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Resumen

Expresioén y localizacién intracelular de las proteinas codificadas en
los loci de apareamiento de Candida glabrata

La reproduccion sexual en hongos diploides es regulada por los genes codificados en
el locus MAT (mating type), que determinan los tipos de apareamiento. A pesar de ser
un organismo asexual, Candida glabrata posee tres loci de apareamiento: MTL1, MTL2
y MTL3 que contienen genes ortdlogos a los necesarios para el apareamiento en
Saccharomyces cerevisiae: alfa1, alfa2 y a1. Los genes alfa1 y alfa2 se encuentran en
MTL1; alfal y alfa3 en MTL3 y, en dos aislados clinicos que poseen informacion alfa
en MTL2, se encuentran los genes alfa? y alfa4. Hemos econtrado que en C. glabrata
existen tres alelos del gen alfa2: alfa2, alfa3d y alfa4, los tres poseen la secuencia
homeodomino que en S. cerevisiae permite a las proteinas unirse al DNA para la
regulacion de sus genes blanco. Para estudiar la funcion de los loci MTL y la
localizacion de las proteinas que codifican hemos generado vectores de expresion
para fusiones traduccionales de cualquier gen de C. glabrata con tres secuencias de
fluoréforos o epitopos. Encontramos que las proteinas alfal y alfa2 de C. glabrata se
localizan en el nucleo, lo cual es congruente con su posible funcion como factores
transcripcionales como sucede en otras levaduras. Al sobreexpresar los genes alfa de
C. glabrata encontramos que las proteinas correspondientes se localizan tanto en el
nucleo como en el citoplasma. En C. glabrata los genes alfal y alfa2 se inducen en
condiciones de limitacion de nutrientes y durante estrés osmotico independientemente
de la informacién de aparemiento de los loci MTL. El gen a1 parece no expresarse en
las condiciones de estrés nutricional de estrés osmatico. Los loci MTL1a y MTL 1alfa
de C. glabrata no complementan para el apareamiento en S. cerevisiae. La regulacion
de la expresion de los genes de apareamiento en C. glabrata es distinta a la descrita
en S. cerevisiae y como trabajo futuro sera determinar cuéles son los genes blanco

que son regulados por genes codificados en los loci MTL de C. glabrata.

Palabras Clave: Candida glabrata, vectores de expresion, sobreexpresion, fluoréforos

y epitopos, apareamiento, genes alfa.
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Abstract

Expression and intracellular localization of the proteins encoded in

the Candida glabrata mating loci

Sexual reproduction in fungi is regulated by the genes encoded in the MAT (mating
type) locus. Despite being an asexual organism, C. glabrata has three mating loci:
MTL1, MTL2 and MTL3 containing the orthologous genes to those required for mating
in Saccharomyces cerervisiae: alfal, alfa2 y a1. alpha genes are distributed as follows
in the genome: alpha1 and alpha2 are localized in MTL1; alpha1 and alpha3 in MTL3,;
and in only two clinical isolates in which we found alpha information in MTL2 we have
alpha1 and alpha4 genes. We found that in C. glabrata there are three alpha2 alleles
and all of them have a homeodomain sequences that allow DNA binding to regulate its
target genes in the S. cerevisiae orthologues. To study the function of these genes and
the localization of the respective proteins we generated expression vectors to generate
translational fusions of any gene of C. glabrata with three fluorophores or epitopes
sequences. C. glabrata alpha1 and alpha2 proteins are localized at the cell nucleus
which is consistent with a possible role as transcriptional factors as in other yeasts.
When alpha1 and alpha2 genes are overexpresed, we found that the proteins are
localized not only in the nucleus but throughout the entire cell. In C. glabrata alpha1
and alpha2 genes are induced under conditions of nutrient limitation and during osmotic
stress information regardless of the MTL aparemiento loci. The a1 gene promoter
appears to be inactive under conditions of nutrient limitation and osmotic stress. C.
glabrata MTL1a and MTL1alfa loci do not complement mating in S. cerevisiae. The
regulation of gene expression in C. glabrata mating differs from that described in S.
cerevisiae. As a future work we will determine which target genes are regulated by the

MTL genes of C. glabrata.

Key Words: Candida glabrata, expression vectors, overxpresssion, fluorophores and

epitopes, mating, alpha genes.

xii



Expresion y localizacion intracelular de las proteinas codificadas en los loci de apareamiento de C. glabrata
Patricia Yafiez Carrillo

1 Introduccion

La mayoria de las especies de Candida son organismos que forman parte de la
microbiota de las cavidades oral, gastrointestinal y vaginal en individuos sanos. Sin
embargo, los pacientes criticos con un sistema inmune comprometido son
susceptibles a infecciones fungicas que ponen en riesgo la vida. Las especies de
Candida son los patdbgenos mas comunes en infecciones sistémicas nosocomiales a
nivel mundial (Pfaller & Diekema, 2012; Yapar, 2014). En un estudio de poblaciones
en Estados Unidos, la incidencia de hospitalizaciones debido a candidemias aumento
en un 50% de 2000 a 2005 (Zilberberg, Shorr, & Kollef, 2008), mientras en Europa la
incidencia también ha aumentado considerablemente de 1999 a 2009 (Tortorano et
al., 2013). Ademas, se ha documentado que la mortalidad asociada con candidiasis
invasiva es muy alta, del 30 al 70% (Gudlaugsson et al., 2003; Horn et al., 2009; Lass-
Florl, 2009). El uso de inmunosupresores, procedimientos invasivos, nutricion
parenteral, catéteres, quimioterapia y radioterapia y uso de antibiéticos de amplio
espectro, aumenta la frecuencia de mortalidad asociada a estas especies (Horn et al.,
2009; Lass-Florl, 2009; Pappas et al., 2004; Pfaller & Diekema, 2012; M. Richardson
& Lass-Florl, 2008; Wisplinghoff et al., 2004).

Aunque el género Candida esta compuesto por mas de 150 especies, el 65% no son
capaces de crecer a 37°C, por lo cual no pueden colonizar a un hospedero mamifero.
Sélo 17 especies de Candida se conocen como agentes etioldgicos de infecciones
humanas. La importancia de este género radica en que son agentes causales de mas

del 90% de las infecciones invasivas (Lass-Florl, 2009; Pfaller & Diekema, 2007).

1.1 Candida glabrata

C. glabrata es un hongo levaduriforme cuyas blastoconidias son mas pequefias que
las de otras especies de Candida pues miden de 1 a 4 um (Fig. 1). C. glabrata posee
un genoma haploide con 13 cromosomas (Fidel, Vazquez, & Sobel, 1999) que facilita
su manipulacién genética y la hace un buen modelo de estudio. A pesar de pertenecer

al género Candida, C. glabrata tiene una relacion filogenética mas estrecha con la
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levadura Saccharomyces cerevisiae que con Candida albicans lo cual permite utilizar
las herramientas moleculares desarrolladas para S. cerevisiae (Fig. 2). Lo anterior se
puede lograr debido también a la alta sintenia de genes e identidad entre proteinas

ortélogas (http://www.genolevures.org/yeastgenomes.html#). A diferencia de otras

especies de Candida, C. glabrata redujo su capacidad metabdlica y soélo es capaz de
fermentar y asimilar glucosa y trehalosa. Ha perdido genes necesarios para la
asimilacion de galactosa y sacarosa, el metabolismo de fosfato, nitrégeno y azufre y
la biosintesis de tiamina, piridoxina y acido nicotinico (Kaur, Domergue, Zupancic, &
Cormack, 2005). Aunque existen especies que han modificado su uso del codén CTG
para serina en lugar de lecina, en C. glabrata se ha mantenido el uso de este codon

para leucina.

Figura 1. Micrografia electronica que muestra células de C. glabrata.
IPICYT-LINAN (Araceli Patrén Soberano).
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Figura 2. Cercania fillogenética de 22 especies de Saccharomyces.

Se muestra un arbor filogenético producto de un analisis de 603 genes. Los nombres de las especies que estan
escritos en rojo y con asterisco son patégenos de humanos. Las especies subrayadas corresponden a especies
del clado Nakaseomyces. Se indica el cambio en el uso del codon CTG para serina en lugar de leucina y las
especias que han sufrido una duplicacion completa del genoma (WGD). Tomada de (Gabaldon et al., 2013).

La secuencia del genoma completo de la cepa CBS138 de C. glabrata se encuentra
disponible desde 2004 en la base de datos Genolevures
(http://www.genolevures.org/yeastgenomes.html#). Posee 13 cromosomas con 12.3
Mb y un contenido de GC de 38.8%. Consta de 5283 secuencias codificantes y el

numero promedio de codones de 493 por secuencia. Como lo muestra la Figura 2 los
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genomas de C. glabrata y S. cerevisiae muestran cercania filogenética y se ha
reportado que ambas especies comparten un alto grado de sintenia con un promedio

de 65% de identidad en aminoacdos entre proteinas ortdlogas (Byrne & Wolfe, 2005).

11.1  Factores de virulencia de C. glabrata

A pesar de la alta frecuencia con que se detectan infecciones por C. glabrata, algunos
de los factores de virulencia que se han descrito para C. albicans y otras especies de
Candida no parecen ser necearios para la virulencia de C. glabrata. Por ejemplo, se
requiere la secrecion de fosfolipasas para la virulencia de C. albicans, pero no parecen
tener un papel prominente en C. glabrata. C. albicans secreta aspartil proteasas
extracelulares para permitir su crecimiento invasivo, en cambio C. glabrata aunque
contiene 11 genes que codifican para aspartil proteasas, parecen no secretarse al
medio en aislados clinicos (Kantarcioglu & Yucel, 2002); sin embargo, estas enzimas
si son necesarias para la supervivencia en macréfagos y la virulencia en un modelo
de candidemia en ratones (Kaur, Ma, & Cormack, 2007). Otra caracteristica importante
para la virulencia de C. albicans, es la formacion de hifas, y en C. glabrata se ha
descrito que si bien puede formar pseudohifas en condiciones extremas de limitacién
de nitrégeno, este crecimiento filamentoso no se ha asociado con la virulencia (Csank
& Haynes, 2000).

La adherencia a células epiteliales de mamiferos in vitro y la formacién de biopeliculas
son caracteristicas requeridas para la colonizacion de ambos patégenos. En C.
glabrata, la adherencia estda dada por una familia de genes que codifican para
proteinas de pared celular llamados genes EPA que median la adherencia a células
epiteliales, a plastico y para la formacién de biopeliculas. La mayoria de estos se
localizan en regiones subteloméricas (Castano et al., 2003; Kaur et al., 2005; Pfaller
& Diekema, 2004). En C. albicans las proteinas de pared celular Als estan implicadas
en adherencia, patogénesis y formacién de biopeliculas (Hoyer, Green, Oh, & Zhao,
2008)
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De manera innata, C. glabrata tiene una alta resistencia a fluconazol, un antifungico
usado como profilactico en pacientes inmunocomprometidos (Fidel et al., 1999). Los
azoles inhiben la enzima demetilasa de lanosterol 14a, codificada por el gen ERG11

que participa en la biosintesis de ergosterol (Kaur et al., 2005; Morschhauser, 2010).

C. glabrata es mas resistente que C. albicans y S. cerevisiae a estrés oxidante por
perdxido de hidrégeno (Cuellar-Cruz et al., 2008) y es capaz de replicarse en el interior
de las células fagociticas (Kaur et al., 2007). Tal resistencia a estrés oxidante esta
dada por los factores transcripcionales Yap1, Skn7, Msn2 y Msn4 (Cuellar-Cruz,

Castano, Arroyo-Helguera, & De Las Penas, 2009).

Otra caracteristica importante que le ha permitido a C. glabrata sobrevivir en
ambientes desafiantes es la alta tasa de rearreglos cromosémicos que muestran
aislados de C. glabrata en estructura y organizacion. Es comun encontrar
translocaciones, duplicaciones y formacion de nuevos cromosomas que contienen
genes relacionados con virulencia. Tal plasticidad gendmica de este organismo esta
relacionada con la resistencia a antifungicos y constituye una ventaja para sobrevivir

en el hospedero mamifero (Ahmad et al., 2013).

1.1.2 Epidemiologia de C. glabrata

Las especies de Candida son la cuarta causa de infecciones sistémicas y desde hace
60 anos ha aumentado significativamente la incidencia de candidosis sistémicas. Las
infecciones por las especies de Candida colonizan el tracto gastrointestinal, la piel y
las mucosas. Los principales factores de riesgo en infecciones por hongos son:
inmunosupresion, ruptura de membranas como la piel, uso de catéteres y tratamiento
con antibiéticos por tiempo prologado (M. D. Richardson, 2005; Tang, Liu, Lin, & Lai,
2014).

C. albicans es el agente causal mas comun, sin embargo, debido al uso de

antimicoticos de amplio espectro la frecuencia de otras especies se ha incrementado
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y ahora C. glabrata es considerada el segundo patégeno del género Candida de mayor
prevalencia pues es responsable del 15% al 26% de las infecciones por Candida a
nivel mundial (Kaur et al., 2005; Pfaller & Diekema, 2012).

En Meéxico, las infecciones sistémicas nosocomiales causadas por especies de
Candida representan el 3.8%, de las cuales C. glabrata representa el 13.5%. C.
glabrata se aisla principalmente en personas mayores de 60 afios que se encuentran
hospitalizadas y/o que padecen diabetes mellitus (Corzo-Leon et al., 2014). Por lo
tanto, este organismo resulta un problema de salud publica no solo en nuestro pais

sino también a nivel mundial.

1.2. Reproduccién sexual en hongos

La reproduccion sexual o apareamiento permite la recombinacidon genética y aumenta
la biodiversidad; a pesar de significar un gran costo energético y ser un proceso
relativamente lento, se considera un que es benéfico para la mayoria de los
organismos (Goddard, Godfray, & Burt, 2005). El apareamiento es un proceso
bioldgico en el que dos células especializadas haploides se fusionan para formar una
célula diploide en la que el genoma de ambas progenitoras se duplica y posteriormente
se recombina. Bajo ciertas condiciones especificas, la célula diploide se divide dos
veces después de una sola ronda de replicacion de su genoma para generar cuatro
células haploides cuyo genoma es una mezcla de las progenitoras, proceso conocido

como meiosis (Fig. 3) (Nielsen & Heitman, 2007).

Sin embargo, varios hongos patégenos de humanos presentan una reproduccion
principalmente asexual, esto posiblemente debido a que la recombinacion genética
durante la reproduccion sexual puede resultar en la pérdida de la combinacién de
genes necesaria para la virulencia y la capacidad de colonizar tejidos en el hospedero
mamifero (A. Johnson, 2003). La reproduccion sexual en hongos se lleva a cabo por
medio de la fusidon de nucleos sexualmente compatibles, es decir, generalmente es

necesario tipos de apareamiento (mating type) distintos los cuales estan determinados
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en el genoma por el locus MAT (o MTL en algunos hongos), como es el caso de
Candida albicans, Aspergillus fumigatus, S. cerevisiae y Neosartorva fischeri (Bennett
& Johnson, 2003; Hull, Raisner, & Johnson, 2000; Magee & Magee, 2000; Paoletti et
al., 2005).

Figura 3. Reproduccién sexual en hongos.
Tomado de (Haber, 2012)

1.2.1 Reproduccién sexual en S. cerevisiae

S. cerevisiae es un hongo ampliamente estudiado que posee ciclos de reproduccion
tanto sexual como asexual. Los mecanismos de apareamiento y la genética de su ciclo

sexual han servido para entender el proceso reproductivo de otros hongos.

El apareamiento es regulado por los genes codificados en el locus MAT (mating_type)
ubicado en el cromosoma Il de su genoma y puede contener genes a o alfa que
codifican para factores transcripcionales que determinan el tipo celular sexual a o alfa
(Fig. 4) En el mismo cromosoma se localizan dos loci cercanos a los telémeros que
no se expresan llamados HMR y HML que contienen copias idénticas de los genes a

y alfa, respectivamente. La region MAT puede cambiar del tipo celular a al tipo
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celular alfa o viceversa por un mecanismo de recombinacién sitio especifica que se
lleva a cabo por la endonucleasa Ho, que introduce cortes en las dos cadenas del
DNA en cualquiera de los loci silenciosos HM. De tal manera que la informacién que
se encuentra silenciada en estos /oci se copia al locus MAT donde ahora puede ser
expresada (Haber, 1998).

Figura 4. Locus MAT de S. cerevisiae.

Se muestran los tres loci de apareamiento en S. cerevisiae: HML, HMR y MAT. El locus HML con informacion
alfa (a), el locus HMR con informacién a y el locus MAT con informacion a (gen a1) o informacion alfa (genes
alfa1 y alfa2). Modificado de). Modificado de (Haber, 2012; Soll, 2004).

Los genes codificados en los loci de apareamiento de S. cerevisiae (MAT, HML y
HMR) no solamente especifican el tipo de apareamiento sino también las proteinas
codificadas en ellos (a1, alfa1 y alfa2) son proteinas de regulacion transcripcional que
permiten la activacion y represién de ciertos grupos de genes que confieren “identidad
celular sexual” como lo muestra la Figura 5 (Herskowitz, 1988). Los tres tipos celulares
que presenta S. cerevisiae son células haploides tipo a o tipo alfa y células diploides
a/alfa que son resultado del apareamiento de dos células haploides de tipo de
apareamiento opuesto. Los genes especificos de células a (asg) se expresan sélo en
células que contienen informacién de apareamiento tipo a en el locus MAT y los genes
especificos de células alfa (alfasg) se expresan soélo en células que contienen
informacion de apareamiento tipo alfa en el locus MAT. De esta manera se determinan
los fenotipos de cada tipo celular que permiten que el apareamiento se lleve a cabo
(Galgoczy et al., 2004).
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Figura 5. Circuitos de regulacion del tipo de apareamiento en S. cerevisiae.

En S. cerevisiae el tipo celular por default es el tipo a, en una célula tipo alfa (a) es necesario un represor de genes
especificos tipo a, que es la proteina alfa2 (a2) y un inductor de genes especificos de genes alfa que es la proteina
alfa1l (a1); mientras que en una célula diploide, se forma el heterodimero represor al/alfa2 que reprime el
apareamiento y la meiosis. Modificado de (!!! INVALID CITATION ).

Las proteinas a1 y alfa2 son proteinas que contienen un homeodominio y forman parte
de una familia de reguladores transcripcionales que controlan diversos procesos
celulares. Se ha encontrado que su dominio de unidon a DNA esta conservado en
hongos, plantas y humanos. Normalmente los homeodominios consisten en 60
residuos de aminodacidos que forman 3 alfa-hélices, una de las cuales es la hélice de
reconocimiento de DNA (Gehring, Affolter, & Burglin, 1994; Mathias, Zhong, Jin, &
Vershon, 2001).

Las células a y alfa producen solo los factores de apareamiento que necesitan para
aparearse. Las células al/alfa no se pueden aparear y no producen factores de
apareamiento. De tal manera que los genes que se transcriben en células alfa
(MATalfa) durante el apareamiento son llamados genes especificos de células alfa
(alfasg), los transcritos en células a (MATa) durante el apareamiento, son llamados
genes especificos de células a (asg), mientras que los transcritos en ambos tipos
celulares haploides a y alfa (pero no en células a/alfa) se llaman genes especificos de
haploidia (hsg) (Fig. 6) (Strathern, Hicks, & Herskowitz, 1981).

En muchas especies de hongos el reconocimiento celular y la fusion de nucleos esta

mediada por péptidos de apareamiento difusibles llamados feromonas que
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desencadenan respuestas especificas a muy bajas concentraciones. Las células alfa
contienen en el locus MATalfa los genes alfa1 y alfa2 que les permite transcribir alfasg
como son la feromona alfa y el receptor de la feromona a (Ste2). La proteina
activadora alfa1 activa la transcripcion de los alfasg (Sprague, Jensen, & Herskowitz,
1983) y la proteina represora alfa2 reprime la transcripcion de asg e impide que las
células alfa produzcan otro receptor y feromona (Hartig, Holly, Saari, & MacKay, 1986;
Wilson & Herskowitz, 1984) (Fig. 6).

Las células a no poseen ni un represor ni un activador como sucede en las células
alfa. Las células a son capaces de transcribir constitutivamente sélo los asg como el
receptor de feromona alfa (Ste3) y el factor de apareamiento debido a que no poseen

la proteina represora alfa2, ni el activador alfa1 que induciria la transcripcién de alfasg.

Las células a/alfa no producen ningun receptor de feromona de apareamiento y por lo
tanto son incapaces de aparearse. Puesto que poseen ambos tipos de informacién (a
y alfa), forman el heterodimero represor a1/alfa2 el cual reprime la transcripcion de
alfa1 (e impide que se transcriban los alfasg), reprime los hsg que son necesarios para

el apareamiento (Herskowitz, 1989; A. D. Johnson, 1995).

En S. cerevisiae la via de las MAP cinasas sefalizan la respuesta a feromonas del
exterior de la célula hacia el nucleo de células a y alfa para que se lleve a cabo el
apareamiento (Elion, 2000; Lengeler et al., 2000; Schwartz & Madhani, 2004). La
transduccion de la senal inicia con la secrecion de feromonas de los respectivos tipos
celulares (a y alfa): feromona a secretada por células tipo a y feromona alfa secretada
por células tipo alfa. Cada tipo celular expresa en su superficie el receptor de la
feromona del tipo celular contrario, de tal forma que la union de la feromona alfa,
secretada por las células alfa, se une al receptor Ste2 en la superficie de células a, o
bien, la feromona a, secretada por células a, se une al receptor Ste3 en la superficie
de células alfa. La interaccién de la feromona con el receptor activa una proteina G

heterodimérica debido a que propicia la disociacién de la subunidad alfa, lo cual

10
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permite que las subunidades B y y inicien la cascada de sefializacién de las MAP

cinasas, como lo muestra la Figura 7.

Figura 6. Regulacién de los genes de apareamiento en S. cerevisiae.

Las flechas onduladas indican transcripcion. Las lineas con flechas indican activacion de genes. Las lineas con
extremos romos indican represion de genes. Genes y proteinas alfal (a1), alfa2 (a2) y al. Modificado de
(Herskowitz, 1988).

La cascada de senalizacion implica la activacion de Ste20, lo cual permite la
fosforilacion de las cinasas Ste11, Ste7 y Fus3. Fus3 a su vez conduce a la activacion
de Ste12 que junto con Mcm1 activan genes especificos de apareamiento en

respuesta a feromonas.

11
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Figura 7. Via de sefalizacion en respuesta a feromona en S. cerevisiae.
Esta via se encuentra conservada en C. glabrata. Modificado de (Wong, Fares, Zimmermann, Butler, & Wolfe,
2003)

1.2.2 Apareamiento en otros hongos

Diversos sistemas genéticos han evolucionado para asegurar el mantenimiento de
diferentes tipos sexuales. El apareamiento de dos células haploides involucra la

expresion de genes necesarios para controlar la fusion celular y la cariogamia.

En S. cerevisiae las feromonas regulan el reconocimiento célula-célula pero en otros
hongos como S. pombe y U. maydis también son necesarias para que se lleve a cabo
la meiosis y para mantener el estado filamentoso, respectivamente (Bolker &
Kahmann, 1993).

En Schizosaccharomyces pombe el tipo de apareamiento esta determinado en los

genes ubicados en el locus mat1 (Kelly, Burke, Smith, Klar, & Beach, 1988). Los tipos
12
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de apareamiento son plus (P) y minus (M). Cada tipo de apareamiento contiene dos
genes: mat1-Mc y mat1-Mm en el locus My mat1-Pc y mat1-Pm en el locus P. Los
genes mat1-Mc y mat1-Pc son necesarios para la conjugacion mientras que los genes
mat1-Mm y mat1-Pm son esenciales para la meiosis. Los dos tipos celulares se
aparean en carencia de nitrégeno y su apareamiento esta mediado por feromonas que
inducen la formacion del tubo de conjugacion y la fusion celular, a diferencia de S.
cerevisae donde inmediatamente se induce meiosis y esporulacion. Aunque la funcion
molecular concreta de los cuatro genes se desconoce, se cree que las proteinas mat1-
Mc y mat1-Pm son reguladores de la transcripcion por su similitud con proteinas de
union a DNA (Bolker & Kahmann, 1993; Hayles & Nurse, 1992).

En el ascomiceto filamentoso Neurospora crassa existen dos tipos de apareamiento:
A y a. En este organismo los tipos de apareamiento opuesto no pueden fusionarse
puesto que tienen funciones opuestas. Sin embargo cuando el hongo entra en su ciclo
sexual, se forma un tricoginos ascogonio (una estructura de reproduccion sexual
femenina) de la cual emerge una prolongacién llamada tricogina la cual es receptora
de una célula de apareamiento masculina, que por lo general es un microconidio,
aunque tambien se puede aceptar la informacién de un macroconio o de una hifa
sexualmente compatible. La plasmogamia y posterior fusion nuclear es nuclear es
mediada por feromonas (Bistis, 1996) que posteriormente sufre meiosis y forma
ascosporas (Metzenberg & Glass, 1990). Los genes contenidos en el locus sexual de
N. crassa son mt A-1 y mt a-1 que confieren identidad sexual celular y puesto que su
secuencia aminoacidica es similar a los genes de apareamiento de otros hongos se
sugiere que esos genes codifican para proteinas reguladoras del ciclo sexual aunque

aun no se conoce el mecanismo.

El hongo patdgeno oportunista Cryptococcus neoformans posee los tipos de
apareamiento: MATalfa que es menos virulenta y MATa que es mas virulenta.
Después de la formacion del dicarionte sigue la transicion de levadura a hifa (Kwon-
Chung, Edman, & Wickes, 1992).

El hongo basidiomiceto Ustilago maydis tiene un sistema de apareamiento tetrapolar

13
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con los loci de apareamiento a y b. El locus a contiene los alelos a1y a2 que controlan
la fusion de células haploides; este locus es necesario para la fusion celular. El locus
b codifica dos proteinas reguladoras del desarrollo sexual y del crecimiento
filamentoso posterior a la formacion del dicarion. Ambos /oci controlan la transicion de
la forma levaduriforme de células haploides a hifas de células dicaridnticas (Banuett,
1992).

El hongo patégeno Aspergillus fumigatus que hasta hace algunos afos aun se
consideraba un organismo asexual, ahora se sabe que posee una reproduccion
sexual. Posee los tipos de apareamiento MAT-1y MAT-2. El locus MAT-2 contiene un
gen que codifica para una proteina con el dominio HMG que en otras especies se
requiere para la produccion y deteccién de la feromona sexual. El locus MAT-1 codifica
una proteina con dominio alfa necesaria para la reproduccion sexual (O'Gorman,
Fuller, & Dyer, 2009).

El clado Candida posee loci de apareamiento con caracteristicas distintivas cuyos
componentes se ilustran en la Figura 7. El hecho de que las especies de Candida
posean diferentes patrones de sexualidad y la composicion de los loci MTL sea distinta
sugiere que a lo largo de la evolucion se han generado nuevos sistemas de regulacion
para el apareamiento en estos organismos. El ancestro comun del locus MAT posee
los genes a1, a2, alfal y alfa2. S. cerevisiae como ya se mostro anteriormente perdio
el gen a2. Los genomas de las especies C. guilliermondii, C. lusitanie y D. hansenii
carecen del gen alfa2. C. guilliermodii carece ademas el gen a1 (!!! INVALID
CITATION !1). Aun no se sabe cdmo es posible el apareamiento en C. lusitanie y C.
guilliermondii sin la proteina alfa2 dado que el heterodimero a1/alfa2 que se forma en
S. cerevisiae es necesario para la meiosis. Dos especies diploides, C. albicans y C.
tfropicalis son capaces de reproducirse parasexualy asexualmente y poseen los
cuatro genes de apareamiento. Mientras que C. parapsilosis sin reproduccion sexual
conocida, ha perdido los genes a1, alfal y alfa2. Por su parte Lodderomyces
elosgisporus a pesar de no contar con genes de apareamiento es capaz de

reproducirse sexualmente (Lee, Ni, Li, Shertz, & Heitman, 2010).

14
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Candida albicans es un organismo cuya reproduccion parasexual es regulada por los
genes contenidos en los loci MTL: alfa1, alfa2, a1 y a2. En éste organismo, al igual
que en S. cerevisiae, se forma el heterodimero represor a1/alfa2 que en células a/alfa
regula el apareamiento pues reprime el cambio fenotipico de colonias blancas a
opacas que es necesario para que se lleve a cabo el apareamiento (Miller & Johnson,
2002).

En la Tabla 1 se muestran los genes de apareamiento de las especies que conforman
el clado Candida, si se aparean, el numero de aminoacidos de cada gen de
apareamiento, los genes que codifican para homeoproteinas, asi como la similitud con
las proteinas de S. cerevisiae (negro) y la similitud en la region homeodominio (rojo)
(Barsoum, Martinez, & Astrom, 2010; Butler, 2010; Butler et al., 2004; Butler et al.,
2009; Lee et al., 2010; Sherwood & Bennett, 2009).

15
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Tabla 1. Genes de apareamiento de las especies del clado
Candida
ESPECIE [SEX alfa1l | alfa2 alfa3 alfa4 al a2 HD SIMI
S. cerevisiae sl - - - -
175aa |210aa 124 aa a2
46%
BN 2N 8N | o4 | Bl o
143aa | 8 aa | 210 aa 177 aa 130 aa
61%
NO 2N e
C. glabrata
61%
O8N | cev
58%
ad | 66%
a2 a2 69%
N al B o
C. albicans 193 a (186 aa 210 a | 201 aa
a a 50%
2 s
C. dubliniensis Si - -
193 aa | 187 aa
a1l a2 B =2 E.
sl 57%
C. tropicalis 193a a | 370 aa 849aa | 579 aa
18%
a2 | 5%
D. hansenii - - - 58%
Si 57%
212 aa 173 aa
C. lusitanie Sl -
155 aa
L. elongisporus S|
C. parapsilosis NO -
201 aa
40%
C. orthopsilosis NO - - - 68%
183 aa
ST 26%
a1l |@2] a3 B a2 E. e
K. lactis 261aa (223 aa | 897 aa 288aa | 257 aa
53%
o o
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1.3 Loci MTL de C. glabrata

De forma interesante aunque C. glabrata carece de un ciclo sexual conocido, posee
tres loci de apareamiento, al igual que S. cerevisiae. El locus MTL1 se encuentra en
el cromosoma B y puede contener informacion a o alfa. MTL2 se encuentra a ~ 29.4
Kb del teldmero izquierdo del cromosoma E y en ~97% de los aislados clinicos
contiene informacién tipo a y el locus MTL3 se encuentra a ~10.5 Kb del telomero
izquierdo del cromosoma B y en ~97% de los aislados clinicos contienen informacion
tipo alfa (Lavaniegos-Sobrino et al., 2009; Srikantha, Lachke, & Soll, 2003) (Fig. 8). Al
comparar los loci de C. glabrata con los de S. cerevisiae podemos ver que existe
concordancia en cuanto a la informacion de apareamiento que poseen. De tal forma
que el locus MTL1 corresponde al locus MAT puesto que puede contener informacién
tipo a o alfa y se encuentra en un lugar interno del cromosoma B, ademas de un lado
conserva la sintenia con S. cerevisiae. El locus MTL2 corresponde al locus HMR con
informacién a y el locus MTL3 corresponde al locus HML con informacién alfa que
también se encuentra silenciada, aunque en el mecanismo por el cual esta sujeto a
silenciamiento es distinto y menos eficiente que el de S. cerevisiae. Los datos de
nuestro laboratorio indican que tanto MTL17 como MTL2 son activos
transcripcionalmente, mientras MTL3 es el unico locus que se encuentra silenciado,
aunque no completamente (Ramirez-Zavaleta, Salas-Delgado, De Las Penas, &
Castano, 2010).

MTL3 MTLI

. N

C. glabrata 11Kb OFF/ON
MTL2

Cr.E
29 Kb N

Figura 8. Configuracion de los loci de apareamiento de C. glabrata.

Se muestra el tipo de informacién presente en cada locus y la distancia entre MTL2 y MTL3 a sus respectivos
teldbmeros.

T = telémeros,

OFF = Locus transcripcionalmente silencioso.
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Ademas de poseer loci de apareamiento en disposicion similar a S. cerevisiae, C.
glabrata posee en su genoma la mayoria de los genes ortélogos que en S. cerervisiae
son necesarios para el apareamiento, meiosis y esporulacion. En C. glabrata se
conservan 234 genes ortologos de 245 genes que estan involucrados en
apareamiento, meiosis y esporulacion en S. cerevisiae, incluyendo los que estan
implicados en la via de sefializacion de feromona alfa. De los 11 genes restantes,
existen genes paralogos en S. cerevisiae cuya funcion esta conservada y existen
ortélogos de estos genes en C. glabrata. Los cinco genes ausentes en C. glabrata
son: MER1 y REC104, importantes en la recombinacion meidtica; SIR1, necesario
para el silenciamiento de los loci HML y HMR; SPO20 y SPO71 importantes para el

proceso de esporulacion.

En el caso de nuestra cepa silvestre (BG14) encontramos que el locus MTL1 contiene
informacién a y es activo transcripconalmente, mientras el gen alfa2 del locus MTL3,
qgue no esta silenciado completamente, puede permitir la expresion de informacion alfa
y a simultaneamente en algunas células que no tengan silenciado MTL3. Esto podria
resultar en la formacion del heterodimero a1/alfa2, similar al heterodimero presente
tanto en S. cerevisiae como en C. albicans. Aunque se sabe que en C. glabrata estos
genes se expresan, no se sabe si se produce la proteina y cual es la funcién de cada

uno.
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2 Antecedentes directos

Datos generados en nuestro laboratorio indican que en C. glabrata el locus MTL3 esta
sujeto a un silenciamiento que no es completo (!!! INVALID CITATION !!!), por lo que una
poblacibn pequena de células de C. glabrata pueden expresar informacion
contenida en este locus, que en la mayoria de las cepas es informacion alfa. De esta
manera es posible que en la cepa silvestre de nuestro laboratorio (BG14, (Cormack &
Falkow, 1999)) se expresen ambos tipos de informacion de apareamiento: expresion y
procesamiento de a1 a partir del locus MTL1 y en algunas células expresion de alfal y
alfa2 a partir del locus MTL3.

También encontramos que en C. glabrata los genes ortdlogos a los genes especificos del
tipo de identidad sexual celular en S. cerevisiae (genes especificos de células a 0 asg; y
genes especificos de células alfa o alfasg), no estan regulados por la informacién
contenida en los loci MTL, ya que todos los genes especificos del tipo de identidad sexual
estudiados, se expresan independientemente del tipo de informacion presente en los loci
MTL, e incluso se expresan también en cepas que no contienen ningun tipo de
informacion de identidad del tipo celular sexual (una cepa triple mutante nula de los loci
MTL).

Ademas, en un trabajo previo de nuestro grupo de trabajo hemos obtenido evidencia de
que la informacion presente en los loci MTL de C. glabrata podria regular la respuesta a
ciertos tipos de estrés. Encontramos que cepas que expresan de forma simultanea de los
genes tipo a y tipo alfa son mas sensibles a dafo a DNA, respuesta a estrés osmotico y
respuesta a estrés oxidante; mientras que las cepas que expresan soélo un tipo de
informacion de apareamiento o ninguno eran mas resistentes (Tesis

de maestria, Patricia Yanez Carrillo, 2010).
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3 Planteamiento del problema

Hasta el momento no se conoce la funcién que tienen los genes de apareamiento en
C. glabrata. Sin embargo, el hecho de que varios hongos patdogenos de humanos
(igual que C. glabrata) conserven la maquinaria genética para llevar a cabo la
reproduccion sexual y que de varios de ellos recientemente se haya encontrado
evidencia de apareamiento, nos sugiere que C. glabrata podria contar con un ciclo
sexual aun no descrito. También es posible que, como se ha encontrado en otros
organismos, los genes de apareamiento hayan evolucionado hacia la regulacién de

vias diferentes a las que se conocen hasta el momento.
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4 Hipoétesis

La primera hipétesis de este trabajo es que los genes codificados en los loci MTL en
C. glabrata son factores de transcripcion que regulan un grupo de genes distintos de
los que regulan en otros hongos y cuya regulacion de expresion también difiere. Esta
evolucion ha sido importante para sobrevivir en el ambiente hostil en el hospedero

mamifero.
La segunda hipdtesis de trabajo es que las proteinas a1 y alfa2 o alfa3 pueden

interaccionar para formar un heterodimero similar al que se forma en S. cerevisiae y

en C. albicans.
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5 Estrategia

Con el fin de estudiar la regulacion de la expresion de los genes de apareamiento y la
posible interaccion entre las proteinas codificadas por estos genes en C. glabrata
hemos generado vectores de expresibn que permitan construir fusiones
traduccionales de los genes de estudio con fuoréforos o epitopos. Estos vectores de
expresion nos permitiran generar cepas de C. glabrata en las que podamos estudiar
el estado transcripcional/traduccional de los genes de estudio la

localizacion/colocalizacion e interaccion de las proteinas.
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6 Objetivos

6.1 Objetivo general
Conocer la funcién y regulacion de la expresion de los genes a1, alfa1, alfa2, alfa3 y

alfa4 de C. glabrata con el uso de vectores de expresion disefiados para esta levadura.

6.2 Objetivos particulares

a) Clonar y secuenciar los genes tipo “alfa2” de aislados clinicos que contienen
informacion alfa en los loci MTL1, MTL2 o MTL3 para determinar cual es el alelo
que poseen en los distintos /oci.

b) Generar vectores de expresion para C. glabrata que permitan expresar fusiones
traduccionales con fluoréforos y epitopos. Las fusiones traduccionales permitiran la
expresion a partir del promotor nativo del gen de interés en version replicativa o
bien integrada en el genoma; asi como sobreexpresarlo a partir de un plasmido
replicativo.

c) Generar fusiones traduccionales para determinar la transcripcion, traduccion y
localizacion de la proteina.

d) Determinar por RT-PCR la expresién transcripcional de las fusiones traduccionales.

e) Evaluar la actividad de los promotores de los genes de apareamiento de C.
glabarata en diferentes condiciones de crecimiento y en diferentes fondos
genéticos.

f) Determinar si los promotores de los genes de apareamiento de C. glabrata son
activos en S. cerevisiae en diferentes condiciones.

g) Evaluar si la expresion heteréloga los genes de apareamiento de C. glabrata

pueden complementar para el apareamiento en mutantes matA de S. cerevisiae.
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7 Materiales y métodos

7.1 Medios de cultivo y cepas de Escherichia coli

Se empled la cepa de E. coli DH10 (Gibco BRL) como reservorios de plasmidos. Su
almacenaje se realizé en 10% de glicerol a -80°C. Las bacterias se crecieron a 30°C
en medio LB (extracto de levadura 5 g/L, triptona 10g/L, NaCl 5g/L) y 50 pg/ml de
carbenicilina (A.G. Scientific. Inc. #C-1385) para seleccion. Todos los plasmidos se
introdujeron a la cepa DH10 por electroporacion como esta descrito en (Dower, Miller,
& Ragsdale, 1988). Para medio sdélido LB se afiadié 1.5% (w/v) de agar. Las
purificaciones de gel y extracciones de plasmidos se realizaron con columnas Quiagen
(Qiagen, QlAquick Gel Extraction Kit Cat. No. 28706; QIAprep Spin Miniprep Kit Cat.
No. 27106). En la Tabla 2 se resumen las cepas de E. coli que se emplearon y se

generaron en este trabajo.

Tabla 2. Cepa de Escherichia coli utilizada en este trabajo
Cepa Genotipo Referencia
H10B F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) (Calvin & Hanawalt,
$80d/lacZAM15 AlacX74 deoR recA1endA1 1988)
araD139 A(ara,leu)7697 galU galKA- rpsL
nupG

La metodologia empleada para generar los vectores descritos en la Tabla 3 se
encuentra en el articulo que se anexa mas adelante (Yanez-Carrillo et al, 2015).

Tabla 3. Vectores utilizados en este trabajo
Vector | Numero Genotipo Referencia
de cepa
pMB11 1771 Vector de clonacién Coleccion del
replicativo CgCEN/ARS laboratorio
CmR.
pRS416 1398 Vector de clonacién (Sikorski &
replicativo. SCCEN/ARS Hieter, 1989)
URA3 AmpR.
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pGRB2.1 1381 Vector de clonacién (Zordan et al.,
replicativo. CQCEN/ARS 2013)
THIS3 URA3 AmpR.
pMJ22 2650 Vector de clonacién Coleccion del
replicativo CgCEN/ARS laboratorio
CmR NATR
Vectores generados
Vector Cepa Add Gen Genotipo
Gene Bank relevante
Vectores sobreexpresantes
pYC12 2785 63911 KP238570 Vector inicial sobreexpresante
pGRB2.1::Prers AmpR, URA3*
pYC16 2794 63913 KP238571 Vector receptor
sobreexpresantes CFP
pYC12::CFP AmpR, URA3*
pYC25 2847 63914 KP238572 Vector receptor
sobreexpresante YFP
pYC12::YFP AmpR, URA3*
pYC34 2891 63915 KP238573 Vector receptor
sobreexpesante mCherry
pYC12::mCherry AmpR,
URA3*
pYC119 3099 63916 KP238587 Vector receptor
sobreexpresante FLAG
pYC12::FLAG AmpR, URA3*
pYC121 3103 63917 KP238588 Vector receptor
sobreexpresante cMyc
pYC12::cMyc AmpR, URA3*
Vectores replicativos
pYC42 2942 63920 KP238574 Vector receptor replicativo
mCherry
pMJ22::mCherry
AmpR NATR
pYC55 2972 63922 KP238581 Vector receptor replicativo
YFP
pMJ22::YFP AmpR NATR
pYC61 2978 63925 KP238583 Vector receptor replicativo
CFP
pMJ22::CFP AmpR NATR
pYC62 2979 63927 KP238584 Vector receptor replicativo
HA
pMJ22::HA AmpR NATR
pYC64 2981 63928 KP238585 Vector receptor replicativo
FLAG
pMJ22::FLAG AmpR NATR
pYC66 2983 63929 KP238586 Vector receptor replicativo
cMyc
pMJ22::cMyc AmpR,NATR
Vectores integrativos
pYC44 2944 63903 KP238575 Vector inicial integrativo

pYC40::Pcrar:FRT AmpR
NATR URA3*
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pYC46 2951 KP238576 Vector receptor integrativo

63904 FLAG
pYC44:FLAG AmpR NATR

URA3*

pYC48 2953 63905 KP238577 Vector receptor integrativo
HA

pYC44:HA AmpR NATR
URA3*

pYC50 2955 63906 KP238578 Vector receptor integrativo
cMyc

pYC44:cMyc AmpR NATR
URA3*

pYC52 2961 63908 KP238579 Vector receptor integrativo
CFP

pYC44:CFP AmpR NATR
URA3*

pYC54 2963 63909 KP238580 Vector receptor integrativo
YFP

pYC44:YFP AmpR NATR
URA3*

pYC56 2973 63910 KP238582 Vector receptor integrativo
mCherry

pYC44:mCherry AmpR NATR
URAS3*

Vectores para secuenciar a2 en aislados clinicos

Vector Cepa Genotipo Referen
cia

pYC8 2775 pMB11::MTL2 MC16 Este trabajo

pYC9 2776 pMB11::MTL2 MC73 Este trabajo

Vector para generar mutante locus MAT Saccharomyces
cerevisiae

pAC5 | 3041 | pYC44:5MAT:3MAT | Este trabajo

Vectores para complementar para el apareamiento en
Saccharomyces cerevisiae

pYC172 | 3158 pRS416::CgMTL1a Este trabajo
pYC174 | 3177 pRS416::CgMTL1a Este trabajo
Vectores para analisis de promotores en Candida glabrata
pYC177 3180 pYC55::PHIS3 Este trabajo
pYC181 3184 pYCS55::Pcga2::T cqriss Este trabajo
pYC182 3185 pYC55:: Pcga1::T cgHiss Este trabajo
pYC184 3178 PYC55::Pcgat::TcgHiss Este trabajo

Vectores para analisis de promotores en
Saccharomyces cerevisiae

pYC203 | 3242 PRS416::Pcyat::TegHiss Este trabajo
pYC205 3244 pRS416::Pcga2:: T cgHiss Este trabajo
pYC207 3246 pRS416::Pcya::TcgHiss Este trabajo

Vectores con fusiones traduccionales de los genes de
apareamiento de Candida glabrata
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pYC100 | 3051 pYC64::Pa1::a1::Ta1 Este trabajo
pYC102 | 3053 pYC66::Pa1::.a1::Ta1 Este trabajo
pYC105 | 3056 pYC42::Pa2:.a2::Ta2 Este trabajo
pYC108 | 3059 pYC62:: Pa2::a2::Ta2 Este trabajo
pYC118 | 3092 pYC16::a2 Este trabajo
pYC170 | 3156 pYC34::a1 Este trabajo
pYC187 | 3194 pYC34:: a3 Este trabajo
pYC188 | 3195 pYC25:: a1 Este trabajo
pYC190 | 3197 pYC16:: a1 Este trabajo
pYC199 | 3226 pYC16:: a4 Este trabajo
pYC201 | 3228 pYC25:: a4 Este trabajo
Vectores con fusiones traduccionales de los genes HIS3 'y
TRP1
pYC122 | 3104 pYC16::HIS3 Este trabajo
pYC124 | 3106 pYC25:HIS3 Este trabajo
pYC126 | 3108 pYC34::HIS3 Este trabajo
pYC128 | 3110 pYC119::HIS3 Este trabajo
pYC130 | 3112 pYC121::HIS3 Este trabajo
pYC132 | 3114 pYC25:: TRP1 Este trabajo
pYC134 | 3116 pYC34:.: TRP1 Este trabajo
pYC136 | 3118 pYC119:: TRP1 Este trabajo
pYC138 | 3120 pYC121::TRP1 Este trabajo
pYC153 | 3135 pYC139::Pcgriss:: T cgHiss Este trabajo
pYC156 | 3138 pYC42::PcgHiss::TcgHiss Este trabajo
pYC159 | 3141 pYC62::Pcgriss:: T cgHiss Este Trabajo
pYC161 | 3143 pYC66::PcgHiss::TcgHiss Este trabajo
pYC168 | 3152 pYC66::Pcgris3::TcgHiss Este trabajo
pYC186 | 3193 pYC61::PcgHiss::TcgHiss Este trabajo
pYC192 | 3204 pYC44 Pcgriss::HIS3- Este traabajo
MYC::TcgHiss
pYC193 | 3213 pYC64::P cgriss:: T cgHiss Este trabajo
pYC197 | 3219 pYCA46::Pcgriss:: T cgHis3 Este trabajo
pYC198 | 3225 pYC56::PcgHiss::TcgHiss Este trabajo

UTR del gen que se indica.
UTR del gen que se indica.

P=5
T=3
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Tabla 4. Primers utilizados en este trabajo
Primer Nombre Secuencia
#1 pUC Fw GGCGATTAAGTTGGGTAACGCCA
GGG
#2 pUC Rv TATGTTGTGTGGAATTGTGAGCG
GA
#351 CTA1@+290pb GCGAGATCTCTATGAATTAAGAC
Bglll Rv ATAACATCAAGTCCC
#405 3HA TAG GATCTTATACCCATACGATGTTC
BamH|/Bglll CTGACTATGCGGGCTATCCGTAT
GACGTCCCGGACTATGCAGGCT
CCTATCCATATGACGTTCCAGAT
TACGCTGCTCAGTGCTGAA
#406 3HA TAG GATCTTCAGCACTGAGCAGCGTA
Bglll/BamH| ATCTGGAACGTCATATGGATAGG
AGCCTGCATAGTCCGGGACGTC
ATACGGATAGCCCGCATAGTCAG
GAACATCGTATGGGTATAG
#465 CTA1@+1pb GCGGGATCCGAAGTTCCTATACT
BamHI| FRT Fw TTCTAGAGAATAGGAACTTCGTG
CGCTTTTGAACCACGTAAAGTGC
#952 mCherry@1pbBa | GCGGGATCCTAATGGTGAGCAA
mHI Fw GGGCGAG
#954 mCherry@711pb | CGCAGATCTCTACTTGTACAGCT
Bglll Rv CGTCCATGC
#1097 NAT-FRT@+11 CATGTCGACCAGTACTGACAATA
Sall Fw AAAAGATTCTTGTTTTC
#1098 NAT-FRT@+287 | CATCTCGAGGACGAAGTTCCTAT
Rv Xhol TCTCTAGAAAGTATAG
#1307 NAT-FRT@-391 | CTCGGATCCGCTTGCCTCGTCCC
Fw BamHl CG
#1494 HIS3@-799 TGAGAATTCAGCCAACAATAAAG
EcoRI Fw GTTATGCGTCTG
#1495 HIS3@1aaa Xbal | AAATCTAGAAAATGGCGTTTGTTA
Fw AGAGGGTTACGC
#1496 HIS3@607 ATTAGGATCCCTGCTAGGACAGG
BamHI| Rv GTTAGTGGATGG
#1497 HIS3@-743 Sacll | CATACCGCGGTGCAGTTCTGCCA
Fw AG
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#1498 JUTR HIS3@+1 | CAATCTAGAACACAGCCCACAGC
Xbal Fw TACCAC

#1499 JUTR HIS3@+1 | CAAACTCGAGAACACAGCCCACA
Xhol Fw GCTACC

#1500 JUTR TCTTCTAGACTTTGTTGCCCTTCA
HIS3@+527 Xbal | GGCATGG
Rv

#1501 3'UTR AGTCTCGAGTGCAGCTGGAACGT
HIS3@+775 GCTTGCCGTC
Xhol/Bsgl Rv

#1502 TRP1@-442 TATGAATTCTTGGCCGCTATCCA
EcoRI Fw CGC

#1503 TRP1@1aaa TGCTCTAGAAAATGTCATTTGATT
Xbal Fw CGTTACTCGACAAGAATG

#1504 TRP1@651 GTTGGATCCCTTGTTTCTTTGCAT
BamHI Rv TTTGTACATATTTAATTATCTTGT

CATTG

#1505 TRP1@-1033 GATACCGCGGTGCAGGAGAGGA

Sacll/Bsgl Fw GGCGTTGCG

7.2 Medios de cultivo y cepas de levaduras

Las cepas de C. glabrata 'y S. cerevisiae se almacenaron en glicerol al 15%. Para su
crecimiento se incubaron a 30°C en los siguientes medios de cultivo segun fuera
requerido en el experimento:

_YPD: extracto de levadura 10 g/L, peptona 20 g/L, glucosa 20 g/L, uracilo 25 mg/L
(Sigma Aldrich®). Cuando fue requerido se suplementé con nourseotricina 50 mg/mL.
YPG: extracto de levadura 10 g/L, peptona 20 g/L, glicerol 20 g/L, uracilo 25 mg/L
(Sigma Aldrich®).

CAA: base nitrogenada de levadura 1.7 g/L, sulfato de amonio 5 g/L, glucosa 20 g/L.
YPD NaCl: extracto de levadura 10 g/L, peptona 20 g/L, glucosa 20 g/L, uracilo 25
mg/L (Sigma Aldrich®), NaCl 1.6 M.

YPD H202: extracto de levadura 10 g/L, peptona 20 g/L, glucosa 20 g/L, uracilo 25
mg/L (Sigma Aldrich®), H202 5 mM.

YNB (medio minimo): base nitrogenada de levadura sin amonio 1.7g/L, acetato de

amonio 5 g/L, sulfato de sodio 4.83g/L, glucosa 20g/L y uracilo 25mg/L.

29


mailto:HIS3@+1
mailto:HIS3@+1
mailto:HIS3@+527
mailto:HIS3@+775
mailto:TRP1@-442
mailto:TRP1@1aaa
mailto:TRP1@651
mailto:TRP1@-1033

Expresion y localizacion intracelular de las proteinas codificadas en los loci de apareamiento de C. glabrata
Patricia Yanez Carrillo

YNB reducido en nitrégeno (YNBrN): base nitrogenada de levadura sin amonio 1.7g/L,

sulfato de amonio 0.5¢g/L, sulfato de sodio 4.83g/L, glucosa 20g/L y uracilo 25mg/L.

YNB reducido en azufre (YNBrS): base nitrogenada de levadura sin amonio 1.7g/L,

cloruro de amonio 4.046g/L, glucosa 20g/L y uracilo 25mg/L.

Spore: Acetato de potasio 10 g/L, extracto de levadura 1.3 g/L, agar 20 g/L.

En los medios sélidos se agreg6 agar 2% wi/v.

PBS: NaCl 8g/L, KClI, 0.2 g/L, Na2HPO4 1.44 g/L, KH2PO4 0.24 g/L. Ajustado a pH 7.4
con HCl y aforara 1 L con H20

Las cepas empleadas y generadas en este trabajo se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Cepas de Levadura empleadas y construidas en este
trabajo
CEPA PARENTAL GENOTIPO REF
Cepas de Candida glabrata utilizadas en este trabajo
BG2 - Clinical isolate (B Strain) |ormack & Falkow,
1999)
BG14 BG2 ura3A::Tn903 G418R Coleccion del
laboratorio
CGM531 BG14 mtl1A, mti2A, mtI3A Coleccion del
laboratorio
CGM707 CGM531 Mtl1a, mti2A, mtI3A Coleccion del
laboratorio
CGM904 CGM531 Mtl1a, mti2A, mtI3A Coleccion del
laboratorio
CGM1552 CGM531 Mtl1a1::a2, mti2A, mti3A Coleccion del
laboratorio
CGM1567 CGM531 Mtl1a1::a3, mti2A, mtI3A Coleccion del
laboratorio
CGM1063 BG14 his3A, NATR Coleccion del
laboratorio
CGM99 BG14 trp1A Coleccion del
laboratorio
Cepas de S. cerevisiae utilizadas en este trabajo
L20 W303 MATa ura3-1,leu2-3, Coleccion del
his3-11,15,trp1-1(ade2- laboratorio
1) rDNA::ADE2
L22 W303 MATa (ura3-1),leu2-3, Coleccion del
112, his3-11,trp1- laboratorio
1,ade2-1 rDNA::URA3
L13 L4263 Tester a MATa lys9 Coleccion del
laboratorio
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L14 L4267 Tester a MATa lys9 Coleccion del
laboratorio
L149 L22 MATa ura3-1,leu2-3, Este trabajo

112, his3-11,trp1-

1,ade2-1

Cepas de C. glabrata generadas en este trabajo

Controles positivos de fluorescencia

CGM1570 | CGM1 PPscrer1::CFP Este trabajo

CGM1576 | CGM1 PP scTEF1 Este trabajo

CGM1578 | CGM1 PPscrer1:YFP Este trabajo

CGM1623 | CGM1 pPscterr::mCherry Este trabajo

Cepas con fusiones traduccionales con los genes de
apareamiento de C. glabrata

CGM1808 | CGM531 pPat1::a1-cMyc:: T a1 Este trabajo

CGM1810 | CGM531 pPa2::a2-mCherry::Tq2 Este trabajo

CGM1812 | CGM531 pPat:::a1-mCherry::Tat Este trabajo

CGM1814 | CGM531 pPa2::::a2-HA: T2 Este trabajo

CGM1847 | CGM531 PPscrerF1::a2-CFP::THis3 Este trabajo

CGM1971 | CGM531 pPscrerr:a1-mCherry:: Este trabajo
TcgHiss

CGM2007 | CGM531 pPscrerr::a1-CFP:: Este trabajo
TcgHis3

CGM2009 | CGM531 pPscrerFr:al-YFP:: Este trabajo
TcgHis3

CGM2090 | CGM531 PPscreFr::a3- Este trabajo

mCherry::TcgHis3

Cepas con fusiones transcripcionales para analisis de

promotores de los genes de apareamiento de C. glabrata

CGM1983 | CGM1 PPcga2::YFP:: TegHiss Este trabajo
CGM1981 | CGM1 PPcgar::YFP:: Tcg His3 Este trabajo
CGM1989 | CGM1 pPPcga1::YFP:: TcgHiss Este trabajo
CGM1973 | CGM1 PYFP::Tcgriss Este trabajo
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CGM1977 | CGM531 PPcga2::YFP::Tcgriss Este trabajo

CGM1979 | CGM531 PPcgar::YFP::Tcgriss Este trabajo

CGM1985 | CGM531 pPPcgat::YFP::Tcghiss Este trabajo

CGM1975 | CGM531 PYFP:: Tcgriss Este trabajo

CGM1991 | CGM904 PPcga2::YFP::Tcgriss Este trabajo

CGM1993 | CGM904 PPcgar::YFP::Tcghiss Este trabajo

CGM1997 | CGM904 pPcga1::YFP::TcgHiss Este trabajo

CGM1995 | CGM904 PYFP::TcgHis3 Este trabajo

CGM1999 | CGM707 PPcga2::YFP::Tcghiss Este trabajo

CGM2011 | CGM707 PPcgar::YFP::TcgHiss Este trabajo

CGM2003 | CGM707 pPcga1::YFP:: TcgHiss Este trabajo

CGM2001 | CGM707 PYFP:: Tcghiss Este trabajo

Cepas con fusiones traduccionales con los genes HIS3 y
TRPA

CGM1849 | CGM1 PPscrer1:FLAG:: Tcgriss Este trabajo

CGM1861 | CGM99 PPscrer1:: TRP1- Este trabajo
FLAG:: TcgHis3

CGM1862 | CGM99 PPscrer1:: TRP1- Este trabajo
YFP::TcgHisag

CGM1863 | CGM99 PPscrer1:: TRP1- Este trabajo
mCherry::TcgHis3

CGM1865 | CGM1063 pPscreF1::HIS3- Este trabajo
CFP::TcgHiss

CGM1867 | CGM1063 pPscrerF1::HIS3- Este trabajo
YFP::TcgHis3

CGM1869 | CGM1063 pPscrerF1::HIS3- Este trabajo
cMyc::TcgHiss

CGM1871 | CGM1063 pPscTeF1::HIS3- Este trabajo
mCherry::TcgHis3

CGM1872 | CGM1 pPscrerF1::HIS3- Este trabajo
FLAG::TcgHis3

CGM1874 | CGM1 pPscrer1::HIS3- Este trabajo
mCherry::T cgHiss

CGM1876 | CGM1 pPscrer1::HIS3- Este trabajo
YFP::TcgHiss

CGM1878 | CGM1 pPscrer1:: TRP1- Este trabajo
FLAG::TcgHis3

32




Expresion y localizacion intracelular de las proteinas codificadas en los loci de apareamiento de C. glabrata
Patricia Yanez Carrillo

CGM1879 | CGM1 pPPscter1:: TRP1- Este trabajo
cMyc::TcgHiss

CcGM1881 | CGM1 pPscter1:: TRP1- Este trabajo
YFP::TcgHiss

CGM1883 | CGM1 PPscrer1:: TRP1- Este trabajo
mCherry:: TcgHiss

CGM1893 | CGM99 pPscrerr:: TRP1-cMyc:: Este trabajo
TcgHiss

CGM1896 | CGM1 pPscreF1::HIS3-cMyc:: Este trabajo
TcgHiss

CGM1898 | CGM1 PPscteF1::HIS3-CFP:: Este trabajo
TcgHis3

CGM1901 | CGM1063 PPscrerr:HIS3-FLAG:: Este trabajo
TcgHis3

CGM1911 | CGM1 PP cgHis3z::HIS3-cMyc:: Este trabajo
TcgHiss

CGM1913 | CGM1 PP cgris3::HIS3- Este trabajo
mCherry:: TcgHiss

CGM1987 | CGM1 pPcgris3::HIS3-CFP:: Este trabajo
TcgHiss

CGM2020 | CGM1063 his3A, NAT?® Este trabajo

CGM2084 | CGM2020 PP cgHis3::HIS3- Este trabajo
mCherry:: TcgHiss

CGM2086 | CGM2020 PP cgHiss::HIS3-cMyc:: Este trabajo
TcgHis3

CGM2088 | CGM2020 pPcgHis3::HIS3-CFP:: Este trabajo
TcgHis3

CGM2240 | CGM1 pPPcgHis3::HIS3-FLAG:: Este trabajo
TcgHis3

CGM2242 | CGM2020 PPcgris3::HIS3-FLAG:: Este trabajo
TcgHiss

CGM2267 | CGM2020 PP cgriss::HIS3-cMyc:: Este trabajo

TcgHis3
Integrado y resuelto en
el cromosoma

Cepas de S. cerevisiae generadas en este trabajo

L150

L20

MATa ura3-1,leu2-3,
his3-11,15,trp1-1(ade2-
1) rDNA::ADE2

matA NATR

Este trabajo

Cepas de S. cerevisiae para complementar para el

apareamiento
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L138

L20

MATa ura3-1,leu2-3,
his3-11,15,trp1-1(ade2-
1) rDNA::ADE2
pRS416

Este trabajo

L140

L20

MATa ura3-1,leu2-3,
his3-11,15,trp1-1(ade2-
1) rDNA::ADE2
pRS416::MTL1alfa

Este trabajo

L142

L20

MATa ura3-1,leu2-3,
his3-11,15,trp1-
1(ade2-1)
rDNA::ADE2
pRS416::MTL1a

Este trabajo

L144

L22

MATa ura3-1,leu2-3,
112, his3-11,trp1-
1,ade2-1
pRS416::MTL1alfa

Este trabajo

L145

L22

MATa ura3-1,leu2-3,
112, his3-11,trp1-
1,ade2-1

pRS416

Este trabajo

L147

L22

MATa ura3-1,leu2-3,
112, his3-11,trp1-
1,ade2-1
pRS416::MTL1a

Este trabajo

Cepas de S. cerevisiae para analisis de promotores de C.

glabrata

L151

L20

MATa ura3-1,leu2-3,
his3-11,15,trp1-1(ade2-
1) rDNA::ADE2
pRS416:: Pcgar:: T cgHiss

Este trabajo

L153

L20

MATa ura3-1,leu2-3,
his3-11,15,trp1-1(ade2-
1) rDNA::ADE2
PRS416::Pcgaz:: TcgHiss

Este trabajo

L138

L20

MATa ura3-1,leu2-3,
his3-11,15,trp1-1(ade2-
1) DNA::ADE?2
pRS416

Este trabajo

L168

L20

MATa ura3-1,leu2-3,
his3-11,15,trp1-1(ade2-
1) DNA::ADE?2
pRS416:: Pcgal::TcgHiss

Este trabajo
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L145 L22 MATa ura3-1,leu2-3, Este trabajo
112, his3-11,trp1-
1,ade2-1
pRS416

L164 L22 MATa ura3-1,leu2-3, Este trabajo
112, his3-11,trp1-1,
Pade2-1
pRS416:: Pcgal::TcgHiss

L162 L22 MATa ura3-1,leu2-3, Este trabajo
112, his3-11,trp1-
1,ade2-1
PRS416:: Pcga2::Tcgriss

L166 L22 MATa ura3-1,leu2-3, Este trabajo
112, his3-11,trp1-
1,ade2-1
PRS416:: Pcgal::TcgHiss

L154 L22 MATa ura3-1,leu2-3, Este trabajo
112, his3-11,trp1-
1,ade2-1
pRS416

L156 L22 MATa ura3-1,leu2-3, Este trabajo
112, his3-11,trp1-
1,ade2-1
PRS416:: Pcgal::Tcghiss

L158 L22 MATa ura3-1,leu2-3, Este trabajo
112, his3-11,trp1-
1,ade2-1
pRS416::
Pcga2::TcgHiss

L160 L22 MATa ura3-1,leu2-3, Este trabajo
112, his3-11,trp1-
1,ade2-1
PRS416:: Pcgal::Tcgriss

UTR del gen que se indica.
UTR del gen que se indica.

P=5
T=3

7.3 Transformacion de levaduras

Para realizar las transformaciones en C. glabrata y S. cerevisiae usamos el método
de transformacion con acetato de litio (LiAc) (Gietz, St Jean, Woods, & Schiestl, 1992)
, en el cual crecimos las células en YPD liquido hasta llegar a una densidad 6ptica

(OD) de 1.0, las cosechamos, lavamos conagua estéril y después con 1ml de LiAc
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100 mM hasta resuspender en 300 pl LiAc 100 mM. Tomamos alicuotas de esta
suspensioén celular y adicionamos una mezcla de 240 yl de PEG al 50% (PM 4000),
36 pL de LiAc 1 M, 50 ug de ADN de esperma de salmon desnaturalizado por calor y
aproximadamente 350 — 500 ng del fragmento digerido o DNA plasmidico plasmido
segun sea el caso. Incubamos esta mezcla a 30°C por 45 min, agregamos 43 ul de
DMSO y dimos un choque térmico a 42°C por 15 min. Estas células las centrifugamos,
las resuspendimos en 900 ul de agua estéril y plaqueamos alicuotas de 300 ul en
cajas con medio CAA. Si se plaquea en medio con antibiético se resuspende las
céluals en 1 ml de YPD, se incuba por 4 horas a 30°C y se procede a plaquear en el
medio con el antibidtico. Aproximadamente 72 h después crecieron las colonias
transformantes con la informacién genética deseada, sembramos por estria en cajas
con medio CAA dos veces para obtener colonias aisladas y purificarlas. Analizamos
la integracion correcta de ambos extremos por PCR en caso de integraciéon genémica
y las colonias positivas se sembraron por estria nuevamente en YPG para descartar

las colonias con una funcién mitocondrial afectada.

7.4 Microscopia de fluorescencia

Para visualizar las cepas de levadura en el microscopio se incubaron cultivos liquidos
por 48 h a 30°C en el medio apropiado. Los tiempos de excitacidon que se emplearon
para cada fluoréforo fueron: mCherry 850 ms, YFP 750 ms, CFP 900 ms y DAPI 120
ms. Para visualizar las fusiones con su propio promotor y terminador en version
replicativa empleamos un mayor tiempo de exitacion (1500 ms). Las células se

visualizaron con el equipo Zeiss Axio Vision Blue edition.

7.5 Tincion con DAPI

La tincién de DNA nuclear se realizé con DAPI (4’, 6’-diamidino-2-phenylindole) como
ya se ha descrito en 2004 (Kaur, Castano, & Cormack, 2004). Se incubaron cultivos

liquidos hasta fase estacionaria (48 h), 1mL de cultivo se lavé con PBS. Las células
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se resuspendieron en 1 ml de p-formaldehido 4% y se incubd a temperatura ambiente
por 2 h. Se lavaron las células con PBS tres veces y se resuspendieron en 1 mL of
PBS. Se tomd 100 yL de una suspension celular y se incub6 con 1 yL de DAPI (0.2
mg/mL) por 1 h. Se lavaron las células con PBS vy se visualizaron por microscopia de

fluorescencia en un equpo Zeiss Axio Vision Blue edition.

7.6 Western blot

Para inmunodetectar las fusiones con epitopos las levaduras se incubaron a 30°C
hasta fase estacionaria en el medio apropiado. Los extractos celulares se realizaron
como se ha descrito anteriormente (Orta-Zavalza et al.,, 2013): se colectaron las
células y se resuspendieron en 500 pyL de buffer de lisis (HEPES-KOH 45 mM
[Promega®, pH 7.5], acetato de potasio 400 mM, EDTA 1 mM, Nonidet P-40 substitute
0.5% [Fluka Biochemica®], DTT 1 mM, glicerol 10%, PMSF 1 mM inhibidor de
proteasas y una tableta cOmplete ULTRA Tablet Mini/10mL (EASYpack [ROCHE®)]).
Se anadieron 100 pL de perlas de zirconia (BioSpec®) y se lisaron las células con el
Fast Prep. El lisado se centrifugd a 15,000 rpm por 40 min a 4°C. El sobrenadante de
cada muestra se colectd y se cuantificd la proteina del extracto por el ensayo de
Bradford (Fermentas®). Los extractos protéicos se analizaron por electroforesis en un
gel SDS-PAGE al 12%, se transfiri6 a una membrana PVDF (BIO-RAD®) y se incubo
ya sea con el anticuerpo de ratén anti anti-cMyc (dilucién 1:10, Millipore®) o anti-FLAG
(Sigma®). Se lavaron las membranas con amortiguador TRIS salino con leche y
Tween20®) y se retaron con el anticuerpo secundario de cabra anti-mouse conjugado
a la peroxidasa (Amersham®) por una hora con agitacion constante a temperatura
ambiente. Se detecté la sefial con reactivos ECL de quimioluminiscencia
(Amersham®) y peliculas de revelado X-OMAT (Kodak®).

7.7 Citometria de flujo

La actividad de los promotores se evalud en el equipo FACScalibur. Se incubaron
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cultivos en medo liquido por 48 h. Se mide la ODsoo y se inocula el medio requerido
nuevo para una ODe00=0.5. Para leer en el citbmetro en las primeras mediciones se
toma directamente del tubo recién inoculado y se agrega en el tubo para medir en
el citometro, en horas posteriores, cuando la OD aumenta se realizan diluciones
para que OD se encuentre en el intervalo de 0.2-2.0. El aparato grafica el numero
de eventos vs la media geométrica de las unidades de fluorescencia. Se empled
como control cada fondo genético transformado con el vector vacio, este valor se
establece con un valor de 10 de media geométrica en cada grupo de mediciones
(por dia, por hora, por medio). Para determinar la actividad del promotor; el valor de
la fluorescencia de cada cepa con la fusion transcripcional en estudio se le resta la
media geométrica de fluorescencia de cada cepa con el vector vacio. La represion
se obtiene al dividir el la actividad de un promotor determinado en fase logaritmica
entre la actividad de ese mismo promotor en tiempo 0 (TO) que corresponde a fase
estacionaria en medio

rico. Los calculos se realizaron como se muestran a
continuacion:

Ap=Mge— Mgc
Ap = Actividad del promotor
Mge = Media geométrica de estudio

Mgec = Media geométrica del control

Rep — ApFl
P = ApTo

Rep = Veces de represion

ApFl = Actividad del promotor en fase logaritmica

ApT0 = Activdad del promotoren tiempo (0
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7.8 Complementacion para el apareamiento en S. cerevisiae

Se crecen en en medio solido las cepas que se desee cruzar hasta formar un
tapiz celular de blastoconidios. Se toma de cada tapiz células suficientes para
mezclarlas en

una nueva placa con medio sélido rico y se incuba por 48 horas. Se toma una asada
de cada cruza y se inocula en medio rico YPD, se incuba por 24 horas. Se ajusta a
OD de

0.5 y se realizan diluciones logaritmicas seriadas en medio minimo de cada cruza.
Se incuban por 48 horas a 30°C. Las cruzas celulares que se hayan apareado seran
capaces de crecer en medio minimo sélido. EI medio minimo es un medio carente de
aminoacidos en el cual no pueden crecer las cepas que contengan auxotrofias, por lo
que las células que logren crecer en este medio seran producto del apareamiento

de las cepas parentales que contienen auxotrofias.
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7 Resultados

8. 1 C. glabrata posee 2 variantes mas del gen alfa2 (alfa3 y alfa4)

A diferencia de S. cerevisiae donde la informacion tipo a y tipo alfa que se encuentra
en los loci HMR, HML y MAT es idéntica y la informacion alfa esta codificada por los
genes alfal y alfa2; en C. glabrata el locus MTL1alfa posee los genes alfal y alfa2,
mientras que el locus MTL3 posee los genes alfal y alfa3. Nuestra primera pregunta
fue si el gen alfa3 era una caracteristica exclusiva de nuestra cepa de laboratorio o
si en aislados clincos de C. glabrata el locus MTL3 también contenia el gen alfa3 y

en el locus MTL1 el gen alfa2.

Al secuenciar los genes “alfa2” de distintos aislados clinicos, encontramos que en
tres aislados (AC25, AC29 y AC73) con informacion alfa en el locus MTL3 posee el
gen alfa3 (y no alfa2) y en los dos unicos aislados (AC16 y AC27) con informacion
alfa en el locus MTL2, poseen un alelo diferente a alfa2 y alfa3. A este segundo alelo

diferente lo llamamos alfa4. (Fig.9)

ACZS5 AC29 ACT3 AC 1A AC 2T

w2fajos afafuz a2falos afoa/cr afoafcr
MTLL/MTL2/MTLS  MTLL/MTL2/MTL3 MTLL/MTL2/MTL3 MTLL/MTL2/MTL3 MTLL/MTL2/MTLS
Figura 9. Genes de informacion alfa contenidos en los loci MTL de cinco aislados clinicos de C.
glabrata.
Se presenta informacion de apareamiento contenida en cada loci (MTL1/MTL2/MTL3). Los aislados clinicos
(AC)
25, 29 y 73 poseen el alelo alfa3 en el locus MTL3 y el alelo alfa2 en el locus MTL1 (excepto en el AC29 que
posee informacién a en este locus). Mientras que los aislados16 y 27 poseen el alelo alfa4 en el locus MTL2.

Los resultados que obtuvimos nos indican que en la naturaleza, C. glabrata presenta
tres tipos de genes alfa2 segun el locus en donde se encuentre la informacion tipo
alfa: alfa2 en el locus MTL1, alfa3 en el locus MTL3 y alfa4 en el locus MTL2, los
cuales no son una caracteristica de las cepas de laboratorio BG14 y CBS138 sino que

se encuentran presentes en todos los aislados que secuenciamos asi como en

secuencias del locus MTL3 depositadas en el GenBank. (Figura 10). Los tres genes
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conservan la region homeodominio de union a DNA descrita anterioremente.

166 172 186 210
HD ‘o | |
alfa2 (MTL1) Y Y
alfa3 (MTL3) Y N
(MTL2) | I
t

Figura 10. Secuencia en aminoacidos de los genes alfa.

Secuencia en aminoacidos de los tres genes alfa. En la zona azul claro se muestra la longitud idéntica en secuencia
entre los tres genes, en la regidn naranja la secuencia compartida solo entre alfa2 y alfa3. La zona roja es especifica
de alfa2, la zona verde es especifica de alfa3 y la zona amarilla es especifica de alfa4. Los 60 amino acidos que
conforman el homeodominio (HD) estan indicados por la parte rellena con rayas inclinadas. EI ORF de cada gen
tiene una longitud en nucledtidos de 559 nt paa alfa2, 631 nt para alfa3 y 532 nt para alfa4.

8.2 Construccion de vectores de expresion para C. glabrata

Debido a la cercania filogenética con el modelo de estudio S. cerevisiae, C. glabrata
resulta ser un organismo cuyo estudio resulta accesible pues es posible emplear con
este organismo los métodos de biologia molecular que se han disefiado para la
levadura S. cerevisiae. Sin embargo no existen suficientes vectores disponibles para
generar proteinas de fusidon que nos permitan estudiar la regulacién traduccional y
transcripcional de cualquier gen codificante, interacciones proteina-proteina y

localizacion celular de las proteinas.

En biologia molecular es importante contar con un sistema de seleccion en levadura
que sea claro, que no permita un crecimiento de fondo y sea consistente para poder
asegurar que las colonias transformantes posean la informaciéon deseada. En nuestro
grupo de trabajo hemos utilizado higromicina para seleccionar, sin embargo es un
antibidtico que permite un considerable crecimiento de fondo y algunos aislados
clinicos de C. glabrata son claramente resistentes a altas concentraciones de
higromicina aun en ausencia del gen de resistencia hph. Por lo cual hemos decidido
emplear un mejor marcador de seleccion como es el caso de nourseotricina para el
cual las cepas que no contienen el casete de seleccion son completamente sensibles

y nos permite realiza una mejor seleccion.

Por lo anterior generamos vectores de expresion que nos permitieran generar fusiones
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traduccionales al 3’ de cualquier gen de C. glabrata con tres fluoréforos o tres epitopos
de manera independiente. Estas fusiones pueden expresarse a partir de su propio
promotor o sobreexpresarlo con un promotor fuerte del gen TEF1 de S. cerevisiae
(Ps.cTer1), en versiones episomal e integrada en el genoma de la levadura (Yanez-

Carrillo, et al, 2015 aceptado).
En el articulo que a continuacion se muestra se describe la generacion de los vectores

replicativos, sobreexpresantes e integrativos y las caracteristicas de cada vector.

Este articulo puede ser consultado en la siguiente liga: www.elsevier.com.
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ABSTRACT

Candida glabrata is a haploid yeast considered the second most common of the Candida species found
in nosocomial infections, accounting for approximately 18% of candidemias worldwide. Even though
molecular biology methods are easily adapted to study this organism, there are not enough vectors that
will allow probing the transcriptional and translational activity of any gene of interest in C. glabrata. In
this work we have generated a set of expression vectors to systematically tag any gene of interest at the
carboxy-terminus with three different fluorophores (CFP, YFP and mCherry) or three epitopes (HA,
FLAG or cMyc) independently. This system offers the possibility to generate translational fusions in
three versions: under the gene’s own promoter integrated in its native locus in genome, on a replicative
plasmid under its own promoter, or on a replicative plasmid under a strong promoter to overexpress the
fusions. The expression of these translational fusions will allow determining the transcriptional and
translational activity of the gene of interest as well as the intracellular localization of the protein. We
have tested these expression vectors with two biosynthetic genes, HIS3 and TRP1. We detected
fluorescence under the microscope and we were able to immunodetect the fusions using the three
different versions of the system. These vectors permit coexpression of several different fusions
simultaneously in the same cell, which will allow determining protein-protein and protein-DNA
interactions. This set of vectors adds a new toolbox to study expression and protein interactions in the

fungal pathogen C. glabrata.

Keywords: Candida glabrata; translational fusion; fluorescent tag; epitope tag; overexpression vector;

integrative vector.
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8.3 Fusiones traduccionales de los genes de apareamiento de C.
glabrata

Una vez que generamos el sistema de vectores de expresion y lo validamos, lo
empleamos para desarrollar fusiones traduccionales que nos permitieran estudiar los
genes de apareamiento alfa1, alfa2, alfa3 y alfa4 de C. glabrata. Construimos fusiones

traduccionales replicativas con el promotor nativo y sobreexpresantes (Tabla 6).

Tabla 6. Fusiones traduccionales de genes de apareamiento de C. glabrata con
fluoroforos y epitopos
Fusiones sobreexpresantes

alfa3

alfa4 ® @

usiones episomales bajo su propio promotor

Se indican con punto rojo las fusiones traduccionales que ya se han generado. Los recuadros vacios indican las
fusiones que faltan generar.

8.3.1 Fusiones con su propio promotor en version replicativa

Por datos de nuestro grupo de trabajo sabemos que los genes a1, alfal y alfa2 de C.
glabrata se expresan normalmente en fase estacionaria (48 hrs). Sin embargo, para
confirmar que los genes involucrados en las fusiones traduccionales se transcriben
normalmente realizamos un RT-PCR donde logramos detectar transcrito de todos las

fusiones traduccionales en su version replicativa (Fig. 11).
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fig
Figura 11. Expresion transcripcional de las fusiones traduccionales bajo su propio promotor
La cepa secuenciada CBS138 y la cepa reconstituida con informacion alfa en el locus MTL1 (alfaR) poseen los
genes alfal y alfa2. La cepa triple mutante nula (AAA) no posee informacién de apareamiento. La cepa triple mutante
que posee cualquiera de las fusiones traduccionales de los genes alfa expresa transcrito del gen con el cual se
transformo. Los plasmidos que contienen las cepas analizadas son los siguientes: alfa1-Myc, pYC102), alfa1-Cherry
(pYC100), alfa2-Cherry (pYC105), alfa2-HA, (pYC108).

Al observar bajo el microscopio de fluorescencia las cepas que contienen plasmidos
con las fusiones con fluoréforos, detectamos que la sefial de fluorescencia colocaliza
con la tincién de DAPI que corresponde al nucleo celular. Esto ocurre tanto para alfa1

como para alfa2 (Fig. 12).
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Figura 12. Fluorescencia de los genes alfal y alfa2 con mCherry bajo su propio promotor.

La fluorescencia colocaliza con la ubicacién nuclear. Los plasmidos que contienen las cepas son los siguientes
alfa1-Cherry, (pYC100) y alfa2-Cherry (pYC105).

Sin embargo en las cepas de C. glabrata que contenian fusiones traduccionales con

epitopos con su propio promotor no inmunodetectamos proteina en un ensayo de
Westernblot (datos no mostrados).

8.3.2 Fusiones sobreexpresantes

Es posible sobreexpresar los genes alfa fusionados traduccionalmente a distintos
fluoréforos. Como se observa en la Figura 13, la sobreexpresion de estas fusiones

genera senal de fluorescencia en toda la célula y no sélo se localiza en el nucleo.
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Figura 13. Fluorescencia de la sobreexpresion de los genes alfa fusionados con distintos fluoréforos.

La fluorescencia localiza en toda la célula. Los plasmidos sobreexpresantes que contienen las cepas son los
siguientes alfa1-Cherry, (pYC170), alfa2-CFP (pYC118), alfa1-CFP (pYC190), alfa3-Cherry (pYC187), alfal-YFP
(pYC188), alfa4-CFP (pYC199), alfa4-YFP (pYC201).

8.4 Analisis de los promotores de los genes de apareamiento de C.
glabrata

Con el objeto de identificar cuales son las sefales que inducen la expresion de los

genes de apareamiento en C. glabrata construimos fusiones transcripcionales de los
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promotores de los genes de apareamiento con la secuencia del fluoréforo YFP como
se muestra en la Figura 14. Los plasmidos con estas fusiones transcripcionales los

transformamos en los distintos fondos genéticos que se resumen en la Tabla 7.

Figura 14. Construccion de fusiones trascripcionales para analizar promotores de los genes de apareamiento
de C. glabrata.

Se empleo el vector replicativo pYC55 para construir estas fusiones en el cual el gen YFP es el gen reportero de
la actividad del promotor. Transformamos cada una de las construcciones en seis fondos genéticos y se midi6 la
actividad del cada promotor a lo largo del tiempo.

Tabla 7. Cepas de C. glabrata utilizadas en el analisis de promotores
CEPA GENOTIPO INFORMACION DE APAREAMIENTO
BG14 ura3A::Tn903 G418R MTL1a / MTL2a /| MTL3alfa
AAA mtiA, mti2A, mti3A -
alfaR MTL 1alfa, mti2A, mtI3A MTL 1alfa
aR MTL1a, mtl2A, mtI3A MTL1a

Como se muestra en la Figura 15, encontramos que en medio rico los promotores de
los genes alfal y alfa2 disminuyen su expresion desde la primer hora de crecimiento
en este medio y hasta las 24 horas. En fase estacionaria de 48 horas en todos los
fondos genéticos se induce la expresion del ambos promotores y esta induccion es
mayor en el fondo reconstituido con informacién a. Por su parte el promotor del gen a1
no muestra actividad a través del tiempo en este medio en ningun fondo genético que

probamos.
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Actividad del promotor del gen alfal Actividad del promotor del gen alfa2
en medio rico en medio rico
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Figura 15. Actividad de los promotores de los genes alfa1, alfa2 y a1 de C. glabrata en medio rico.

Se evaluaron los tres promotores en cuatro distintos fondos genéticos: Triple mutante nula de los Joci de
apareamiento (AAA), parental (BG14), reconstituida con informacion alfa (alfa-R) y recosntituida con informacion a

(a-R).

En medio rico YPD con NaCl 1.6M observamos que en todos los fondos genéticos los
promotores de los genes alfal y alfa2 se mantienen expresados en las primeras horas
de crecimiento en fase logaritmica y a las 6 horas disminuye su expresion y permanece
asi en todo el experimento en todos los fondos genéticos. El gen a1 no muestra

actividad (Fig. 16).
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Actividad del promotor del gen alfa2

Actividad del promotor del gen alfa1
en medio rico con NaCl 1.6M

en medio rico con NaCl 1.6M

-
3 - AAA g 10 AAA
§ 250 -= BG14 g 120 BG14
£ 200 -+ rec-alfa £ 100 rec-alfa
i -~ rec-a £ gl rec-a
s 150 P
3
» 3 60
S 100 ]
3 z 0
5 %0 S 204
5 ob— 1 — 5 o
0 2 4 620 40 60 80 100 120 0 2 4 620 40 60 80 100 120
Tiempo (h) Tiempo (h)

Actividad del promotor del gen a1
en medio rico con NaCl 1.6M

100-
AAA
BG14
rec-alfa
rec-a

80

Fthe

60

40

204

UF (Unidades de Fluore scencia)

0 Tl
0 2 4 620 40 60 80 100 120

Tiempo ()
Figura 16. Actividad de los promotores de los genes alfa1, alfa2 y a1 de C. glabrata en medio rico con NaCl 1.6M.

Se evaluaron los tres promotores en cuatro distintos fondos genéticos: Triple mutante nula de los loci de
?ap_?_\’r)e-amiento (AAA), parental (BG14), reconstituida con informacion alfa (alfa-R) y recosntituida con informacion a

En medio spore, que es un medio de limitacién de nitrdgeno y carbono (tiene una
fuente pobre de carbono), la actividad de los promotores de los genes alfal y alfa2 se
mantiene alta hasta las 48 horas, tiempo al cual se observa que disminuye su
expresion. En el fondo reconstituido con informacién a la expresion de ambos genes
en fase logaritmica es mayor que en el resto de los fondos genéticos. El promotor del

gen a1 continua sin expresarse (Fig. 17).
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Figura 17. Actividad de los promotores de los genes alfa1, alfa2 y a1 de C. glabrata en medio Spore.

Se evaluaron los tres promotores en cuatro distintos fondos genéticos en medio spore: Triple mutante nula de los
loci de apareamiento (AAA), parental (BG14), reconstituida con informacion alfa (alfa-R) y recosntituida con
informacién a (a-R).

En la Tabla 8 se resumen las veces de represion que muestran los promotores de los
genes alfa1, alfa2 y a1 de C. glabrata respecto a la expresion en fase estacionaria en
medio rico (que es el punto de mayor expresion). Se muestra que en medio rico se
reprime la expresion de los genes alfal y alfa2 durante la fase logaritmica de
crecimiento independientemente de la informacion de apareamiento presente en la
célula. Tanto en medio rico con NaCl como en medio Spore la expresion del gen alfal
se mantiene elevada y se reprime la expresion del gen alfa2. El promotor del gen a1
se mantiene inactivo en todas las condiciones probadas.
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Tabla 8. Veces de represion de los promotores de los
genes de apareamiento de C. glabrata.
MEDIO FONDO Palfa1 Palfa2
AAA 12.1 12.5
YPD BG14 10.9 11.8
alfa-R 10.6 11.7
a-R 15.6 20
AAA 0.7 0.7
YPD BG14 0.9 1.7
NaCl alfa-R 0.7 0.7
a-R 1.2 0.8
AAA 0.7 14
e BG14 0.7 0.9
alfa-R 0.8 0.8
a-R 1.4 0.6

No detectamos actividad del promotor del gen a1 de C. glabrata.

8.5 Complementacién para el apareamiento de los genes de C.
glabrata en S. cerevisiae

Nos preguntamos si los genes de C. glabrata son capaces de complementar para el
apareamiento en S. cerevisiae. Para contestar esta pregunta realizamos un primer
experimento donde clonamos independientemente los loci MTL1a y MTL1alfa en un
vector replicativo para S. cerevisiae. Ambos tipos de vectores los transformamos en

dos fondos genéticos de S. cerevisiae: MATa y MATalfa.

Realizamos cruzas entre las cepas que contienen el vector con cada tipo de
informacién de apareamiento de C. glabrata y las cepas “tester” a /"tester” alfa que son
cepas de S. cerevisiae que tienen un marcador de auxotrofia distinto de las cepas en
las que transformamos los plasmidos que contienen el locus MTL1 de C. glabrata como
lo muestra la Figura 18. Las cruzas que produzcan células producto de apareamiento
(diploides) habra recombinacion genética con la cual las auxotrofias que contienen las

cepas se complementaran y permitiran su crecimiento en medio minimo.
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Figura 18. Estrategia de complementacién para el apareamiento en S. cerevisiae con los loci MTL1a y
MTL1alfa C. glabrata.

Cada cepa que contiene el vector con los loci MTL1a o MTLalfa es auxotrofa a histidina, leucina, triptéfano y
adenina; mientras que las cepas “tester” a y “tester” alfa son auxétrofas de lisina por lo cual sélo los productos de
apareamiento que logren complementar las auxotrofias de las cepas parentales podran crecer en medio minimo.

En S. cerevisiae no es necesario induccion ni represion de genes para que las células
se comporten como células tipo MATa. Si los genes de C. glabrata pueden
complementar las funciones de los de S. cerevisiae, esperariamos que cuando
transformamos cepas de S. cerevisiae MATa con un vector replicativo que contiene el
locus MTL1a de C. glabrata esperamos que siga manteniendo su tipo de apareamiento
a y pueda aparearse como lo hace normalmente con las células “tester” alfa. Sin
embargo, cuando las transformamos con un vector replicativo con el locus MTL 1alfa
de C. glabrata, y si estos genes tienen la misma funcidn que en S. cerevisiae,
esperamos que la cepa sea incapaz de aparearse puesto que en S. cerevisiae las

células que expresan ambos tipos de informacion no son capaces de aparearse.

En el caso de las células MATalfa transformadas con un vector replicativo que contiene
el locus MTL1a esperamos que ahora sean incapaces de aparearse. Al transformarlas
con un vector replicativo que contiene el locus MTL1alfa esperamos que mantengan
la capacidad de aparearse con las células “tester” a puesto que estariamos

introduciendo el gen ortélogo con la misma funcion.

54



Expresion y localizacion intracelular de las proteinas codificadas en los loci de apareamiento de C. glabrata
Patricia Yafiez Carrillo

Como esperabamos, al cruzar la cepa “tester” alfa o la cepa “tester” a con la cepa de
su mismo tipo de apareamiento, estas no se aparean. Sin embargo al cruzar la
cepa “tester” alfa con la cepa MATa mantienen su capacidad de aparearse sin importar
la informacion de apareamiento de C. glabrata que contenga el vector replicativo con
la cual se transformd. Lo mismo sucede con la cepa “tester’ a, la cual conserva su

capacidad de aparearse con la cepa MATalfa sin importar la informacion de C. glabrata

que contenga en el vector replicativo (Fig. 19).

Figura 19. Ensayo de apareamiento entre cepas MATa y MATalfa de S. cerevisiae en medio minimo.

Diluciones logaritmicas seriadas del crecimiento en medio minimo de las cruzas. La cepa tester alfa es incapaz de
aparearse con la cepa MATalfa pero si con la cepa MATa sin importar la informacién de C. glabrata que contenga.
La cepa tester a es incapaz de aparearse con la cepa MATa pero si con la cepa MATalfa sin importar la informacién

de C. glabrata que contenga.
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9 Discusion

Debido a la relevancia epidemiolégica que han tomado las infecciones causadas por
algunas especies el género Candida, en las ultimas décadas se han incrementado los
esfuerzos por comprender los mecanismos moleculares que les permiten ser patdgenos de

gran éxito en mamiferos.

Aunque el término Candida fue anteriormente utilizado para referirse a las levaduras que
se reproducian de manera asexual, actualmente en éste género existen varias especies en
las que se ha descubierto un ciclo sexual o parasexual como es el caso de C. tropicalis
(Seervai, Jones, Hirakawa, Porman, & Bennett, 2013) y C. albicans (Bennett & Johnson,

2005) que hasta entonces se habian considerado organismos asexuales.

El hecho de que C. glabrata cuente con la maquinaria genética para llevar a cabo el
apareamiento abre la posibilidad de que también posea un ciclo sexual aunque aun no haya
sido descrito. Sin embargo también es posible que estos genes si bien no funcionan para
regular el apareamiento como sucede en otros organismos, en C. glabrata podrian regular
otros procesos importantes para la colonizacion y virulencia. Por lo anterior, son necesarios
experimentos genéticos y bioquimicos que nos permitan determinar la funcion de estos

genes llamados “de apareamiento” en C. glabrata.

Los genes de C. glabrata difieren en los distintos /oci de apareamiento

En ascomicetos, las secuencias en los loci de apareamiento que no muestran homologia
entre cepas de distinto tipo de apareamiento se les denomina ideomorfo (Froeliger & Leong,
1991). En C. albicans y C. tropicalis los tipos de apareamiento pueden ser a o alfa y los
ideomorfos involucrados son a1, a2, alfa1 y alfa2. Sin embargo, en varias especies algunos
ideomorfos se han perdido como es el caso de S. cervisiae que carece de a2 o C. lusitanie,

D. hansenii, C. parapsilosis 'y C. guilliermondii que han perdido el gen alfa2 (Lee, Ni, Li,
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Shertz, & Heitman, 2010) pero conservan la capacidad de aparearse. Hay evidencia que
indica que la regulacion de la reproduccion sexual ha sido reorganizada (“rewired”) en
especies de Candida; pues aunque carezcan de algunos genes de apareamiento son
capaces de llevar a cabo la meiosis y esporulacién (Ene & Bennett, 2014). Esta descrito
que en C. glabrata sélo se conservan los genes a1 para el tipo de apareamiento a y los
genes alfal y alfa2 para el tipo de apareamiento alfa (Srikantha, Lachke, & Soll, 2003).
Nosotros hemos encontrado que en C. glabrata existen cinco genes de apareamiento: a1,
alfa1, alfa2, alfa3 y alfa4. A diferencia de lo que sucede en otros organismos, en C. glabrata
los genes que determinan la informacion de apareamiento alfa difieren en los tres /loci de
apareamiento de la levadura. De tal manera que la informacién tipo alfa contenida en el
locus MTL1 corresponde a los genes alfal y alfa2, en el locus MTL2 corresponde a los
genes alfal y alfa4 (en los dos aislados clinicos que hemos encontrado que contienen
informacion alfa en MTL2) y en el locus MTL3 corresponde a los genes alfal y alfa3 (Fig.
9). Esto no ha sido reportado en otros /oci de apareamiento en otras levaduras donde los
genes de un tipo de apareamiento son idénticos independientemente del /ocus donde se
encuentren como en la levadura modelo S. cerevisiae que la informacién de apareamiento
a y alfa en el locus de expresion MAT es idéntica a la que se encuentra en los loci

silencionsos HMR y HML, respectivamente (Herskowitz, 1988).

Los tres genes: alfa2, alfa3 y alfa4 conservan la region homeodominio que en S. cerevisae
es necesaria para que el gen alfa2 funcione como un represor de genes especificos de
células a (Herskowitz, 1988). Esto nos sugiere que estos genes también podrian unirse a
secuencias de DNA y regular genes blanco aun no identificados. Al comparar las
secuencias de aminoacidos de los tres genes (alfa1, alfa2, alfa3 y alfa4) de C. glabrata
vemos que el gen alfa3 del locus MTL3 tiene una similitud mayor (46%) (SGD.YCRO039C.
chrlll:200178..199546) e incluso tiene la misma longitud que el gen alfa2 de S. cerevisiae
(210 aminoacidos), mientras que los genes alfa2 del locus MTL1 y alfa4 del locus MTL2

tienen una longitud menor (186 aminoacidos y 177 aminoacidos, respectivamente).

Igual que en S. cerevisiae y C. glabrata, Kluyveromyces lactis posee tres loci de

apareamiento: HML, HMR y MAT. El locus de expresion MATalfa de K. lactis contiene los
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genes alfal, alfa2 y alfa3 contiguos (Barsoum, Martinez, & Astrom, 2010); a
diferencia de C. glabrata donde la informacion alfa consta del gen alfa1 y sélo uno de los
demas genes (alfa2, alfa3 o alfa4). Y aunque en C. glabrata aun se desconoce la funcion
de los genes alfa, incluyendo el gen alfa3, en K. lactis el gen alfa3 codifica para una
transposasa que permite el cambio del tipo de apareamiento (“mating type switch”) de MATa
a MATalfa; es decir, alfa3 de C. glabrata y de K. Lactis no son ortdlogos (Curcio &
Derbyshire, 2003).

Generacion de herramientas moleculares para C. glabrata

Para poder realizar estudios bioquimicos y genéticos de los genes de apareamiento en C.
glabrata nos propusimos disefiar un sistema de vectores que nos permitiera etiquetar estos
genes con tres fuoréforos (CFP, YFP o mCherry) o con tres epitopos (HA, FLAG o cMYC)
de manera independiente. Hemos demostrado la eficiencia del sistema que generamos que
permite realizar fusiones traduccionales en el 3’ de manera sistematica de cualquier gen
codificante de C. glabrata en tres versiones: replicativo, sobreexpresante e integrativo

(Yanez-Carrillo, et al, 2015 sometido).

Recientemente otros grupos de investigacién han desarrollado vectores replicativos que
permiten estudiar genes de esta levadura bajo un promotor constitutivo o bien, bajo
promotores inducibles en C. glabrata (Zordan et al., 2013). Sin embargo, el etiquetar los
genes de interés con fluoréforos o epitopos constituye una valiosa herramienta que facilita

el estudio de la expresion genética e interaccion de proteinas en este patdégeno oportunista.

Localizaciéon nuclear de las proteinas codificadas en los genes de apareamiento de

C. glabrata

En nuestro grupo de trabajo habiamos reportado anteriormente que los genes codificados
en los loci MTL1y MTL2 de C. glabrata son activos transcripcionalmente, mientras que los
genes que se encuentran en el locus MTL3 estan sujetos a un silenciamiento incompleto y

s6lo se expresa en una poblacion pequefia de un cultivo celular dado (Ramirez-
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fusiones traduccionales que generamos de los genes de apareamiento con fluoréforos y
epitopos bajo el promotor nativo se transcriben desde un vector replicativo. Detectamos
transcrito en todas las fusiones traduccionales que evaluamos por lo que sabemos que la

fusion traduccional se expresa de manera episomal (Fig. 11).

Sabemos que en S. cerevisiae las proteinas a1, alfal y alfa2 funcionan como factores
transcripcionales (http://www.yeastgenome.org/, http://www.candidagenome.org/). En C.
glabrata no pudimos inmunodetectar las proteinas de fusion con epitopos, aunque si
detectamos el transcrito (Fig. 11). El hecho de no haber inmunodetectado las fusiones
traduccionales con epitopos apoya la idea que de, al igual que en S. cerevisiae, estos genes
podrian actuar como factores transcripcionales, de los cuales la cantidad de proteina que
se produce puede ser tan baja que no podemos detectarla o bien que estén sometidos a un
mecanismo de regulacion traduccional o post-traduccional que regule la cantidad de
proteina presente. Otra evidencia que sugiere que estos genes podrian actuar como
factores transcripcionales es que las fusiones con fluoréforos bajo su propio promotor

colocalizan con el nucleo (Fig. 12).

No existen reportes de sobreexpression de los genes de apareamiento en S. cerevisiae,
s6lo se ha reportado que la sobreexpresion del gen alfa2 es letal (Sopko et al., 2006). Sin
embargo, nosotros hemos podido sobreexpresar fusiones traduccionales de los genes
alfal, alfa2, alfa3 y alfa4d de C. glabrata fusionados a distintos fluoréforos. La sefal de
fluorescencia en las cepas sobreexpresantes se observa en toda la célula, a diferencia de
las fusiones bajo su propio promotor donde se observa que colocaliza con el nucleo celular.
Aunque se sabe que funcionan como factores transcripcionales y se unen a secuencias de
DNA, no existen reportes de la ubicacion nuclear de estos genes en S. cerevisiae; sin
embargo en C. glabrata al expresar bajo el promotor nativo los genes alfa de apareamiento
se observa una localizacion nuclear de la proteina, mientras que al sobreexpresar algunos
genes (alfa1, alfa3 y alfa4), se observan cumulos discretos de fluorescencia en la periferia
nuclear o bien en zonas que parecen ser mitocondrias (Fig. 13), aunque son necesarios

mas experimentos para asegurarlo.
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Expresién de los genes de apareamiento en C. glabrata

El estrés osmatico en levaduras induce cambios fisiolégicos como; colapso en el gradiente
osmotico, cese temporal del crecimiento, pérdida de organizacién del citoesqueleto de
actina, aumento de proteinas de choque térmico y aumento de la concentracion de solutos
y macromoléculas intracelulares (Hall, Cherkasova, Elion, Gustin, & Winter, 1996). La via
HOG es una cascada de MAP cinasas (MAPK) presente en levaduras que permite a la
célula adaptarse al estrés hiperosmotico. Consiste en cinco protein cinasas que activan una
MAP cinasa, Hog1. En respuesta a alta osmolaridad, Hog1 se activa, entra al nucleo y
fosforila varios reguladores transcripcionales que controlan genes necesarios para permitir

a la célula sobrevivir a este ambiente (Gustin, Albertyn, Alexander, & Davenport, 1998).

Como se muestra en la Figura 20, la cinasa Hog1 es necesaria para la respuesta a estrés
osmotico y arresto celular, lo cual concuerda con nuestros hallazgos en C. glabrata, pues
encontramos que los promotores de los genes alfal y alfa2 se mantienen expresados desde
fase estacionaria y en las primeras horas de crecimiento en condiciones tanto de estrés
osmotico (YPD-NaCl 1.6M) como de limitacion de nutrientes (fase estacionaria y medio

Spore). Lo anterior nos sugiere que estos genes podrian estar involucrado en esta respuesta.

60



Expresion y localizacion intracelular de las proteinas codificadas en los loci de apareamiento de C. glabrata
Patricia Yafiez Carrillo

Figura 20. Via HOG de sefalizacion de S. cerevisiae.
Se muestra la represion del gen HOG1 y las vias en las cuales participa esta cinasa.
Modificado de (Gustin et al., 1998)

Se sabe que en S. cerevisiae, la induccion de la meiosis depende de multiple sehales como
tipos de apareamiento, ausencia de glucosa, carencia nutricional y estrés. La presencia de
una fuente de carbono y nitrégeno permite el crecimiento levaduriforme; la limitacién de
nitrdgeno y glucosa induce a las células a sufrir meiosis y esporulacion; mientras que
carencia de nitrogeno pero en presencia de glucosa, induce la formacién de pseudohifas
(Kahana-Edwin, Stark, & Kassir, 2013) Estas sefales se transmiten al activador

transcripcional IME1 que es el regulador maestro de la meiosis (Kassir et al., 2003).

Tanto en S. cerevisiae como en S. pombe la limitacion de nutrientes es una senal necesaria
para inducir meiosis durante el ciclo sexual (Harigaya & Yamamoto, 2007; Herskowitz,
1989). En S. cerevisiae esta descrito que las células son arrestadas en fase G1 del ciclo
celular por dos razones: debido a la presencia del tipo celular contrario (a o alfa) para

permitir la fusidén celular o a causa de una deprivacion nutricional que les permite sobrevivir
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hasta que haya nutrientes disponibles (Herskowitz, 1989). Nosotros encontramos
que tanto el promotor del gen alfal como de alfa2 de C. glabrata se inducen en
condiciones de carencia nutricional (fase estacionaria tardia y medio Spore) en
todos los fondos genéticos. Debido a que en C. glabrata no se ha descrito un ciclo
sexual es posible que estos genes participen en la respuesta a este tipo de estrés
nutricional al activar la via de HOG e inducir el arresto celular como sucede en otras
levaduras (Gustin et al., 1998).

En S. cerevisiae para entrar en meiosis deben encontrarse en un ambiente carente de
nitrogeno y glucosa, y en presencia de una fuente no fermentable de carbono, lo que causa
que las células se arresten en fase G1. Sin embargo, se ha descrito que esto puede ser
distinto en otras especies como es el caso de Candida lusitanie en donde tanto la meiosis
como la esporulacion ocurre en presencia de glucosa (Francois et al., 2001). Podria ser que
en C. glabrata las condiciones en las que se inducen los genes también sean distintas como
sucede con otras especies y que estos genes estén llevando a cabo funciones distintas a

la regulacion del apareamiento.

Esta reportado que en células alfa de S. cerevisiae, alfa2 reprime genes especificos de
células a y en células a/alfa se forma un heterodimero represor con a1 que reprime el
apareamiento, meiosis y genes de respuesta a estrés (Galgoczy et al., 2004; Herskowitz,
1989). Mientras que en C. albicans el heterodimero impide el cambio fenotipico necesario
para el apareamiento (Miller & Johnson, 2002). Sin embargo en nuestro analisis
encontramos que el promotor de los genes alfal y alfa2 de C. glabrata se induce en fase
estacionaria tardia en medio rico YPD (Figura 15). Lo anterior podria sugerir que tanto el
gen alfa1 como alfa2 participan en el arresto celular producido por la limitacién de nutrientes

y en la respuesta a estrés osmatico.

El gen a1 parece ser un gen que no responde a los estimulos que hemos probado y no
parece ser regulado por las proteinas codificadas en los loci de apareamiento de los fondos
genéticos que estudiamos (Fig. 15, 16, 17), aunque hemos detectado por medio de RT-
PCR el transcrito proveniente de MTL1 y MTL2 en condiciones de fase estacionaria

(Ramirez-Zavaleta et al., 2010).
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En C. glabrata como en otras especies de levaduras, las sefales a las cuales responde la
expresion de estos genes puede ser distinta a lo reportado en la levadura modelo S.
cerevisiae. Aunque los genes blanco de las proteinas codificadas por estos genes son aun
desconocidos, ésta area de investigacion parece ser prometedora y los vectores que hemos

generado constituyen unas valiosas herramientas moleculares para llevarlo a cabo.

Expresién heteréloga de los genes de apareamiento de C. glabrata en S. cerevisiae

Con la finalidad de conocer el potencial de apareamiento de algunas especies sin ciclo
sexual conocido se han generado experimentos de expresion inter-especies donde se ha
reportado la comunicacién entre S. cerevisiae y S. pombe pues encuentran que el
sobrenadante de cultivos de S. pombe que expresen factor alfa es capaz de arrestar en G1,
inducir cambios en la morfologia y en la expresion en respuesta a feromonas en S.
cerevisiae (Hennig, Clemens, Rodel, & Ostermann, 2015). También se ha descrito que la
expresion heterologa de genes de apareamiento de especies de Paracoccidioides en S.
cerevisiae demuestra que la sefalizacibn de apareamiento en Paracoccidioides es
funcional (Gomes-Rezende et al., 2012). Incluso han logrado generar productos del
apareamiento inter-especies entre C. dubliniennsis y C. albicans (Pujol et al., 2004), entre
Aspergillus fumigatus y A. nidulans (Pyrzak, Miller, & Miller, 2008) aunque no se hubiera
descrito ciclo sexual en cada especie y entre S. ovarum y S.cerevisiae (Pfliegler,
Antunovics, & Sipiczki, 2012). Esto pone en evidencia que es posible evaluar la capacidad
de la maquinaria celular de un organismo en otro donde se sabe que efectivamente sucede
el apareamiento. Es posible determinar entonces si las especies involucradas poseen una

maquinaria genética similar o que puede complementarse para completar un ciclo sexual.

Aunque C. glabrata posee la maquinaria genética necesaria para llevar a cabo el
apareamiento (Wong, Fares, Zimmermann, Butler, & Wolfe, 2003), no se ha encontrado
evidencia de una reproduccion sexual. Por lo cual nos propusimos expresar de manera

heterdloga los genes de C. glabarata en S. cerevisiae y determinar si son capaces de
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complementar para el apareamiento que  ésta ultima. En caso de que los genes de C.
glabrata tuvieran una funcién similar a los ortélogos de S. cerevisiae esperabamos que al
expresar los genes de los loci MTL1a y MTL1alfa de C. glabrata en los fondos MATa o
MATalfa de S. cerevisiae, de sintetizarse las proteinas de C. glabrata, cambiaran la
identidad celular sexual de las células receptoras y afectaran su capacidad de
apareamiento; pero no fue asi. Este resultado pudo deberse a dos razones: que los genes
de apareamiento codificados en los loci MTL de C. glabrata no complementan para el
apareamiento en S. cerevisiae (no tendrian la misma funcién), o debido a que las regiones
regulatorias de C. glabrata no sean reconocidas por los factores transcripcionales de S.
cerevisiae y que por lo tanto no se hayan expresado los genes de C. glabrata en S.

cerevisiae.
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10 Conclusiones

Hemos generado un grupo de vectores de expresion que permitiran el estudio
sistematico de cualquier gen codificante de Candida glabrata y arrojaran informacion
sobre su transcripcion genética, localizacion e interaccion de la proteina.

C. glabrata posee los genes alfal, alfa2, alfa3 y alfa4 distribuidos de la siguiente
manera: alfal y alfa2 en MTL1; alfa1 y alfa4 en MTL2 y alfa1 y alfa3 en MTL3. Los
tres alelos de “alfa2” poseen el homeodomino que en S. cerevisiae le permite la union
a DNA para la regulacion de sus genes blanco.

Las proteinas alfal y alfa2 de C. glabrata se localiza el nucleo celular lo cual sugiere
una posible funcidon como factor transcripcional como sucede en otras levaduras. Al
sobreexpresar los genes alfa de apareamiento de C. glabrata, las proteinas se localiza
no sélo en el nucleo sino en toda la célula.

En C. glabrata los genes alfal y alfa2 se expresa en condiciones de estrés nutricional
y estrés osmatico.

El promotor del gen a1 no parece ser activo en condiciones de estrés conutricional y
estrés osmotico.

Los loci MTL1a y MTL1alfa de C. glabrata no complementan para el apareamiento en
S. cerevisiae.
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11 Resultados adicionales

11.1 Construcciéon de un vector replicativo sobreexpresante
NATR

En este trabajo ya hemos generado un vector sobreexpresante con el casete
URA3 de seleccion. Sin embargo, para nuestro grupo de trabajo era necesario
generar un vector con resistencia a nourseotricina (NATR).

Para construir este vector de expresion partimos del vector pMJ22 en el cual
clonamos el promotor del gen PGK1 de S. cerevisiae y el terminador del gen
HIS3 de C. glabrata (Fig. 21).
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Figura 21. Vector replicativo sobreexpresante con resistencia a NATR.
Se muestran los sitios de restriccion que estan disponibles para clonar el ORF de los genes de interés.

Este siguiente articulo puede ser consultado en la siguiente liga:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1130-1406%2813%2900113-7
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abstract

Candida glabrata, a haploid and opportunistic fungal pathogen that has not known sexual cycle, has
conserved the majority of the genes required for mating and cell type identity. The C. glabrata genome
contains three mating-type-like loci called MTL1, MTL2 and MTL3. The three loci encode putative tran-
scription factors,al, 1 and 2 that regulate cell type identity and sexual reproduction in other fungi like
the closely related Saccharomyces cerevisiae. MTL1 can contain either aor  information. MTL2, which con-
tains a information and MTL3 with  information, are relatively close to two telomeres. MTL1 and MTL2
are transcriptionally active, while MTL3 is subject to an incomplete silencing nucleated at the telomere
that depends on the silencing proteins Sir2, Sir3, Sir4, yKu70/80, Rifl, Rapl and Suml. C. glabrata does
not seem to maintain cell type identity, as cell type-specific genes are expressed regardless of the type (or
even absence) of mating information. These data highlight important differences in the control of mating
and cell type identity between the non-pathogenic yeast S. cerevisiae and C. glabrata, which might explain
the absence of a sexual cyclein C. glabrata. The factthat C. glabrata has conserved the vast majority of the
genes involved in mating might suggest that some of these genes perhaps have been rewired to control
other processes important for the survival inside the host as a commensal or as a human pathogen.

This manuscript is part of the series of works presented at the “V International Workshop: Molecular
genetic approaches to the study of human pathogenic fungi” (Oaxaca, Mexico, 2012).

© 2013 RevistaIberoamericana de Micologia. Published by Elsevier Espaiia, S.L. All rights reserved.

Palabras clave:

Candida glabrata

Loci similares a los de apareamiento
Silenciamiento subtelomérico
Identidad del tipo celular

Los locide apareamiento de Candida glabrata

resumecn

Candida glabrata, una levadura patdogena haploide y oportunista, que carece de ciclo sexual conocido
(asexual), conserva la mayoria de genes ortdlogos requeridos en los procesos de apareamiento, esporu-
lacion y la identidad del tipo celular. El genoma de C. glabrata contiene 3 loci de apareamiento llamados
MTLI, MTL2 y MTL3 que codifican los presuntos factores de transcripcion al, 1y 2 que controlan la
reproduccion sexual e identidad celular en otros hongos, como Saccharomyces cerevisiae con el cual tiene
una estrecha relacion filogenética. MTL1 puede contener informacionao ; MTL2 contiene informacioén a,
y MTL3 que contiene informaciéon 1y 2 son loci proximos a 2 telomeros. MTL1 y MTL2 son activos tran-
scripcionalmente mientras que MTL3 esta sujeto a un silenciamiento que no es completo, que proviene
del telomero y depende de las proteinas Sir2, Sir3, Sir4, yKu70/80, Rifl, Rapl y Suml. C. glabrata parece no
mantener identidad de tipo celular ya que varios genes especificos de un tipo celular se expresan en todas
las células con independencia del tipo de informacion de apareamiento en los loci MTL, o incluso, en su
ausencia. Estos datos ilustran varias diferencias importantes entre la levadura no patdgena S. cerevisiae y
C. glabrata que podrian explicar la caracteristica asexual en esta ultima. El hecho de que en C. glabrata se
hayan conservado los genes necesarios para el apareamiento podria indicar que es posible que algunos
de estos genes se hayan «reorganizado» para controlar otros procesos importantes en la supervivencia
de C. glabrata en su huésped, como comensal 0 como patégeno.
Este articulo forma parte de una serie de estudios presentados en el «V International Workshop:
Molecular genetic approaches to the study of human pathogenic fungi» (Oaxaca, México, 2012).
© 2013 Revistalberoamericana de Micologia. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L. Todos los derechos
reservados.
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13 Anexos

Pa1::a1::mCherry::Ta1l Pa2::02::mCherry::Ta2
DIC mCherry DAPI DIC mCherry  DAPI

Figura 22. Proteinas alfa1 y alfa2 etiquedadas con mCherry.

La fusion traduccional esta dirigida bajo el promotor nativo de cada gen. La fluorescencia de mCherry colocaliza
con la tincion nuclear (DAPI). La fuson alfal1-cherry se encuentra contenida en el vector pYC100. La fusién alfa2-
cherry se encuentra en el vector pYC105.
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PrerF1::a1::YFP::THis3 Prer1::01::CFP::THis3
DIC YFP DAPI DIC CFP DAPI

Figura 23.Sobreexpresién de la proteina alfa1 etiquedada con YFP y CFP.

Las fusiones traduccionales se encuentran bajo el promotor constitutivo TEF1 de S. cerevisiae. La sefial de
fluorescencia se encuentra distribuida en toda la célula. La fusion alfa1-YFP se encuentra contenida en el vector
pYC188. La fusién alfa1-CFP se encuentra en el vector pYC190.
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Prer1::02::CFP::Thiss  Prer1::a3::mCherry::THis3
DIC CFP DAPI DIC mCherry DAPI

Figura 24. Sobreexpresion de las proteinas alfa2 y alfa3 etiquetadas con YFP y CFP.

Las fusiones traduccionales se encuentran bajo el promotor constitutivo TEF1 de S. cerevisiae. La sefial de
fluorescencia se encuentra distribuida en toda la célula. La fusién alfa2-CFP se encuentra contenida en el vector
pYC118. La fusion alfa3-Cherry se encuentra contenida en el vector pYC187.
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Prer1::a4::YFP::THis3 P1eEF1::04::CFP::THIs3
DIC YFP DAPI DIC CFP DAPI

Figura 25. Sobreexpresion de la proteina alfa4 etiquetada con YFP y CFP.
Las fusiones traduccionales se encuentran bajo el promotor constitutivo TEF1 de S. cerevisiae. La sefal de
fluorescencia se encuentra distribuida en toda la célula. La fusién sobreexpresante alfa4-YFP se encuentra en

el vector pYC201. La fusion alfa4-CFP se encuentra en el vector pYC190.
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Tabla 9. Vectores construidos y cepas transformantes de E. coli DH10 obtenidas

NOMBR .
EDEL | NIMERO | TPO | cClona VECIoR INSERTO RE NOTA
VECTOR BACTE
MTL2 AC16 Para secuenciar MTL2
pYC8 2775 DH10 9 pMB11-Stu  (#774,#181) Cm u
de AC16
1.9 Kb
MTL2 ACT3 Para secuenciar MTL2
pYC9 2776 DH10 9 pMB11-Stu  (#774,#181) Cm u c73
1.9 Kb de AC7
pCRTOPO- Para eliminar un sitio
p¥g1(1) 5'7/;; DH10 ]3 NAT- Amp BamHlI del casete de
P Sac/Spe/T4 NAT
Fragmento Vector base para
p¥8]§ g;gg DH10 g? %(;5%; PTEF de pTP3 Amp construir los vectores
P Sac/Xba/pg sobreexpresantes
Para eliminar el segundo
ngg ggg DH10 gg B";ﬁ,}% Amp | sitio BamHI del casete
P de NAT
Fragmento
pYC12 Vector
p¥81$ ggg DH10 ; BamHI/CIP/ ggri/ge I[;I/VIB79 Amp sobreexpresnante de
P pg g<ipg CFP. Si es funcional
pYC12 Fragmento Vector
pYC18 2796 5 (GA)5 CFP de sobreexpresnante de
pYC19 2797 DH10) & BamHI/CIP/ 1o\ 1g76 Amp (GA)5 CFP. No es
P9 Bam/Bgl2/pg funcional
pYC12 Fragmento Vector
pYC20 2814 6 (GA)5 YFP de sobreexpresnante de
oYC21 | 2815 DH10| 7 | BamHICIP/ | \n7g Amp (GA)5 YFP. No es
P9 Bam/Bgl2/pg funcional
pYC22 2816 8 pYC14 Para eliminar sitio Sall
pYC27 | 2857 DH10} g Sal/T4 Amp del casete de NAT
Fragmento
PTEF-3UTR de
IAshbya amplificado
pYC23 2839 DH10 2 pYC22 de pYC22 Am Vector molde del casete
pYC24 2840 10 Xhol/CIP/pg (#1097, P de NAT modificado
#1098) Sal/Xho/pg
Fragmento
pYC12 Vector
p\tggg ;gjé DH10 ; BamHI/CIP/ \B(grz /%e @ABM Amp sobreexpresnante de
P pg 9i</pg YFP. Si es funcional
Fragmento
(GA)5 cherry
p?@%ﬁ 22;; DH10 ;g pMB11-Stu  [amplificado de Cm Vec“’giﬁﬁ:ﬁb"onar
P pBS34 (#953,#954) ry
Fragmento cherry
lamplificado de
p¥8§? gg;i DH10 gg pMB11-Stu  pBS34 cm Ao F:fhr:f“b"o”ar
P (#952 #954) ry
pYC12 Fragmento Vector
pYC32 2889 6 GA-cherry de sobreexpresnante de
pYC33 | 2890 DH10| 44 | BamHICIP/ |y o8 Amp GA-cherry. No es
P9 Bam/Bgl2/pg funcional
Fragmento
pYC12 Vector
nggg ggg; DH10 187 BamHI/CIP/ g;emr%dlez/pYCBO Amp sobreexpresnante de
P pg 9i</Pg cherry. Si es funcional
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Fragmento
pYC36 2916 6 } NAT modificado Vector para subconar
pYC37 | 2017 DH10) pPMB11-Stu (#1307 #1098) Cm NAT modificado
Fragmento
pYC38 2924 DH10 17 pGRB2.0- NYA(':I'3r7610d|f|cado de Am Vector episomal con
pYC39 2925 20 Xho/Bam f’Bam Xho) P NAT modificado
Fragmento
NAT modificado de . :
pYC40 2926 2 pRS306 Vector integrativo con
pYC41 | 2027 DH10} 5 Bam/Xho pYC36 (Bam/Xho) | Amp NAT modificado
Fragmento Vector episomal para
ngf’é ggjg DH10 3 pMJ22 cherry de pYC30 Amp fusiones traduccionales
P 2 Bam/CIP/pg (Bam/Bgl2) Nat concherryenel C
terminal
Fragmento
3UTR-FRT- CTA Vector integrativo
ngzg ggig DH10 1 pYC40 amplificado de Amp receptor de fluordforos y
P 3 Bam/CIP/pg | pOZ12 Nat tags con NAT
(#351,#465) moadificado
Fragmento
YC46 2951 FLAG-3UTR- FRT- . .
EYC47 2952 DH10 1 pYC44 CTA dig de pGE36 Amp Vector integrativo para
3 Bam/Nhe/pg Bam/Nhe Nat fusiones con FLAG
Fragmento
YC48 2953 HA-3UTR- FRT- . .
EYC49 2954 DH10 5 pYC44 CTA dig de pGE36 Amp Vector integrativo para
8 Bam/Nhe/pg Bam/Nhe Nat fusiones con HA
Fragmento
YC50 2955 Myc-3UTR- FRT- . .
SYC51 2956 DH10 1 pYC44 C'}I/'Z dig de pGE36 Amp Vector integrativo para
4 Bam/Nhe/pg Bam/Nhe Nat fusiones con MYC
pYC52 2961 1 Fragmento . .
pYC44 Amp Vector integrativo para
pYC53 2962 DH10 2 Bam/CIP/pg gl\'jlg%am/ Bgl2 de Nat fusiones con CFP
pYC54 2963 Fragmento . .
pYC44 Amp Vector integrativo para
DH10 4 Bam/CIP/pg YFP %ﬁ;é’?glz de Nat fusiones con YFP
pYC55 2972 6 Fragmento
pYC58 2975 DH10 31 pMJ22 YFP Bam/Bgl2/pg Amp Vector replicativo para
pYC59 2976 34 Bam/CIP/pg de pMB74 Nat fusiones con YFP
pYC60 2977 42
pYC56 Fragmento
pYC57 2973 DH10 15 pYC44 cherry Bam/Bg|2 Amp Vector integrativo para
Bam/CIP/pg de pYC30 Nat fusiones con Cherry
Fragmento
pYC61 2978 DH10 2 pMJ22 CFP Bam/Bgl2/pg Amp Vector replicativo para
Bam/CIP/pg de pMB79 Nat fusiones con CFP
nggg 2979 N pMJ22 Fézgn:})egg; HA Amp | Vector replicativo para
P 2980 6 Bam/Xba/pg de pGE3gg Nat fusiones con HA
YC64 Fragmento
pYC65 2981 DH10 1 pMJ22 FLAG Amp Vector replicativo para
P 2982 2 Bam/Xba/pg Bam/Xba/pg de Nat fusiones con FLAG
pGE36
YC66 Fragmento
pYCB? 2983 DH10 1 pMJ22 Myc Bam/Xba/pg Amp Vector replicativo para
P 2984 2 Bam/Xba/pg de pOZ18 Nat fusiones con MYC
130
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Fragmento
pYC68 pYC55 ALFA2 (#1387 #890) Vector replicativo con la
oyceo | 2287 DH10| 3 | Bam/EcoRl/ | Bam/EcoRlpgde | AP fusion
2988 7 bg CBS138 Nat YFP-ALFA2
Fragmento
YC61 ALFA2 (#1387 #890 Vect licati I
p:g;? gggg DH10 g Bam/EcoRl/ Bam/E(coRI/pg de ) ’;‘\lmf S sen o
P pg CBS138 a CFP-ALFA2
Fragmento
pYC72 pYC55 ALFA3 (#1387 #897) Vector replicativo con la
pvcra | 2907 DH10| 1 | Bam/EcoRl | Bam/EcoRipgde | AP fusion
pg CGM1 YFP-ALFA3
Fragmento
pYC74 pYC61 ALFAS3 (#1387 #897) Vector replicativo con la
pYC75 gggi DH10 2 Bam/EcoRl/ | Bam/EcoRl/pg de ’;‘\l”;f fusion
pg CGM1 CFP-ALFA3
Fragmento
pYC76 pYC42 ALFA3 (#1387 #897) Vector replicativo con la
pYCT7 gggg DH10 ; Bam/EcoRl/ | Bam/EcoRlpgde | TP fusion
pg CBS138 CHERRY-ALFA3
Fragmento
pYC78 2097 1 pYC55 ALFA4 (#1336 Amp Vector replicativo con la
pYC79 DH10 Bam/EcoRlI/ #1392) fusién
2998 2 pg Bam/EcoRl/pg de Nat YFP-ALFA4
AC16
Fragmento
pYC80 2099 3 pYC61 ALFA4 (#1336 Amp Vector replicativo con la
pYC81 DH10 Bam/EcoRI/ #1392) fusién
3000 4 ng Bam/EcoRl/pg Nat CFP-ALFA4
de AC16
Fragmento
pYC82 3001 9 pYC42 ALFA4 (#1336 Amp Vector replicativo con la
pYC83 DH10 Bam/EcoRI/ #1392) fusion
3002 5 pg Bam/EcoRlpgde | ot CHERRY-ALFA4
AC16
Fragmento
pYC84 3003 1 pYC42 ALFA2 (#1387 #890) Amp Vector replicativo con la
pYC85 DH10 Bam/EcoRI/ Bam/EcoRl/pg fusion
3004 6 bg de CBS138 Nat CHERRY-ALFA2
Fragmento
pYC86 pYC62 ALFA1 (#3882 Vector replicativo con la
pYC87 gggg DH10 ? Bam/EcoRV/ | #883) Bam/pg de /?\l”;f fusion
pg CGM1 HA-ALFA1
Fragmento
pYC88 3007 9 pYC66 ALFA1 (#3882 Amp Vector replicativo con la
pYC89 DH10 Bam/EcoRV/ #883) fusién
3008 ! pg Bam/EcoRV/pgde | Mot MYC-ALFA1
CGM1
Fragmento
pYC90 3009 4 pYC42 ALFA1 (#3882 Am Vector replicativo con la
pYC9I1 3010 DH10 7 Bam/EcoRV/ #883) Bam/pg de Na? fusién
pg CGM1 CHERRY-ALFA1
Fragmento
pYC64 ALFA1 (#882 Vector replicativo con la
PYCO2Z | 3014 DH10| 8 | Bam/EcoRV/ | #883)Bamppgde | ‘NP fusion
pg CGM1 FLAG-ALFA1
pYC93 3018 8 pYC62 Vector replicativo con la
pYC94 | 3019 DH10| 4 | Bam/EcoRl/ Fragmento e fusion
pYC95 3020 1 pg HA-ALFA2
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(#1387 #890)
Bam/pg de
CBS138
Fragmento
pYC62 ALFA4 (#1392 Vector replicativo con la
pYC97 3021 DH10 1 Bam/EcoRl/ #1336) '?\lmf fusion
pg Bam/Rl/pg de a HA-ALFA4
AC16
Fragmento
pYC98 3022 5 pYC64 ALFA4 (#1392 Am Vector replicativo con la
pYC99 3023 DH10 6 Bam/EcoRl/ #1336) Na? fusion
pg Bam/Rl/pg de FLAG-ALFA4
AC16
pYC44 5'MAT #1407 Vector integrativo para
pAC1 3035 DH10 5 Bam/Spel/ y #1406 Amp construir mutante del
pAC2 3036 8 pelip Bam/Spe cepa NAT locus MAT alfa (SOLO
9 L20 (alfa) 5)
5MAT #1407 . .
Vector integrativo para
80 | ST o0 | % | iy | S, | AR | oo
P pelPg ng @ P locus MAT a (SOLO 5)
3'MAT #1408 Vector integrativo para
pAC5 3041 DH10 7 pAC1 y #1409 Amp construir mutante del
pAC6 3042 13 Xho/Kpn/pg Xho/Kpn cepa NAT locus MAT alfa (con 5" y
L20 (alfa) 3)
3'MAT #1408 . .
pACT7 3043 5 pAC3 y #1409 Amp | Vector integrativo para
PACS 3044 DH10 11 | Xho/Kpnipg | Xho/Kpncepa | NAT | construirmutante del
L22 (a) locus MAT a (con 5’y 3')
3UTR alfa1 Vector replicativo de la
pYC100 | 3051 DH10 17 pYC90 #320 #1386 | AP fusion traduccional
pYC101 3052 20 Xba/CIP/pg Xbalpg NAT cherry-alfat
pYC102 3053 24 pYC88 3UTR alfa1 Amp Vector replicativo de la
pYC103 3054 DH10 26 Xoa/CIP/p #320 #1386 NAT fusion traduccional
pYC104 | 3055 29 9 Xbalpg MYC-alfa
pYC105 ggg? 1 pYC84 3UTR alfa2 Amp Vector replicativo de la
pYC106 3058 DH10 5 Xba/CIP/ #1389 #1388 NAT fusion traduccional
pYC107 9 P9 Xbal/pg cherry-alfa2
vCo3 3UTR alfa2 Am Vector replicativo de la
pYC108 3059 DH10 44 Xbp #1389 #1388 P fusion traduccional HA-
a/ClP/pg NAT
Xba/pg alfa2
pYC109 3060 ; pYC55 Fragmento Amp Vggtor replica}tivo dela
pYC110 3061 DH10 8 Bam/RV/ alfa1 #882 NAT fusion traduccional YFP-
pYC111 3062 P9 | #883 Bam/pg alfa1 sin terminador
pYC112 3063 g; pYC61 Fragmento Amp Vector replicativo de la
pYC113 3064 DH10 37 Bam/RV/ alfal #882 NAT fusion traduccional CFP-
pYC114 | 3065 P9 | #8383 Bam/pg alfal sin terminador
Vector replicativo de la
pYC115 gggs DH10 ; pYC64 ﬁﬁ%?:; g’:é% Amp fusion traduccional
pYC116 Bam/RlI/pg B NAT FLAG-alfa2 sin
am/Rl/pg termi
erminador
Fragmento Vector replicativo de la
pYC117 3068 DH10 8 pYC64 alfa3 #1387 Amp fusion traduccional
Bam/Rl/pg #897 NAT FLAG-alfa3 sin
Bam/Rl/pg terminador
pYC118 7 pYC16 Fragmento Amp Vector sobreexpresante
3092 DH10 Spe/Klenow/ alfa2 #334 URA3 | de la fusion traduccional
CIP/bam/pg #890 Bam/pg NAT alfa2-CFP
Vector base
Fragmento
pYC119 Amp sobreexpresante de
pyci2o | 3099 DH10 | 0 | gre FLAG #405 | (jra3 FLAG. Revisada
am/CIP/pg #406 NAT orientacion por
Bam/Bgl2/pg P
secuencia.
pYC12 Fragmento Amp Vector base
3103 DH10 46 Sma/Bam/p Myc producto URA3 sobreexpresante de
pYC121 g de la digestion NAT MYC. Revisada
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de pYC66 orientacion por
Xbalklenow/B DIGESTION
am/pg
Fragmento Am
pYC122 | 3104 DH10 1 pYC16 HIS3 #1495 Y URA% Vector sobreexpresante
pYC123 | 3105 2 Xba/Bam/pg #1496 de la fusion HIS3::CFP
NAT
Xba/Bam/pg
Fragmento Am
pYC124 | 3106 DH10 9 Pyc25 HIS3 #1495 Y UR A% Vector sobreexpresante
pYC125 | 3107 10 Xba/Bam/pg #1496 de la fusiéon HIS3::YFP
NAT
Xba/Bam/pg
YC126 | 3108 17 V34 | Hisagrassy | Amp | Vector sobreexpresante
P DH10 P URA3 de la fusion
pYC127 | 3109 18 Xba/Bam/pg #1496 .
NAT HIS3::Cherry
Xba/Bam/pg
Fragmento Am
pYC128 | 3110 DH10 25 pYC119 HIS3 #1495 Y URA% Vector sobreexpresante
pYC129 | 3111 26 Xba/Bam/pg #1496 de la fusion HIS3::FLAG
NAT
Xba/Bam/pg
Fragmento Am
pYC130 | 3112 DH10 36 pYC121 HIS3 #1495 Y URA% Vector sobreexpresante
pYC131 | 3113 37 Xba/Bam/pg #1496 de la fusién HIS3::MYC
NAT
Xba/Bam/pg
Fragmento Am
pYC132 | 3114 DH10 13 pYC25 TRP1 #1503 Y URA% Vector sobreexpresante
pYC133 | 3115 15 Xba/Bam/pg #1504 de la fusién TRP1::YFP
NAT
Xba/Bam/pg
Fragmento
pYC134 | 3116 24 PyC34 | TRP1#1503Yy | AmP | Vector sobreexpresante
DH10 URA3 de la fusién
pYC135 | 3117 75 Xba/bam/pg #1504 .
NAT TRP1::Cherry
Xba/Bam/pg
YC136 | 3118 27 YC119 TFle:EgE%rgg y | Amp | Vector sobreexpresante
PYG137 | 3110 DH10 30 | xealbamip #1504 URA3 de la fusion
9 NAT TRP1::FLAG
Xba/Bam/pg
Fragmento Amp
pYC138 pYC121 TRP1 #1503 Y Vector sobreexpresante
3120 DH10 37| Xbalbamipg #1504 URAS 1 de Ia fusion TRP1:MYC
NAT
Xba/Bam/pg
Fragmento
pYC139 | 3121 DH10 1 pYC42 P+his3 #1494 Amp Vector replicativo con la
pYC140 | 3122 11 RV/bam/pg Y #1496 NAT fusion HIS3::CHERRY
Bam/pg
Fragmento
pYC141 | 3123 DH10 16 pYC61 P+his3 #1494 Amp Vector replicativo con la
RV/bam/pg Y #1496 NAT fusion HIS3::CFP
Bam/pg
Fragmento
pYC142 | 3124 DH10 19 pYC62 P+his3 #1494 Amp Vector replicativo con la
pYc143 | 3125 22 RV/bam/pg Y #1496 NAT fusion HIS3::HA
Bam/pg
Fragmento
pYC144 | 3126 DH10 42 pYC64 P+his3 #1494 Amp Vector replicativo con la
pYC145 | 3127 48 RV/bam/pg Y #1496 NAT fusiéon HIS3::FLAG
Bam/pg
Fragmento
pYC146 | 3128 DH10 63 pYC66 P+his3 #1494 Amp Vector replicativo con la
pYC147 | 3129 64 RV/bam/pg Y #1496 NAT fusion HIS3:MYC
Bam/pg
Fragmento
pYC42 P+TRP #1502 Amp Vector replicativo con la
pYC148 | 3130 DH10 6 RV/Bam/pg Y #1504 NAT fusion TRP::cherry
Bam/pg
Fragmento
Ezglgg g} g; DH10 172 pYC61 P+TRP #1502 Amp Vector replicativo con la
oYC151 | 3133 13 RV/Bam/pg E:;?Sg NAT fusién TRP::CFP
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Fragmento
pYC66 P+TRP #1502 Amp Vector
pYC152 | 3134 DH10 18 RV/Bam/pg Y #1504 NAT replicativo
Bam/pg con la
pYC153 Fragmento I
pYC154 3135 2 pYC139 terminador de Amp Vector rep||c'§t|vo
PYC155 | 5120 DH10 2| xbalCIPipg | HIS3#1498Y | NAT | Sonfateon
#1500 Xba/pg T -
pYC156 3138 4 Fragmento Vector
pYC157 3139 DH10 5 pYC42 terminador de Amp replicativo
pYC158 3140 8 Xba/ClP/pg HIS3 #1498 Y NAT base para
#1500 Xba/pg fusiones con
Fragmento
pYC159 | 3141 32 . Vector
pYC62 terminador de Amp o
pYC160 | 3142 DH10 19 | Xpba/CIP/pg | HIS3#1498Y | NAT szs'g’ag‘::
#1500 Xbalpg enloit o
Fragmento I
pYC161 | 3143 DH10 - pYC66 | terminadorde | Amp Veﬁ‘)‘:s”eepg‘ﬁ:“""
Xba/CIP/pg HIS3 #1498 Y NAT fusionez con
#1500 Xba/pg N
Fragmento
pYC162 N
3144 pYC50 region 5’HIS3-
pYC163 3 Amp Vector
3145 DH10 8 Bam/ganlp HIS;;T;?% Y NAT integrativo
Bam,Sac2/pg 3?2,?,\5,,'3’,1
Fragmento
pYC164 3146 N
pYC56 region 5’HIS3-
pYC165 18 Amp Vector
3147 DH10 23 Bam/Sac2/p HIS;T;?% Y NAT integrativo con
g fusion HIS3-
Bam,Sac2/pg ALCDDY
Fragmento
pYC166 region
pYC167 g}ig DH10 1 B p\;§502/ 5TRP1-TRP1 Amp Vector
8 am/sacslp #1504 Y NAT integrativo
9 #1505 con fusion
Bam,Sac2/pg TRP1-MYC
pYC168 3152 Fragmento
pYC169 3153 DH10 24 pYC146 terminador de Amp Vector
27 Xba/ClP/pg HIS3 #1498 Y NAT replicativo con
#1500 Xba/pg la fusion
Fragmento
alfal
e Vector
pYC170 | 3156 BH1O 8 pYC34 ampiificado | Amp replicativo
pYC171 | 3157 34 Bam/Xba/pg 4597 Y 2883 Nat sobreexpresant
. e de la fusion
de CGM1 dig Ptef::cherry::alfat
Bam/Xba  Thie
Fragmento
pRS416 MTL1alfa Vector replicativo
pYC172 | 3158 DH10 ! EcoRI/Xba/p | subclonado de Amp de S. cerevisiae
pYC173 | 3159 2 Nat
g pLS7 con el locus
EcoR1/Xba/pg MTL1alfa de C.
Fragmento
pRS416 MTL1a Vector
pYC174 | 3177 DH10 2 EcoRI/Xba/p | subclonado de ?\ln;{a replicativo de
g pLS5 S. cerevisiae
EcoR1/Xba/pg con el locus
Fragmento de
intcr-:‘?gg)nr;ca Vector
pYC175 | 3178 D10 4 Ecg\éﬁggm .| entrealfaty | Amp reﬁg"f:"’igrfon
pYC176 | 3179 7 alfa2 oligos Nat _laregio
pg #1539 y #1536 intergenica
dig entre alfaly
EcoR1/Bam a'ffzv‘l‘g";’]ﬁda
Vector
pYC177 | 3180 1 pYC55 Fragmento Amp | TERMINADOR
DH10 terminador de
Xba/ClP/pg . Nat bas
HIS3 oligos e
N para hacer
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#1498 y #1500
dig Xba
Fragmento de
intzg:r?ica Vector replicativo con la
pYC55 region intergenica entre
pYC178 | 3181 DH10 2 EcoRI/Bam/ entre alfa2 y Amp alfa2 y alfa1 fusionada a
alfa1 oligos Nat
Pg #1538 y #1537 YFP
dig SIN TERMINADOR
EcoR1/Bam
Fragmento de
region Vector replicativo con la
pYC179 | 3182 8 PYCSS promotora de Amp region promotora de a1
DH10 EcoRI/Bam/ a1 oligos :
pYC180 | 3183 13 #1535 v #1532 Nat fusionada a YFP
P9 d‘{g SIN TERMINADOR
EcoR1/Bam
Fragmento Vector replicativo FINAL
terminador de con la region intergenica
pYC181 | 3184 DH10 1 Nape HIS3 oligos | AP entre alfal y alfa2
P9 | #1498 y #1500 fusionada a YFP
dig Xba CON TERMIANDOR
Fragmento
region Vector replicativo FINAL
pYC182 | 3185 1 pYC177 entergenica Am con la regién intergenica
pYC183 | 3186 DH10 2 EcoRI/Bam/ alfa2-alfa1 Na? entre alfa2 y alfa1
pg #1538 y #1537 fusionada a YFP
dig EcoRI/Bam CON TERMIANDOR
Fragmento
region Vector replicativo FINAL
pYC184 | 3187 11 pYC177 -
promotora de Amp con la regién promotora
pYC185 | 3188 DH10 12| EcoRlBam/ | "4 41538y Nat | de at fusionadaa YFP
P9 #1537 dig CON TERMIANDOR
EcoRI/Bam
Fragmento s
pYC186 | 3193 DH10 2 pYC141 | teminadorde | Amp Zsrftg frfsﬁgffﬂ‘l’g;_'gg';
Xba/CIP/pg HIS3 #1498 y Nat con su propio pror.ﬁotor
#1500 dig Xba
pYC34 Fragmento Vector replicativo
pYC187 | 3194 DH10 2 Spe/T4 alfa3 #334 y l?r r;13p+ sobreexpresante con la
POL/Bam/pg | #897 dig Bam fusién ALFA3::CHERRY
Fragmento I
pYC188 | 3195 8 pYC25 alfal #883 y Amp Vector replicativo
pYC189 | 3196 DH10 12 Xba/Bam/ #597 di Ura3+ sobreexpresante con la
P9 9 fusion ALFA1::YFP
Bam/Xba
Fragmento "
pYC190 | 3197 22 pYC16 alfal #3883 y Amp Vector replicativo
pYC191 | 3198 DH10 25 ; sobreexpresante con la
Xba/Bam/pg #597 dig Ura3+ - -
fusiéon ALFA1::CFP
Bam/Xba
Fragmento Am
pYC192 | 3204 DH10 10 pYC162 region 3 UTR Ura3p+ Vector integrativo FINAL
Xho/CIP/pg HIS3 #1499 y NATr | €on la fusion HIS3::MYC
#1501 dig Xho
Fragmento
pYC193 | 3213 DH10 g pYC144 L'elgslgl? 4%£R Amp Vector replicativo con la
pYC194 | 3214 Xba/ClPpg Y | NAT T fusion HIS3::FLAG
#1500 dig
Sac2/Xho
Fragmento
pYC195 | 3217 DH10 1 pYC46 Lelg'g';f 4%;R Amp | Vector integrativo FINAL
pYC196 | 3218 Xba/ClPpg Ty NAT r | con la fusion HIS3::MYC
#1496 dig
Sac2/Xho
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pYC197 | 3219 23 pYC195 rngr%%n;eG?R Amp | Vector integrativo
DH10 Xno/CIP/pg | HIS3 #1499y | 123" FIRAL conla
#1501 dig Xho HiQ2--Cl AC
Fra’gmento Amp Vector integrativo
PYC198 | 3595 DH10 " pYC164 | regibn SUTR | \jr03, | FINAL con la
Xho/CIP/pg HIS3 #1499 y NAT r fusion
#1501 dig Xho HIQ2:-CLERDRY
pYC199 3226 6 pYC16 allzfraa‘?rggg joy Amp Vector replicativo
pYC200 3097 DH10 9 Spe/T4/Bam #1336 di Ura3+ sobreexpresante
Hl/pg 9 con la fusién
BamHI
Al EAA--CED
pYC201 3998 13 pYC25 aﬁ;:fgggfy Amp Vector replicativo
pYC202 3299 DH10 17 Spe/T4/Bam #1336 di Ura3+ sobreexpresante
Hl/pg 9 con la fusién
BamHI
Al EAA--VED
Fragmento
Pa1::YFP::Thi Vector
pPYC203 3242 " pRS416 $3 subclonado Amp replicativo para
PYC204 | 3543 DH10 12 RI/Xbalpg de;ggfgg” Urad* | g cerevisiae
pch184 para evaluar el
RI/Xbalpg oo et
Fragmento
Palfa2::YFP::T
his3 Vector replicativo
ngggg 3244 DH10 3125 pRS416 subclonado de UAr r;13p+ para S. cerevisiae
P 3245 RI/Xba/pg digestion para evaluar el
parcial de promotor de alfa2
pYC181 fusionado con YFP
RI/Xba/pg
Fragmento
Palfa1:YFP::T
his3 Vector replicativo
ngggg 3246 DH10 g; pRS416 subclonado de Lﬁ';n3p+ para S. cerevisiae
P 3247 RI/Xbalpg digestion para evaluar el
parcial de promotor de alfa1
pYC182 fusionado con YFP
RI/Xba/pg
Fragmento
Palfa1-alfa2
de S. cer Vector replicativo
p¥8§(1)8 3399 D10 ; pRS416 | ampliicadode | TP, para S.
P 3400 RI/Xba/pg L20 con oligos cerevisiae con el
#1575 y #1576 promotor de
dig EcoR1/Xba alfat-alfa2 de S.
cerevisiae
Fragmento Vector
pYC211 Kp'r\]//"éézc ] pGRB2.2 /?\l”;f’g sobrexpresante
p Kpn/Sac1 con el ptomotor
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