil2126 in pAP430
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pAP572 A 2020 deletion (nucleotide 106 to 2126) from the 3’ end This work
of Sil2126 in pAP430

pAJ29 A 39pb deletion from the 5’ end of Sil2126 (nucleotides 1- | This work
39) in pAP430.

pAJ30 A 68pb deletion from the 5’ end of Sil2126 (nucleotides 1- | This work
68) in pAP430

pAJ31 A 115pb deletion from the 5" end of Sil2126 (nucleotides This work
1-115) in pAP430

pAJ32 A 160pb deletion from the 5’ end of Sil2126 (nucleotides This work
1-160) in pAP430

pAJ33 A 204pb deletion from the 5’ end of Sil2126 (nucleotides This work
1-204) in pAP430

pAJ7 A 262pb deletion from the 5" end of Sil2126 (nucleotides This work
1-262) in pAP430

pAJ6 A 462pb deletion from the 5’ end of Sil2126 (nucleotides This work
1-462) in pAP430

pAJ5 A 738pb deletion from the 5’ end of Sil2126 (nucleotides This work
1-738) in pAP430

pAJ4 A 1288pb deletion from the 5’ end of Sil2126 (nucleotides | This work
1-1288) in pAP430

pAJ3 A 1622 deletion from the 5" end of Sil2126 (nucleotides 1- | This work
1622) in pAP430

pAJ2 An internal deletion of 907pb from nucleotide 334 to 1241 | This work
of Sil2126 in pAP430

pAJl An internal fragment of 907pb from nucleotide 334 to 1241 | This work
of Sil2126 replacing Sil2126 in pAP430

pAJ26 A 3430 PCR fragment containing the entire Sil2126 and This work

the remaining 1304pb next to 5’ of this region to the ATG
of the contiguos gene EPA3, cloned in pAP430 BamHI-
Sall sites

Plasmids for protosilencer integration at internal locations on chromosomes F,L,M

pAJ8

Vector to integrate Sil2126-URA3 at 160kb from
centromere of chromosome F. A 789pb Pstl-Sall PCR
fragment (Primers #252,#253) of an intergenic region of
chromosome F, replacing Pst I-Sal | integration sequence
of pAP430. Amp~®

This work

pPAJ9

Vector to integrate Sil2126-URAS3 at 263kb from
centromere of chromosome L. A 628pb Pstl-Sall PCR
fragment (Primers #254,#255) of an intergenic region of
chromosome L, replacing Pst I-Sal | integration sequence
of pAP430. Amp~®

This work

pAJ10

Vector to integrate Sil2126-URA3 at 224kb from left arm of
telomere on chromosome M. A 556pb Pstl-Sall PCR
fragment (Primers #256,#257) of an intergenic region of
chromosome M, replacing Pst I-Sal | integration sequence
of pAP430. Amp~®

This work

pAJ19

A deletion of Sil2126 protosilencer region from pAJ8. sil—
control, AmpR

This work

pAJ20

A deletion of Sil2126 protosilencer region from pAJ10. sil—
control, AmpR

This work

hdf1A::hph and hdf2A::hph

pAJ27

HDF1 deletion vector. A 804pb Kpnl Hindlll HDF1 5’
fragment and a 826pb Sacl-Bglll HDF1 3’ fragment,
cloned into pAP599 at both sides of hph marker

This work

pAJ28

HDF2 deletion vector. A 905pb Kpnl Hindlll 5° HDF1
fragment and a 813pb Sacl-Bglll 3' HDF1 fragment, non-
coding regions cloned into pAP599 on either side of hph
marker

This work
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Plasmid for deletion of Sil2126 region

pAJ25

Sil2126 deletion vector. A 1025pb Kpnl-Xhol fragment This work
(Primers #339, #340) and a 935pb BamHI-Sacl fragment
(Primers #337, #338), cloned into pAP599 on either side
of hph marker

Plasmids to study location and orientation properties of Sil2126

pAJ34 Vector to integrate Sil2126-URAS3 reporter system at 50Kb This work

from telomere E-gr. A 742pb Pst I-Sal | PCR fragment
(Primers #654, #655), replacing Pst I-Sal | integration
sequence in pAP430
pAJ35 Vector to integrate Sil2126-URAS3 reporter system at ~ 34Kb | This work
from telomere E-.. A 622 Pst I-Sal | PCR fragment (Primers
#658, #659), replacing Pst I-Sal | integration sequence in
pAP430.

pAJ39 A BaFEnH I-Sal | deletion on pAJ34 which eliminates Sil2126. This work
Amp

pAJ40 A BalgnH I-Sal | deletion on pAJ35 which eliminates Sil2126. This work
Amp

pAJ41l Plasmid to integrate the protosilencer Sil2126 and URAS3 at This work
the intergenic region between C.g. ISC1 and C.g. HYR1. A
Sil2126 inverted orientation respect to URA3 on pAP430

pAJ47 Plasmid to integrate the protosilencer Sil2126 and URAS at This work

the intergenic region between C.g. ISC1 and C.g. HYR1.
The (Sil2126-URA3) cassette is in inverted orientation with
respect to pAP430

pAJ49 Plasmid to integrate the protosilencer Sil2126 and URA3 at ~ | This work

34Kb from telomere E-.. The (Sil2126-URA3) cassette is in
inverted orientation with respect to pAJ35
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Tabla A5. Oligonucledtidos utilizados en la seccidén 7.2 (A protosilencer is
responsible for yKu70/yKu80-independent subtelomeric silencing on chromosome
E-rin Candida glabrata).

Primer |

Name

Sequence (5'-3')

Site(s) added

Primers used to construct vectors with progressive 5’ deletions of Sil2126

237 EPA3@-1609 Sal Fw CGCGTCGACGCTTTCCTCTCAAGAGGGTGC Sal |

238 EPA3@-1808 Sal Fw AGTGTCGACGACACTTGTAACAGATATTGG Sal |

239 EPA3@-2086 Sal Fw AGTGTCGACCATCCAACAAGTCTTTTACCG Sal |

240 EPA3@-2967 Sal Fw CTAGTCGACGAATCGAAGATGAAAGACC Sal |l

241 EPA3@-2575 Sal Fw TGAGTCGACGTATCACTGTACAAAGTAACC Sal |

564 EPA3@-1544 Sall Fw TAGGTCGACCCCTTAATATCACTTTCAACG Sal |

565 EPA3@-1500 Sall Fw GTAGTCGACCTGGATGACAAAATACACCCC Sal |

566 EPA3@-1455 Sall Fw GCGGTCGACATAAGAAAAACAACTTTTACC Sal |l

567 EPA3@-1408 Sall Fw TCAGTCGACCAAAAATATACATTTCTCCCC Sal |

568 EPA3@-1379 Sall Fw CTCGTCGACTAGATTGCTGAAATATTCTGG Sal |

297 EPA3@-36Sal Fw GACGTCGACATTTAATTCGATTATGATGGG Sal |

964 EPA3@-1340 Fw AGAATAGTCGACTGTTGCAGCAAGAACCA Sal |l

236 EPA3@-3466 BamHI Rv AGTGGATCCATAGATGCATGTAGCCATATC BamH |

Primers to diagnose integration of these vectors at -31.9 kb from telomere E-g in C. glabrata

13 Primer 13 GGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGG

14 Primer 14 TATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGA

187 ISC1@1232Fw GGTCTGAAATCAGAGCATTATGGGAGG

188 HYR1@-301Rv GCATCAAATAATGGATAGGTTGAAATCCCC

Primers used to construct integrative vectors for (Sil2126-URA3) at chromosome F, L, M loci

252 IR Chr F Fw@399784 Pst | CGCCTGCAGTAAACCTTCTTGAACCCTGCCA Pst |
GC

253 IR Chr F Rv@400572 Sal | CGCGTCGACTCAATCATCATCACCAATACGA Sal |
GC

254 IR Chr L Fw@686898 Pst | CGCCTGCAGACATGTCTCCCTGCTAAGGTAT Pst |
CC

255 IR Chr L Rv@687525 Sal | CGCGTCGACAGTGGAGGATCAAGAGTAGAT Sal |
TGG

256 IR Chr M Fw@224158 Pst | CGCCTGCAGAGAGACTGTCTGTACAAATAGC Pst |
GG

257 IR Chr M Rv@224713 Sal | CGCGTCGACAATATCTGTTGCCGTTTGTGCA Sal |
GG

Primers to diagnose integration of these vectors at -31.9 kb from telomere E-r

258 IR Chr F Fw@399593 GTAACTGGTACATTATAATAGGAGCGGG

259 IR Chr F Rv@400657 CGTGTTTTGGTATCGCATATTTCCC

260 IR Chr L Fw@686777 CAACGGGAGGAATATTTGCTCAGGTGC

261 IR Chr L Rv@687711 TTAAGGACATGCGCGTAAACATGGG

262 IR Chr M Fw@223971 CCCTCTCTCTCTCCTTCTCTTTGTCCC

263 IR Chr M Rv@224884 TGACTACCATGTTTCCTTTGCCAGC

Primers used to construct Sil2126 deletion vector

337 EPA3@-3460 Sac Bcg GGGGAGCTCGTTCGATATAAGTGCGCATGT Sac | Beg |

Rev AGCCATATCTGTGAGAGAG By

338 EPA3@-2575 Bam Fwd i_?gggATCCGTACAAAGTAACCACTTTTAAG BamH |
GGCGGTACCTTCGACTTGGTTGCGGATAGT

339 EPA3@977 Kpn Bcg Fwd AGCATGTATTTTTCAATGG Kpn I, Beg |

340 EPA3@-4 Xho Rev ggAGfgCGAGCAATATGTTCAACTGGATTATC Xho |

Primers for diagnosis of integration of this vector in C. glabrata
342 | Diag EPA3@1014 Rv | CAGGTTTTGGGTCCTCAGGTTTTGG |
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343

| Diag EPA3@-3528 fw |

GTGTAATGATAGCCAGTACTAGTG

Primers used to construct integrative vector containing PGK1 promoter driven hph between Sil2126
and Telomere E-r

648 EPA3@-3493 Kpnl Bcgl | GGCGGTACCCGACTTGGTTGCAACACTAAG Kpn I, Beg |
Fw AAACACTAGTACTGGC
649 EPA3@-4158 Xhol Rv GCGCTCGAGTTCCATTTTCGACAATGAGGAT Xho |
GCG
650 EPA3@-4361 BamHI Fw GGGGGATCCGCACAAGAACTCCAATTCAGG BamH |
TCTTGG
651 EPA3@-4930 Sacl Bcgl | TAGGAGCTCCGATATAAGTGCGAACTTGTCC Sac |, Bcg |
Rv ACGGCATTTGTTTCC
Primers for diagnosis of integration of this vector in C. glabrata
652 Diag 3' EPA3@-4962 Rv CCCTAAACGAGAAAATCTTAAACG
653 Diag 5' EPA3@-3436 Fw CTCTCTCACAGATATGGCTACATGC

Primers used to construct Sil2126-URA3 integrative vector at -34kb in chromosome E-_

658 OCA4@-112 Pst | Fw agactgcagAGGGCGATCATTATTAAATCGAGTC
C

659 OCA4@510 Sall Rv cgagtcgacTTACCAAAGAAGTTTTGTCCACAAG
C

Primers for diagnosis of integration of this vector in C. glabrata

660 Diag 5' OCA4@-162 Fw GTGACGGTTGCTTACCCATAGCGTGC

661 Diag 3' OCA4@740 Rv TTCAACGGGATTCGACTTGTGTTCG

Primers used to construct Sil2126-URAS3 integrative vector at -50 kb of chromosome E

654 ELF1@-2291 Sall Rv gtagtcgacTTGAAAGAGTACTGTCCCATCTTCC
655 ELF1@-1549 Pstl Fw agactgcagTGTTACGTTTACAGCACCTTAAAGC
Primers for diagnosis of integration of this vector in C. glabrata

656 Diag ELF1@-1376 Fw GCTTAGAAGTTGATTGTTCAATTGCC

657 Diag ELF1@-2339 Rv GACCCGGTTTGTAAAACACCAGACC

EPA RT-PCR primers

219 ACT1IFw@70 RT CGCCGGTGACGATGCTCC

220 ACT1Rv@210 RT CTTGGATTGAGCTTCGTC

38 EPA3 RT-PCR Fw GCATGTTGATAGTTCCAAAA

24 EPA3 RT-PCR Rev TAATTTGATCAGTAGCACCG

37 EPA2 RT-PCR Fw GGGATCAGATTATGCAAAAG

23 EPA2 RT-PCR Rev GAATGATTTCCTTATTAAAT

36 EPA1 RT-PCR Fw GGGCTCAAAAACAGCTAAAG

22 EPA1l RT-PCR Rev TAACAGTGTTTTCGTTTGAT

Primers to diagnose hdf1A and hdf2A

2242 HDF1@-1034Fw AGCGAGGTACGAAGATATAGAACGC

2243 HDF1@+971 Rev CCCGTACTACAACTAACAATGCAGCT

2248 HDF2@-1148 Fw AGCCGCTGTATCGGGATCAAC

2249 HDF2@+988 Rev CGCACAACAAGAACAGCACCCTTGG

Primers to diagnose (Ppcki::hph::FRT) cassette deletion

325 PGKp RI Rv GGGAATTCTGTTTTATATTTGTTGTAAAAAGT
AG

326 PGKp Sac Fw GGGGAGCTCCATAAAGCACGTGGCCTCTTAT

CG
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