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Caracterizacion de la respuesta a estrés general de los
factores de transcripcién Msn2 y Msn4 de Candida

glabrata

Candida glabrata es una levadura patdégena oportunista que ha desarrollado
estrategias para sobrevivir dentro del huésped. C. glabrata presenta una alta
resistencia al estrés oxidativo y nutricional, y esta capacidad de responder a estos
dos tipos de estrés esta controlada en parte por los factores de transcripcién Msn2
y Msn4. En este trabajo hicimos un analisis bioinformatico de las secuencias de las
proteinas Msn2 y Msn4 de C. glabratay de S. cerevisiae, analizamos la regulacion
transcripcional de MSN2 'y MSN4 y determinamos su participacion en la resistencia
a xenobidticos. El analisis bioinformatico indicé que los dominios funcionales de
Msn2 y Msn4 se encuentran conservados, y que Msn4 es la proteina que mas ha
divergido entre ellas. El promotor de MSNZ2 tiene una expresion baja constitutiva
baja y en cambio la expresion de MSN4 presenta una expresion alta constitutiva y
se autorregula. La expresion MSN4 solo respondid a condiciones de estrés
nutricional y no a la presencia de H202, ZnSO4 y fluconazol. Finalmente, Msn2 y
Msn4 no participan en la resistencia a H202, ZnSOs, fluconazol, CdSO4 ni a
temperaturas altas (42°C y 45°C). Nuestros datos sugieren que las proteinas Msn2
y Msn4 divergieron en C. glabrata para participar en la virulencia de este hongo
patdgeno oportunista.

Palabras clave: C. glabrata, Msn2, Msn4, estrés
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Characterization of the general stress response of the

transcription factors Msn2 and Msn4 of Candida glabrata

Candida glabrata is an opportunistic pathogenic yeast that has developed strategies
to survive within the host. C. glabrata has a high resistance to oxidative and
nutritional stress and both responses are controlled in part by the transcription
factors Msn2 and Msn4. In this work, we carried out a bioinformatic analysis of Msn2
and Msn4 of C. glabrata and of the closely related non-fungal pathogen S.
cerevisiae. We analyzed the transcriptional regulation of MSN2 and MSN4 and we
determined their role in resistance to xenobiotics. The bioinformatic analysis showed
that the functional domains of Msn2 and Msn4 are conserved and that Msn4 has
diverged. The MSNZ2 promoter has a low expression whereas MSN4 has a high
constitutive expression and is auto-regulated. The expression of MSN4 only
responds to conditions of nutritional stress but not in the presence of H2O2, ZnSO4
and Fluconazole. Finally, Msn2 and Msn4 do not participate in resistance to H20o,
ZnSO04, Fluconazole, CdSO4 or heat shock. Msn2 and Msn4 diverged in C. glabrata
to participate in the virulence of this opportunistic pathogenic yeast.

Key words: C. glabrata, Msn2, Msn4, stress
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Introduccion

Las infecciones causadas por especies de Candida son muy comunes (Pais et al.
2019). Estas infecciones pueden ser superficiales hasta sistémicas que ponen en
riesgo la vida del paciente (Polke et al. 2015, Antinori et al. 2016). Estas infecciones
fungicas son la cuarta causa de infecciones intrahospitalarias en los Estados
Unidos de América y representan un grave problema de salud (Polke et al. 2015,
Toda et al. 2019).

Candida albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis y Candida parapsilosis son
las principales especies que pueden colonizar el humano (Pais et al. 2019, Toda et
al. 2019, Silva et al. 2012). C. albicans y C. glabrata se aislan con mayor frecuencia
en hospitales de E.U.A y Europa (Toda et al. 2019). Recientemente se ha reportado
que C. glabrata se ha aislado casi en la misma proporcion que C. albicans, lo que
sugiere que C. glabrata ha desarrollado mecanismo que les permiten ser mas
patogeno (Singh et al. 2020, Seider et al. 2011, Toda et al. 2019).

C. glabrata se le considera un patégeno emergente (Seider et al. 2011). Esto se
debe a que ha desarrollado estrategias para sobrevivir en el huésped (Gutiérrez-
Escobedo et al. 2013, Rodrigues et al. 2014), como: 1) la resistencia intrinseca a
antifungicos (Diekema et al. 2002, Orta-Zavala et al. 2013), 2) la capacidad de
adherirse a células epiteliales (Cormack et al. 1999, Castario et al. 2003), 3) la
capacidad de formar biopeliculas (Tumbarello et al. 2007, Pierce et al. 2008,
Hassan et al. 2021) y 4) la alta resistencia al estrés oxidativo (Cuellar et al. 2008).
La resistencia al estrés oxidante es importante ya que las células fagociticas
(macrofagos, neutrofilos, células dendriticas, entre otras) son la primera linea de
defensa del sistema inmune humano contra una infeccién por hongos. Al fagocitar
a los patdgenos, las células fagociticas producen, entre otras moléculas, especies
reactivas de oxigeno (ERO) a través del complejo NADPH® oxidasa (Babior 2004).
Las altas concentraciones de ERO, dafian a todas las biomoléculas del patégeno,

sin embargo, los microorganismos pueden neutralizar a estas ERO, a través de la



induccién de sus sistemas antioxidantes. Esto es lo que se conoce como la

respuesta al estrés oxidativo (REO).

C. glabrata tiene una REO muy robusta que incluye mecanismos de defensa
enzimaticos (catalasas, superoxido dismutasas, peroxidasas, tiorredoxinas,
metalotioneinas y fitoquelatinas) y no enzimaticos (glutation y pigmentos) (Cuéllar-
Cruz et al. 2008 y 2009, Brunke et al. 2010, Gutiérrez-Escobedo et al. 2013 y 2020,
Briones-Martin-del-Campo et al. 2014 y 2015). C. glabrata no solo sobrevive dentro
de las células fagociticas, sino que también se replica (Kaur et al. 2007). C. glabrata
regula su REO a través de los diversos factores de transcripcion (FT): Yap1, Skn7,
Msn2 y Msn4 (Cuéllar-Cruz et al. 2008, Rodrigues et al. 2014, Briones-Martin-del-
Campo et al. 2014).

Msn2 y Msn4 son factores de transcripcion y se les ha descrito como los factores
generales de estrés que responden al estrés oxidante y al estrés nutricional
(Cuéllar-Cruz et al. 2008, Vamvakas et. al. 2019, Watanabe et. al. 2011, Rep et. al.
2000, Inoue et. al. 2011). Ademas, estos factores de transcripcidn estan
conservados entre S. cerevisiae y C. glabrata (Briones-Martin-del-Campo et al.
2014, Martinez-Pastor et al. 1996). Los genes MSN se nombran asi debido a que
se aislaron como supresores multicopia de una mutante en el gen SNF1 (multicopy
suppressor of SNF1 mutation) (Estruch y Carlson 1993). Snf1 se requiere para la
expresion de genes de respuesta a estrés nutricional (Celenza y Carlson 1986,
Schuller y Entian 1987).

Actualmente no se ha descrito por completo la red de regulacion de Msn2 y Msn4
en S. cerevisiae (Roetzer et al. 2008, Chapal et al. 2019). La actividad como
factores de transcripcion de Msn2 y Msn4 se regula negativamente en presencia
de glucosa (via cAMP-PKA) y aminoacidos (via TORC1) (O'Brien et al. 1995,
Roetzer et al. 2008). Msn2 y Msn4 se fosforilan y esto impide su entrada al nucleo.
En cambio, cuando Msn2 y Msn4 se defosforilan en ausencia de nutrientes, ambos
factores de transcripcién entran al nucleo. Se ha propuesto que las peroxiredoxinas



y las tioredoxinas participan en el control de entrada al nucleo de Msn2 y Msn4
(Bodvard et. al. 2017).

C. glabrata esta filogenéticamente mas cercana a S. cerevisiae (Fitzpatrick et al.
2006, Kurtzmand y Robnett 2003, Gabaldon et al. 2016) y tiene dos ortélogos de
ScMsn2 y ScMsn4 (Cuéllar-Cruz et al. 2008, Roetzer et al. 2008.). La homologia a
lo largo de toda la proteina es baja, sin embargo, el porcentaje de identidad cambia
al analizar especificamente los diferentes dominios (Cuéllar-Cruz et al. 2008,
Estruch y Carlson 1993, Eom et al. 2016, Razin et al. 2012, Rajvanshi et al. 2017).
Mediante analisis genético y de microarreglos se determiné que Msn2 y Msn4
regulan la respuesta general a estrés en C. glabrata (Cuéllar-Cruz et al. 2008,
Roetzer et al. 2008). Msn2 de C. glabrata se regula por la via TORC1 y PKA-cAMP

y su entrada al nucleo depende de que esté fosforilada (Roetzer et al. 2008).

C. glabrata cuando se expone a una dosis no letal de H.O2, seguida de una dosis
letal, C. glabrata puede adaptarse y sobrevivir. Esta adaptacién depende de Cta1,
Yap1, Skn7, y parcialmente de Msn2 y Msn4 (Cuéllar-Cruz et al. 2008). A pesar de
que Msn2 y Msn4 controlan una parte de la REO, estos dos FT no son necesarios
para la regulacion de SOD1, SOD2, SRX1, TSA1 y TSAZ2 (Briones-Martin-del-
Campo et al. 2008, Gutiérrez-Escobedo et al. 2013 y 2020, y datos no publicados).
Aun cuando estos FT regulan la respuesta general de estrés en C. glabrata, no son
esenciales para la virulencia de la levadura in vivo (Roetzer et al. 2008 y datos no

publicados).

En este trabajo nos enfocamos en estudiar la participacién de Msn2 y Msn4 en la
respuesta a estrés en C. glabrata. Primero hicimos un analisis bioinformatico de las
secuencias de las proteinas Msn2 y Msn4 de C. glabrata y S. cerevisiae para
determinar si los dominios regulatorios de ambas proteinas se encuentran
conservadas._Posteriormente, dado que no se conoce como se regulan MSN2 y
MSN4 y a qué sefales podrian responder, construimos fusiones transcripcionales

entre los promotores de estos genes y el gen reportero GFP. Con lo anterior,



determinamos la expresion transcripcional basal y en presencia de posibles
inductores de MSN2 y MSN4. Ademas, este analisis se realizé en ausencia de Msn2
y Msn4. Finalmente, para saber si Msn2 y Msn4 son necesarios para la
supervivencia de C. glabrata a H202, ZnSOQO4, Fluconazol, CdSO4 y altas
temperaturas (37°C y 42°C), expusimos a las cepas BG14, msn2A, msn4A'y msn2A
msn4A a exposicion cronica con los agentes anteriormente mencionados. Nuestros
resultados nos sugieren que la regulacion y participaciéon de Msn2 y Msn4 en la
respuesta a diferentes tipos de estrés son diferentes a las de S. cerevisiae y, por lo
tanto, divergieron en C. glabrata para participar en la virulencia de este hongo

patdgeno oportunista.



Materiales y Métodos

1. Medios de cultivo y cepas
1.1. Medios de cultivo para bacterias

Las cepas bacterianas se incubaron a 30°C y se utiliz6 el medio Luria-Bertani (LB):
extracto de levadura (5 g/L), triptona (10 g/L) y NaCl (5 g/L). A este medio LB se le
afiadioé 50 ug/ml carbenicilina (Gold Biotechnology®) (Cb50). Para prepar medio LB
sélido se le anadi6é agar (15 g/L). Para bacterias electrocompentes se utilizo el
medio LB bajo en sal extracto de levadura (5 g/L), triptona (10 g/L) y NaCl (1 g/L).
Para recuperar las células electrocompetentes se utilizé el medio SOC: extracto de
levadura (5 g/L), triptona (20 g/L), NaCl (10 mM), KCI (2.5 mM), MgSO4 (10 mM),
MgCl2 (10 mM) y glucosa (20 mM).

1.2. Cepas utilizadas en esta tesis.

Las cepas bacterianas utilizadas en este trabajo se describen en la Tabla 1. Las

cepas de levaduras utilizadas en este estudio se describen en la Tabla 2.
1.3. Maedios de cultivo para levaduras

Todas cepas de levadura se incubaron a 30°C y se crecieron en diferentes medios.
Medio YPD es extracto de levadura (10 g/L), peptona (20 g/L), glucosa (20 g/L) y
uracilo (25 mg/L). El medio YPD para los ensayos de sensibilidad cronica a agentes
generadores de estrés se suplementé con: H>O> (Sigma-Aldrich®): 15, 20, 25 y 30
mM, CdSO4 (Sigma-Aldrich®): 0.08, 0.15, 0.20 y 0.25 mM, ZnSO4 (Sigma-Aldrich®):
10, 15, 20 y 30 mM y Fluconazol (Difulcan de Pfizer®): 8, 16, 32 y 64 ug/mL. Medio
YPG es extracto de levadura (10 g/L), peptona (20 g/L), glicerol (20 g/L) y uracilo
(25 mg/L). Medio CAA 2% glucosa es base nitrogenada de levadura sin amonio (1.7



g/L), sulfato de amonio (5 g/L), casaminoacidos (6 g/L) y glucosa (20 g/L). El medio
CAA 2% glucosa se suplementé para citometria con: H202 (Sigma-Aldrich®) 5 mM,
CdSOs4 (Sigma-Aldrich®) 0.5 mM, ZnSOs (Sigma-Aldrich® 1 mM, Fluconazol
(Difulcan de Pfizer®) 8 pg/mL, Rapamicina (Sigma-Aldrich®) 200 ng/mL y NaCl
(Fisher Scientific®) 0.5 M. Medio CAA 3% glicerol es CAA con glicerol (3%). Medio
CAA 3% etanol es CAA con etanol absoluto (3%). Para los medios solidos se anadié
agar (20 g/L).

2. Plasmidos y Oligonucledétidos

Los plasmidos utilizados en este trabajo se describen en la Tabla 3. Los
oligonucledtidos utilizados en este trabajo se describen en la Tabla 4. Los

oligonucledtidos son de Integrated DNA Technologies, Inc.

3. Aislamiento de plasmidos

La extraccion de plasmidos se realizé con el kit de ZymoBIOMICS™ DNA Miniprep
con las condiciones del fabricante.

4. Extracciéon de DNA gendémico de C. glabrata

Las cepas se incubaron en medio YPD a 30°C durante 24Hrs. Las células se
colectaron por centrifugacion y se resuspendieron en 500 uL de la solucion A que
contiene (Tris 0.05 M, EDTA 0.01 M, NaCl 0.15 M, SDS 1% y Tritén 1%). Se
agregaron 500 pL de la mezcla fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (24:24:1) (Fluka
Biochemica®) y se incubaron durante 30 minutos a 44°C, agitando ocasionalmente.
Se centrifugd y se colecto la fase acuosa. A esta fase se le afiadié 50 yL de la
solucién A sin detergente y con RNasa (AMBION®) y se incubé a 44°C durante 30
minutos. Para precipitar el DNA, se agregd 15 yL de NaCl 5 M y un volumen de
etanol frio al 100%. La pastilla de DNA se lavé con etanol frio al 70%, se secé a
temperatura ambiente y se resupendi6 en Tris 10 mM con RNAasa.



5. Cuantificacion de DNA

El DNA se cuantifico por espectrometria con el equipo NANODROP 2000

(ThermoScientific®).

6. Amplificacion de DNA por PCR

Para hacer las fusiones transcripcionales entre la region promotora y la terminadora
de MSN2y de MSN4 con el ORF de GFP (Green Fluorescent Protein) se utilizé la
técnica de PCR de fusion (Kuwayama, et al., 2002; Cha-aim, et al., 2012). Para
amplificar los fragmentos individuales se utilizé la iProof High-Fidelity DNA
Polymerase (Bio-Rad Laboratories, Inc.) de acuerdo con las condiciones del
fabricante. Las condiciones fueron las siguientes: 98°C por 1:00 min, 98°C por 0:20
min, 70°C por 0:20 min, 72°C por 0:22 min, 30 ciclos, 72°C por 5:00 min y 12°C por
5:00 min. Para fusionar los tres fragmentos se utilizé el Expand Long Template PCR
System con el Buffer 2 (Roche®) de acuerdo con las condiciones del fabricante.
Todos los productos de PCR se visualizaron en geles de agarosa al 0.8%. Los geles
se corrieron en una camara de electroforesis Bio-Rad Laboratories, Inc., a 110 V
durante 45 minutos. Los productos de PCR se purificaron de gel con el kit QIAquick
Gel Extraction de QIAGEN®.

7. Extraccion de DNA con fenol:cloroformo:isoamilico

Para poder eliminar sales y proteinas del DNA, a la muestra se le agrego acetato
de amonio y se extrajo con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (24:24:1) (Fluka
Biochemica®). A la fase acuosa se le afadié 1 uL de glucégeno (Roche®) y el DNA
se precipitdé con etanol frio al 100%. La pastilla de DNA se lavé con etanol frio al
70%. El DNA se resuspendio en Tris 10 mM.



8. Reacciones de restriccion y ligacion

Para las reacciones de restriccion y ligacidn se utilizaron enzimas y buffers de New
England BioLabs, Inc. Las reacciones de restriccion para plasmidos se realizaron a
37°C durante 2 horas. Los productos de PCR de fusion se digirieron y se purificaron
por extraccion con fenol:cloroformo:isoamilico y precipitacion con acetato de
amonio y etanol. Para las reacciones de ligacion se utilizaron enzimas y buffers de
Thermoscientific. Las ligaciones se incubaron a 22°C durante toda la noche. Las
ligaciones se purificaron por extraccion con fenol:cloroformo:isoamilico y

precipitacion con acetato de amonio y etanol.

9. Transformacién de plasmidos en Escherichia coli

La transformacién de plasmidos y ligaciones en la cepa DH10 (Tabla 1) se hizo por
electroporacién. Las transformantes se seleccionaron en cajas de LB Cb50 y se

incubaron a 30°C durante una noche.

10. Transformacion genética de C. glabrata

Para la transformar células de C. glabrata se utilizé el método de transformacion
con acetato de litio (LiIAcO) (Castafio et al., 2003; Gietz, et. al., 1992). Las
transformantes se seleccionaron en cajas de CAA 2% glucosa y se incubaron a
30°C durante 48 horas. Las transformantes se purificaron en cajas de CAA 2%
glucosa y se confirmo su funcidon mitocondrial en cajas de YPG. Las cepas
transformadas se guardaron a -80°C en glicerol 15%.

11.Ensayos de sensibilidad con exposiciéon crénica

Las cepas BG14, msn2A, msn4A'y msn2A msn4A se inocularon en 5 mL de medio

YPD durante una noche a 30°C. Se tomaron 5 pL del cultivo y se diluyeron en 5 mL
de medio fresco YPD y se incubaron a 30°C durante 48 horas. Las células se



lavaron con agua estéril y se ajusto la densidad celular a 1x107 células/mL (ODsoonm
0.5). Se hicieron diluciones logaritmicas y se platearon 5 yL de cada dilucion en
cajas de YPD con diferentes concentraciones de los compuestos generadores de
estrés (ver medios de cultivo para levadura). Las cajas se incubaron a 30°C. Para
el estrés por temperatura, las cajas se incubaron a 30, 37 y 42°C. Todas las cajas
se monitorearon durante 24, 48 y 72 horas.

12. Analisis de expresidén transcripcional de MSN2 y MSN4 por citometria de

flujo

Las cepas BG14, msn2A, msn4A, msn2A msn4A y trx2A transformadas con los
plasmidos pGFP::3'UTRHis3, pPMSN2::GFP::3UTRusn2y pPusn4::GFP::3’'UTRusn4
se inocularon en 5 ml de CAA 2% glucosa durante 48 horas a 30°C. Los cultivos se
diluyeron en 5 mL de medio fresco CAA 2% glucosa y en 5 mL de CAA con los
diferentes agentes generadores de estrés ajustando la densidad celular a 4x108
células/mL (ODsoonm 0.2). Los cultivos diluidos se colocaron en agitacion constante
a 30°C. La expresion de MSN2 y MSN4 se determiné en un BD FACS Calibur™ a
las 0 horas (cultivos sin diluir)y 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12 y 24 horas después de la dilucion

en medio fresco.

13.Curvas de crecimiento

Las cepas BG14, msn2A, msn4A, msn2A msn4A y trx2A transformadas con los
plasmidos pGFP::3'UTRHis3, pPMSN2::GFP::3UTRusn2y pPusn4::GFP::3’'UTRusn4
se inocularon en 5 ml de CAA 2% glucosa durante 48 horas a 30°C. Los cultivos se
diluyeron en 5 mL de CAA 2% glucosa y en 5 mL de CAA con los diferentes agentes
generadores de estrés, ajustando la densidad celular a 4x108 células/mL (ODsoonm
0.2). Los cultivos diluidos se colocaron en agitacion constante a 30°C. Se midio la
densidad optica (ODsoonm) a las 0 horas (cultivos sin diluir) y 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12y

24 horas después de la dilucién en medio fresco.



14. Analisis bioinformatico de Msn2 y Msn4

Las secuencias de ScMsn2 y ScMsn4 de S. cerevisiae se obtuvieron de la base de
datos SGD (https://www.yeastgenome.org) y las de CgMsn2 y CgMsn4 de C.
glabrata de la base de datos CGD (http://www.candidagenome.org). Los
alineamientos se hicieron por el método de ClustalW (Higgins, et. al., 1996) con el

programa MacVector (Accelrys).

15. Andlisis estadisticos

Para los analisis estadisticos se uso la prueba de Kolmogorov-Smirnov para evaluar
la normalidad de los datos considerando un valor de p<0.05 como significativa. Las
diferencias estadisticas se evaluaron por una ANOVA de dos vias y un post-test de
Tukey considerando un valor de p<0.05 como significativa. Se realizé con el

programa GraphPad Prism v9.
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Resultados

Msn2 y Msn4 son factores de transcripcion de respuesta a estrés general (Estruch
y Carlson 1993, Martinez-Pastor et al. 1996). Para entender con mayor profundidad
su participacion en la respuesta a estrés, decidimos determinar como se regula la
expresion transcripcional de MSN2 y MSN4. Para ello, realizamos un analisis
bioinformatico de las secuencias de Msn2 y Msn4 (Figura 1). Ademas, las cepas
BG14 (parental), msn2A, msn4A y msn2A msn4A se transformaron con los
plasmidos pPusn2::GFP::3'UTRumsnz y pPmsna::GFP::3'UTRumsn4 (Figura 2 y 3). Las
cepas con los plasmidos reporteros se crecieron en CAA 2% glucosa y se diluyeron
en CAA con diferentes agentes generadores de estrés. La expresidn transcripcional

de cada gen se determin6 en un FACS (ver Materiales y Métodos).

Homologia de Msn2 y Msn4 de C. glabrata con S. cerevisiae

S. cerevisiae es el organismo mas cercano filogenéticamente a C. glabrata y los
factores de transcripciéon Msn2 y Msn4 se han descrito con detalle en S. cerevisiae.
Debido a esto, hicimos un analisis bioinformatico de las secuencias de las proteinas
Msn2 y Msn4 de ambos organismos. Encontramos que el porcentaje de identidad
a lo largo de toda la proteina es bajo (Figura 1A y Suplementaria 1), sin embargo,
no es asi cuando se analizan los dominios individuales de estas proteinas: la sefal
de exportacion nuclear (NES), el dominio de homologia 1 (HD1) que es el
componente funcional de NES, la sefial de localizacion nuclear (NLS) y el dominio
de unién a DNA (DBD) (Figura 1). El dominio NES tiene bajo porcentaje de identidad
entre Msn2 y Msn4 en ambos microorganismos, pero, se conservan los residuos
importantes para su funcién entre ScMsn2 y CgMsn2 (Figura 1B). En cambio, el
dominio NES de CgMsn4 parece que es el que mas ha divergido. Lo mismo sucede
con el dominio HD1 entre ScMsn4 y CgMsn4, pero este dominio esta mas
conservado entre ScMsn2 y CgMsn2 (Figura 1C). El dominio que mas ha divergido

es el NLS, ya que en cada factor de transcripcién cambia 1 aminoacido de los 4
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aminoacidos importantes para la funcion del NLS (Figura 1D). En cambio, el
dominio DBD es el que presenta mayor porcentaje de identidad y se conservan los
residuos importantes para su funcion (Figura 1E). Estos datos nos sugieren que a)
la funcién del dominio NES y HD1 de ScMsn2 pudiera estar conservada en
CgMsn2, b) la funcion del NLS pudiera no estar conservada entre Msn2 y Msn4 de
S. cerevisiae y C. glabrata, c) el DBD es el que debe de estar mediando la union de
CgMsn2 y CgMsn4 al DNA y posiblemente reconozcan la secuencia STRE

(AGGGG) y d) que Msn4 parece ser la proteina que mas ha divergido entre ellas.

Expresion transcripcional de MSN2 y MSN4 en presencia de estrés oxidante

Se ha descrito que Msn2 y Msn4 participan en la respuesta a estrés oxidante
(Cuellar et al. 2008, Rodrigues et al. 2014, Briones-Martin-del-Campo et al. 2014).
Para determinar si la expresion transcripcional de MSN2 y MSN4 se induce en
presencia de estrés oxidante, las cepas BG14 (parental), msn2A, msn4A'y msn2A
msn4A transformadas con pGFP::3UTRuis3, pPusn2::GFP::3UTRusn2 Y
pPusn4::GFP::3'UTRwumsn4 se crecieron en presencia de H2O25 mM. La expresion de
MSNZ es la misma en todas las cepas incluyendo el plasmido control sin promotor
(Figura  3). Confirmamos por secuenciacion que el plasmido
pPusn2::GFP::3'UTRumsn2 no tuviera mutaciones en la region promotora ni en GFP.
Este resultado indica que a) el promotor de MSNZ2 no tiene actividad, b) la region
intergénica entre MSN2 y un ORF no anotado, no contiene el promotor de MSN2,
c) el promotor podria estar localizado dentro el ORF no anotado o en la region
intergénica entre LYS7 y el ORF no anotado (Figura 2C) o d) la regulacion de Msn2
es postranscripcional.

Por el contrario, la expresiéon de MSN4 en BG14 y msn2A en el To es alta y se
induce en la primera hora después de la dilucion en medio fresco (Figura 4A). A
partir de la primera hora, la expresion de MSN4 disminuye hasta las 6 horas y se
mantiene en valores bajos de expresién (Figura 4A). No hay diferencia en la
expresion de MSN4 en BG14 y msn2A en medio en ausencia o presencia de H20o.
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Estos datos sugieren que la expresion de MSN4 a) no esta regulada por Msn2, b)
debe de haber un activador que induce la expresion de MSN4, y un represor que
reduce la expresion de MSN4 o el activador pierde actividad, y c) el estrés oxidativo

no induce la expresiéon de MSN4.

A pesar de que la cinética de expresion de MSN4 en las cepas msn4A y msn2A
msn4A es similar que en la BG14 o msn2A en ausencia o presencia de H20g,
encontramos las siguientes diferencias: empiezan en el T alta y se inducen en la
primera hora después de la dilucion en medio fresco (Figuras 4B y 4C), luego,
disminuye hasta las 6 horas y se mantiene en valores bajos de expresion; la
expresion de MSN4 en las mutantes msn4A y msn2A msn4A es mucho mas alta
que en la BG14 y msn2A (Figura 4A). Estos resultados sugieren que MSN4 podria

autorregularse negativamente.

Expresion transcripcional de MSN4 en presencia de estrés nutricional

Dado que el pPusn2::GFP::3'UTRusn2 no tiene actividad transcripcional, nos
enfocamos en analizar solo la expresion transcripcional de MSN4. Primero
analizamos la expresion de MSN4 en presencia de estrés nutricional. Las cepas
BG14, msn2A, msn4A y msn2A msn4A transformadas con pGFP::3’'UTRuis3 y
pPusna::GFP::3’'UTRusns se crecieron en CAA con diferentes fuentes de carbono:
a) fermentable: reducido en glucosa (0.2%) y b) no fermentables: glicerol (3%) y
etanol (3%). Las cepas se crecieron como esta descrito en la leyenda de la Figura
3 pero con las fuentes de carbono arriba mencionadas (ver Material y Métodos).

En CAA 0.2% glucosa, la expresion de MSN4 en las cepas BG14 y msn2A se
comporta igual durante las primeras dos horas que en medio rico en glucosa (2.0%):
en el To la expresion es alta y se induce en la primera hora después de la dilucion
en medio fresco reducido en glucosa y partir de la primera hora, la expresion de
MSN4 disminuye hasta las 6 horas y se mantiene en valores bajos de expresion.
Sin embargo, a partir de la segunda hora, la expresion de MSN4 se mantiene alta
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constitutiva comparada con las cepas en medio rico en glucosa (2%) (Figura 5A).
Ademas, nuevamente observamos que la expresiéon de MSN4 en las cepas msn4A
y msn2A msn4A es mucho mas alta que la BG14 y la msn2A (Figuras 5B y 5C).
Estos datos confirman que MSN4 podria estar autorregulandose negativamente y
sugieren que a) debe de existir un activador que induce la expresion de MSN4 y
que mantiene la expresion de MSN4 alta constitutiva en estrés nutricional y b) el

activador no pierde su actividad durante el estrés nutricional.

Expresién transcripcional de MSN4 en presencia de estrés nutricional por
fuentes de carbono no fermentables

Las cepas BG14, msn2A, msn4A y msn2A msn4A transformadas con
pGFP::3’'UTRHis3 ¥ pPwmsns::GFP::3’'UTRmsnvs se crecieron en CAA como esta
descrito en la leyenda de la Figura 3 pero en 3% glicerol como fuente de carbono

no fermentable (ver Material y Métodos).

En CAA 3% dglicerol, las cepas BG14 y msn2A se comportan igual durante la
primera hora que en medio rico en glucosa (2%): en el To la expresion es alta y se
induce en la primera hora después de la dilucion en medio fresco CAA 3% glicerol,
pero a partir de la segunda hora, la expresion de MSN4 se mantiene alta constitutiva
que en CAA glucosa 2% (Figura 6A). Nuevamente observamos que los niveles de
expresion de MSN4 en las cepas msn4A'y msn2A msn4/A son mucho mas altos que
la BG14 y la msn2A (Figuras 6B y 6C). La expresion en CAA 3% glicerol se
mantiene alta constitutiva mas tiempo que en CAA 0.2% (Figuras 5B y 5C). Estos
datos indican que a) la expresion de MSN4 es aun mayor en una fuente no
fermentable de carbono, b) el activador que induce la expresion de MSN4 se
mantiene activo en presencia de glicerol y el activador no pierde su actividad

durante el estrés nutricional.

En cambio, la cinética de expresion de MSN4 en las cepas BG14, msn2A, msn4A
y msn2A msn4A transformadas con pGFP::3'UTRHis3y pPusns::GFP::3’'UTRusns €N
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CAA 3% etanol es diferente (Figura 7). La expresion de MSN4 oscila en todas las
cepas. Hay picos de induccién a las 2, 6 y 10 horas (Figura 7). Al igual que en los
experimentos anteriores, observamos que los niveles de expresiéon de MSN4 en la
msn4A 'y msn2A msn4A son mucho mas altos que la BG14 y la msn2A (Figuras 7B
y 7C). Estos datos sugieren que a) las oscilaciones en la expresion de MSN4 son
independiente de MSN2 y MSN4 y b) puede existir un factor transcripcional que

actué como represor o activador de la expresiéon de MSN4.

Expresion transcripcional de MSN4 en presencia de farmacos

Existen diversos farmacos que pueden generar dafio a los hongos patégenos.
Dentro de estos farmacos, algunos se utilizan especificamente para el tratamiento
de infecciones causadas por hongos como los antifungicos azdlicos (fluconazol)
(Shafiei et. al. 2020). Otros farmacos no son especificamente antifungicos, sin
embargo, también generan dafio a los hongos patdgenos: un ejemplo es el
inmunosupresor rapamicina que inhibe a la via TOR que es importante para
detectar los cambios en la disponibilidad de nutrientes (especificamente de
aminoacidos) y esta involucrada en el control del crecimiento y envejecimiento
celular (Loewith y Hall, 2011). La via TOR en S. cerevisiae es una de las vias que
regula la actividad de Msn2 y Msn4 y controla la entrada de Msn2 y Msn4 al nucleo.
Debido a que ambos farmacos generan estrés celular, analizamos la expresion de
MSN4 en presencia de fluconazol y rapamicina. Las cepas BG14, msn2A, msn4A
y msn2A msn4A transformadas con pGFP::3’'UTRHis3 y pPusn4::GFP::3'UTRusn4 se
crecieron en CAA en presencia de 8 pg/ml fluconazol y 200 ng/mL rapamicina (ver
Material y Métodos). La expresion de MSN4 en presencia de fluconazol en las
cepas BG14, msn2A, msn4A y msn2A msn4A no cambia y tiene la misma cinética
de expresion que en presencia de H20:2 (Figura 4 y 8). Estos resultados indican que

Msn4 no cambia su expresion en respuesta a estrés por fluconazol.

En presencia de rapamicina, la expresion de MSN4 en las cepas BG14 y msn2A se

comporta igual durante la primera hora que en un medio sin rapamicina: en el To la
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expresion es alta y se induce en la primera hora después de la dilucién en medio
con rapamicina. Pero, a partir de la primera hora, la expresion de MSN4 se
mantiene alta constitutiva de igual manera que en presencia de CAA 3% glicerol
(Figuras 6A y 9A). La expresion de MSN4 en las cepas msn4A es aun mas alta que
en las cepas BG14 y msn2A (Figuras 9B y 9C). Sin embargo, la expresion de MSN4
en msn2A msn4A no es igual que en la msn4A. Estos datos indican que a) la
expresion de MSN4 es mayor al inhibir la via TOR, b) el activador que induce la
expresion de MSN4 se mantiene activo aun al inhibir la via TOR y c) la via TOR
regula negativamente al activador de la expresion de MSN4.

Expresion transcripcional de MSN4 en presencia de estrés por metales

Algunos metales como el cadmio y el zinc en concentraciones altas pueden ser
toxicos para las células (Jacobson et. al. 2017; Bird y Wilson, 2020). Dado que estos
compuestos generan estrés decidimos analizar la expresion de MSN4 en presencia
de estrés por metales. Las cepas BG14, msn2A, msn4A y msn2A msn4A
transformadas con pGFP::3’'UTRmuis3 Yy pPusn4:GFP::3'UTRusng se crecieron en
CAA con 0.5 mM CdSO4 y 1 mM ZnSO4 (ver Material y Métodos). En CAA 2%
glucosa, la expresion de MSN4 en las cepas BG14, msn2A, msn4A'y msn2A msn4A
se comporta igual a lo que se describe de la Figura 3.

En CAA 0.5 mM CdSOQsq, la expresion de MSN4 en las cepas BG14, msn2A y msn4A
se comportan igual durante la primera hora que en CAA 2% glucosa: en el To la
expresion es alta y se induce en la primera hora después de la dilucién en medio
fresco CAA 0.5 mM CdSOg4 (Figuras 10A, 10B y 10C). A partir de la primera hora,
la expresiéon de MSN4 disminuye, pero se mantienen los niveles altos constitutivos
hasta las 6 horas. Después, se vuelve a inducir la expresion de MSN4 a partir de
las 8 horas hasta las 10 horas y se mantiene alta la expresion hasta las 12 horas.
La expresion de MSN4 en las cepas carentes de MSN4 con o sin tratamiento es
alta. La expresion de MSN4 en la msn2A msn4A sugiere que se requiere de Msn2
y Msn4 para la expresion alta en CdSOs (Figura 10C). Estos datos indican que a)
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la expresion de MSN4 se induce en presencia de CdSOs, b) el activador que induce
la expresion de MSN4 se mantiene activo en presencia de CdSO;4 y c) el activador
requiere de la presencia de Msn2 o de Msn4 para poder mantener los niveles altos
constitutivos de MSN4 en presencia de CdSOa.

En cambio, no hay diferencia en la expresion de MSN4 en BG14, msn2A, msn4A'y
msn2A msn4A en medio CAA 1mM de ZnSO4, comparado con medio CAA sin metal
(Figuras 11A, 11B y 11C). Estos datos sugieren que Msn2 ni Msn4 participan en la

regulacion de MSN4 en presencia de ZnSOas.

Expresion transcripcional de MSN4 en presencia de estrés osmético

Se ha descrito que C. glabrata requiere de Msn2 para la tolerancia a estrés
osmotico generado por NaCl (Roetzer et. al. 2008). Analizamos la expresion de
MSN4 en presencia de NaCl con las cepas BG14, msn2A, msn4A'y msn2A msn4A
transformadas con pGFP::3'UTRnis3 ¥ pPumsn4::GFP::3'UTRusn4 Se crecieron en
CAA con 0.5 M NaCl (ver Material y Métodos). En medio CAA 2% glucosa, la
expresion de MSN4 en las cepas BG14, msn2A, msn4A y msn2A msn4A se

comporta igual a lo que se describe de la Figura 3.

En CAA con 0.5M de NaCl, la expresion de MSN4 en las cepas BG14, msn2A,
msn4A'y msn2A msn4A se comportan igual durante las primeras dos horas que en
medio CAA 2% glucosa: en el To la expresion es alta y se induce en la primera hora
después de la dilucion en medio fresco CAA con NaCl (Figuras 12A, 12B y 12C).
Después de la 1 hora, el nivel de expresion de MSN4 baja, pero se mantiene a altos
y se mantiene hasta las 6 horas. A partir de esta hora, aumenta la expresién de
MSN4 con maximo de expresion a las 12 horas. La expresiéon de MSN4 es mayor
en las cepas msn4A y msn2A msn4A. Estos datos nos sugieren que la expresion

de MSN4 se induce por estrés osmoético a partir de las 6 horas.
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Expresion transcripcional de MSN4 en ausencia de TRX2

Se ha descrito que la fosforilacion del NLS mediada por PKA inhibe la entrada de
Msn2 y Msn4 al nucleo y para contrarrestar esta inhibicion, se requiere de
fosfatasas especificas. Se ha observado que peroxiredoxinas y las tioredoxinas
podrian estar participando en la regulaciéon de esta sefalizacion de control de
entrada al nucleo de Msn2 y Msn4 (Bodvard et. al. 2017). Para identificar si Trx2
participa en la regulacion de la expresidon de MSN4 decidimos determinar la
expresion de MSN4 en la cepa trx2A transformada con pPusn4::GFP::3’'UTRusna4.
Las cepas con los plasmidos reporteros se crecieron en CAA 2% glucosa y se
diluyeron en CAA en presencia de H20: y estrés nutricional en CAA 0.2% glucosa
y CAA 3% glicerol y CAA 3% etanol como fuentes de carbono no fermentables (ver
Materiales y Métodos).

En CAA 2.0 % glucosa, la expresion de MSN4 en BG14 y trx2A en el Toes altay se
induce en la primera hora después de la dilucién en medio fresco (Figura 13A). A
partir de la primera hora, la expresion disminuye hasta las 6 horas y se mantiene
en valores bajos de expresion. No hay diferencia en la expresion de MSN4 en BG14
y trx2A en medio con H20: (figura 13A). Este dato sugiere que Trx2 no regula la
expresion de MSN4 en presencia o ausencia de H2Oa.

En general la expresion de MSN4 no se ve afectada por la ausencia de TRX2 tanto
en H20: y estrés nutricional (CAA 0.2% glucosa y CAA 3% glicerol) (Figuras 13B y
13C). El unico efecto claro es que en CAA 3% etanol, la ausencia de TRX2 abate
la induccidn ciclica de MSN4 a partir de las 6 horas (Figura 13D).

Estos datos sugieren que a) la expresion de MSN4 es aun mayor en una fuente no
fermentable de carbono (Figura 7A), b) el aumento de la expresién de MSN4 es
independiente de Trx2 y c) Trx2 podria participar como un regulador positivo
(directa o indirectamente) en la expresién de MSN4 en presencia de etanol.
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Discusion

C. glabrata se le considera un patégeno emergente (Seider et al. 2011). Esto se
debe a que ha desarrollado diferentes estrategias para sobrevivir (Hassan et al.
2021). Una de estas estrategias es la alta resistencia al estrés oxidativo en la que
participan mecanismos de defensa enzimaticos y no enzimaticos, que en conjunto
forman la REO (Cuéllar-Cruz et al. 2008 y 2009, Brunke et al. 2010, Gutiérrez-
Escobedo et al. 2013 y 2020, Briones-Martin-del-Campo et al. 2014 y 2015). En la
REO se han descrito los factores de transcripcion Msn2 y Msn4. En este trabajo
estudiamos como se regulan MSN2 y MSN4 en la respuesta a estrés general en C.
glabrata.

En este estudio, nosotros encontramos que los dominios funcionales de Msn2 y
Msn4 se encuentran conservados, y que Msn4 es la proteina que mas ha divergido
entre C. glabratay S. cerevisiae. Ademas, identificamos que el promotor de MSN2
tiene una expresion muy baja constitutiva y en cambio, el promotor de MSN4 tiene
una expresion alta constitutiva y se autorregula. Sin embargo, también observamos
que la expresion del promotor de MSN4 solo responde a condiciones de estrés
nutricional y no en presencia de H2:02, ZnSO4 y Fluconazol. Finalmente,
identificamos que Msn2 y Msn4 no son necesarios para la resistencia de C. glabrata

a H202, ZnSOq4, Fluconazol, CdSO4 ni altas temperaturas.

CgMsn2 /| CgMsn4 y ScMsn2 /| ScMsn4 divergieron

Los factores de transcripcion Msn2 y Msn4 se describieron por primera vez en S.
cerevisiae como proteinas tipo dedos de zinc (Estruch y Carlson 1993, O brien et
al. 1995). ScMsn2 y ScMsn4 presentan cuatro dominios: la sefial de exportacion
nuclear (NES), el dominio de homologia 1 (HD1) que es el componente funcional
de NES, la sefial de localizacion nuclear (NLS) y el dominio de unién a DNA (DBD)
(Figura 1A) (Martinez-Pastor et al. 1996, O brien et al. 1995, De Wever et al. 2005,
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Gorner et al. 2002, Boy-Marcotte et al. 1998). CgMsn2 y CgMsn4 también
presentan los cuatro dominios funcionales de S. cerevisiae; sin embargo, la
homologia a lo largo de toda la proteina es baja entre Msn2 y Msn4 de S. cerevisiae
y C. glabrata (Cuéllar-Cruz et al. y Roetzer et al. en el 2008 (Figura 1A). Ademas,
Msn4 de ambos organismos es la proteina que mas ha divergido (Figura 1A).

La funcidn del dominio NES y HD1 de ScMsn2 esta conservada en CgMsn2, ya que
se conservan los aminoacidos que, al fosforilarse, permiten la exportaciéon nuclear
de la proteina (Figura 1B y 1C). Por el contrario, la funcion del NLS no esta
conservada entre Msn2 y Msn4 de S. cerevisiae y C. glabrata, por lo que la via de
sefalizacion de entrada al nucleo puede ser diferente y, por tanto, pudiera
responder a diferentes estimulos de estrés (Figura 1D). A pesar de esto, el DBD se
encuentra altamente conservado y posiblemente reconozcan la secuencia STRE
(AGGGG), como lo descrito por diversos autores que analizaron la secuencia del
dedo de zinc de S. cerevisiae y C. glabrata (Figura 1E) (Sadeh et al. 2012, Cuéllar-
Cruz et al. 2008, Estruch y Carlson 1993, Eom et al. 2016, Razin et al. 2012,
Rajvanshi et al. 2017).

El analisis bioinformatico ha sido importante, sin embargo, es necesario hacer un
analisis estructural de cada FT mediante simuladores. La presencia de cambios en
la secuencia de aminoacidos puede no afectar sustancialmente la estructura y por

lo tanto la funcion de Msn2 y Msn4.

El promotor de MSN2 no contiene elementos regulatorios que respondan a

xenobioticos

ScMsn2 y ScMsn4 son FTs con funciones redundantes, es decir, que pueden
compensarse uno al otro. A pesar de esto, se regulan de forma diferente lo que les
confiere propiedades diferentes (Chapal et al. 2019). Por este motivo, entender
como se regula la expresion de CgMSN2 y CgMSN4 nos permiti6 conocer su
posible participacidén en diferentes condiciones de estrés.
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Con respecto a MSNZ2, identificamos que su promotor tiene una expresion muy baja
constitutiva, similar al control sin promotor (Figura 3). Una posible explicacion es
que no clonamos el promotor completo, sin embargo, clonamos una region
intergénica de 0.708 kb donde deberia de estar el promotor de CgMSN2 (Figura 2A
y 2C). Se ha descrito que el promotor de ScMSN2 se encuentra dentro de 0.5 kb,
lo que hace que MSNZ2 forme parte del 2% de los genes con promotores largos de
S. cerevisiae (Chapal et al. 2019). Esto indica que el promotor de CgMSNZ2 puede
ser aun mucho mayor que el de S. cerevisiae. Otra posibilidad es que el promotor
de CgMSNZ2 pudiera estar ubicado no en la region intergénica, sino que se
encuentre localizado dentro del ORF no anotado al 5°de CgMSN2 o localizado en
la region intergénica entre LYS7 y este ORF (Figura 2C). Es posible también que la
regulacion de CgMSN2 sea a nivel postranscripcional. La clonacién de diferentes
regiones al 5°"de CgMSNZ2 es importante para identificar la region promotora o bien

considerar vias de regulacidn postranscripcional de CgMsn2.

CgMSN4 tiene una expresion alta constitutiva, se autorregula y solo responde

a condiciones de estrés nutricional

ScMsn4 ha sido poco estudiado, ya que se ha descrito que su funcion es
redundante con ScMsn2 aun cuando hay experimentos que indican lo contrario.
Consistente con esto, datos de nuestro laboratorio indican que CgMsn2 y CgMsn4

no son completamente redundantes.

CgMSN4 tiene una expresion alta constitutiva desde a lo largo de la curva de
crecimiento (de 0 a 12 horas) (Figura 5). Este dato es consistente con que la
maxima expresion de ScMSN4 se da durante la fase estacionaria y asi se mantiene
en esta fase (Chapal et. al. 2019). El incremento en la expresion CgMSN4 es aun
mayor en las cepas msn4A y msn2A msn4A (Figura 5B y 5C). Por una parte,
sugerimos la existencia de un activador de CgMSN4 que se encuentra presente
durante la fase de crecimiento con o en ausencia de estrés. Por otro lado, CgMSN4
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se autorregula negativamente. Esto indica que debe de haber una interaccién y un
balance entre el activador y CgMsn4 y asi regular la expresiéon de CgMSN4.

Ademas de que la expresion de CgMSN4 se mantiene alta constitutiva en
condiciones sin estrés, también encontramos que esta expresion se incrementa en
condiciones de estrés. Hay un incremento aun mayor en presencia de estrés
nutricional (glicerol y etanol) (Figura 6 y 7). En ambas fuentes de carbono no
fermentables se ha determinado la participacion de ScMsn2 y ScMsn4 (Vamvakas
et. al. 2019, Watanabe et. al. 2011, Rep et. al. 2000, Inoue et. al. 2011). Sin
embargo, el patron oscilatorio en la expresion CgMSN4 en presencia de etanol no
se ha descrito. Por lo que sugerimos que, en presencia de etanol, puede existir un
factor transcripcional que sea responsable de la expresion ciclica de CgMSN4.

ScMsn2 y ScMsn4 se han descrito como FTs en respuesta a estrés oxidativo, sin
embargo, la expresion de CgMSN4 no cambia en presencia de H2O- (Figura 5).
Esto no se contrapone con lo previamente descrito que ambos FTs participan de
forma importante en la respuesta y adaptacion a estrés oxidativo (Cuéllar-Cruz et
al. 2008).

Consistente con lo anterior, agentes generadores de estrés como Fluconazol y
ZnS04, tampoco indujeron cambios significativos en la expresion de CgMSN4
(Figura 8 y 11). Al contrario, se ha descrito que ScMsn2 y ScMsn4 participan en
condiciones de estrés por falta de zinc y no por un incremento en su concentracion
(Gauci et. al. 2009).

CgMsn4 es el FT que mas ha divergido comparado con ScMsn2 y ScMsn4 y esto
apoya la evidencia de que su regulacion como la participacidén en diferentes tipos
de estrés sea diferente a ScMsn2 y ScMsn4. Es importante identificar posibles
activadores o represores de su expresion, ademas de estudiar su expresion en

diferentes fondos genéticos de C. glabrata.
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CgMsn2 y CgMsn4 no son necesarios para la resistencia a diferentes
condiciones de estrés

C. glabrata es el segundo patogeno aislado con mayor frecuencia en infecciones
sanguineas intrahospitalarias (Singh et al. 2020, Seider et al. 2011, Toda et al.
2019). Esto indica que es importante conocer los mecanismos que le permiten a C.

glabrata ser un patdégeno exitoso.

En base a nuestros experimentos que realizamos utilizando mutantes sencillas y la
doble mutante de los genes CgMsn2 y CgMsn4 podemos concluir que no son
necesarios para la supervivencia in vitro de C. glabrata a condiciones de estrés por
H202, ZnS0O4, Fluconazol, CdSO4 ni altas temperaturas (42°C y 45°C) (Figura
Suplementaria 2). Estos datos se relacionan con lo que se ha demostrado en
modelos de virulencia murinos y de insectos (Drosophila melanogaster), en donde
CgMsn2 y CgMsn4 no se requieren para la virulencia in vivo (Roetzer et al. 2008 y
datos de nuestro laboratorio).

El hecho de que ambos FTs no sean fundamentales para la supervivencia, no
significa que no sean importantes, ya que, el hecho de que participen como
reguladores de la respuesta general a estrés nos indica que su participacién ha
permitido que C. glabrata sea considerada actualmente como un patdgeno

emergente.
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Conclusiones

C. glabrata es un hongo patdégeno que ha desarrollado diferentes estrategias para
sobrevivir (Seider et al. 2011, Hassan et al. 2021). Una de las estrategias de
supervivencia de C. glabrata es la alta resistencia al estrés oxidante en la que se
han identificado la participacion de los FTs CgMsn2 y CgMsn4. Ambos FTs se
describieron por primera vez en S. cerevisiae. En este trabajo identificamos que la
regulacion y participacion de CgMsn2 y CgMsn4 en la respuesta a diferentes tipos
de estrés son diferentes a las de S. cerevisiae. Esto indica que CgMsn2 y CgMsn4
divergieron en C. glabrata para participar en la virulencia de este hongo patégeno

oportunista.
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Tablas

Tabla 1. Cepas de Escherichia coli

Cepa

Genotipo

Referencia

DH10

F-mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
®80AlacZ AM15 AlacX74 deoR recA1
endA1 araD139 A(ara,leu)7697 galU
galK & rpsL nupG

(Calvin y Hanawalt, 1988)

4500

F-mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
®80AlacZ AM15 AlacX74 deoR recA1
endA1 araD139 A(ara,leu)7697 galU
galK A rpsL nupG
pRH1 AmpR

Este trabajo

4501

F-mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
®80AlacZ AM15 AlacX74 deoR recA1
endA1 araD139 A(ara,leu)7697 galU
galK A rpsL nupG
pRH2 AmpR

Este trabajo

4502

F-mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
®80AlacZ AM15 AlacX74 deoR recA1
endA1 araD139 A(ara,leu)7697 galU
galK & rpsL nupG
pRH3 AmpR

Este trabajo
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Tabla 2. Cepas de Candida glabrata

Cepa Parental | Genotipo Referencia
BG14 BG2 ura3A::Tn903 NeoR Ura- (Cormack y
Falkow, 1999)
CGM833 BG14 msn2A::FRT Hyg® Ura (Cuéllar-Cruz
msn2A ura3A::Tn903 NeoR et al., 2008)
CGM835 BG14 msn4A::hph HygR (Cuéllar-Cruz
msn4A ura3A::-Tn903 NeoR et al., 2008)
CGM837 CGM833 msn4A::hph HygR (Cuéllar-Cruz
msn2A msn4A ura3A::-Tn903 NeoR et al., 2008)
CGM910 BG14 ura3A::-Tn903 NeoR (Gallegos-Garcia
pAP353 Ura* et al., 2012)
CGM1923 BG14 ura3A::-Tn903 NeoR (Gutiérrez-
pCV37 Ura* Escobedo et al.,
2020)
CGM4179 BG14 ura3A::-Tn903 NeoR Este trabajo
pRH1 Ura*
CGM4181 BG14 ura3A::-Tn903 NeoR Este trabajo
pRH3 Ura*
CGM4195 CGM833 ura3A::-Tn903 NeoR Este trabajo
msn2A pRH3 Ura*
CGM4199 CGM835 ura3A::Tn903 NeoR Este trabajo
msn4A pRH3 Ura*
CGM4267 CGM837 ura3A::-Tn903 NeoR Este trabajo
msn2A msn4A pRH3 Ura*
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Tabla 3. Plasmidos usados en este trabajo

pGRB2.0.
[p::GFP::3'UTRuis3]

Plasmidos | Genotipo Referencia
Vectores de clonacioén
pGRB2.0 Vector de clonacion (De Las
pRS406 URA3 CgCEN ARS AmpR Penas et al.,
2003; Zordan
et al., 2013)
Plasmidos para transcripcionales con GFP
pRH1 Producto de PCR de fusion de 1.958 Kb Kpn I/Sac | Este trabajo
(oligonucledtidos 2661/2663) que lleva la region
promotora de MSN2, GFPy la regién 3'UTR de MSN2
clonados en pGRB2.0
[PPumsn2::GFP::3"UTRumsn2]
URA3 CgCEN ARS AmpR
pRH2 Igual que pRH1, diferente aislado Este trabajo
pRH3 Producto de PCR de fusion de 4.001 Kb Kpn I/Sac | Este trabajo
(oligonucledtidos 2665/2667) que lleva a la region
promotora de MSN4, GFP y la region 3'UTR de MSN4
clonados en pGRB2.0
[PPmsn4::GFP::3"UTRusn4]
URA3 CgCEN ARS AmpR
pAP353 Producto de PCR de 0.738 Kb EcoR I/Sal | que lleva a (Gallegos-
GFP y un producto de PCR de 0.397 Kb Xho I/Kpn | Garcia et al.,
que lleva a la region 3'UTR de HIS3 clonados en 2012)
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URA3 CgCEN ARS AmpR

pCV37

Producto de PCR de 4.56 Kb Sac |/BamH | que lleva a
la regidn promotora de CTA1 clonados en pMC14.

[PPcrar::GFP::3’"UTRc7A1]

URA3 CgCEN ARS AmpR

(Gutiérrez-
Escobedo et
al., 2020)
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Tabla 4. Oligonucleétidos usados en este estudio

No. Secuencia Sitios

Oligonucleétidos para fusiones transcripcionales con GFP

GFP

2658 AAAAATGTCTAAAGGTGAAGAATTATTC

2659 TTATTTGTACAATTCATCCATACC

Regién promotora de MSN2

2660 GAATAATTCTTCACCTTTAGACATTTTTCTGTTC
TTGTTGATCTGTGTTTGGTATGGCC

2661 CCGGGTACCGCTTATCACACACAACGGCATGGC Kpn |

Regiéon 3’'UTR de MSN2

2662 GGTATGGATGAATTGTACAAATAATGACAGTGTT
CCTTATTTTATCTAGTTGGCGTTGCT

2663 CAAGAGCTCTCGTTACCGCGGATCTGTTACCAG Sac |

Regién promotora de MSN4

2664 GAATAATTCTTCACCTTTAGACATTTTTGGCAAG
TCTTGTTTATTTTTTACTTT

2665 CCGGGTACCAAAGAGAGAAGAGAAGGGAGTTGT Kpn |
AAGGCC

Regiéon 3'UTR de MISN4

2666 GGTATGGATGAATTGTACAAATAATTAAAGTCTC
GAGCCATTCTTTATTT

2667 CAAGAGCTCTTCGGAGACCATTCCGGTAACACT Sac |

39




B)

9)

D)

E)

Figuras

247 325 585 635 649
sawrz | - Ik
173 251 468 523 537

| - [

222 501 561575
ScMsn4 1| I DBD |szn
418 472486
CgMsnd 4 NLS DBD |541
1002.a.
SeMsn2 247 GNLNSSYFNSLN- IDSMLDDYVSSDLLLND- - - - - - - - - DDDDTNLSRRRFSDV I TNQF 295
CgMsn2 173 SMH- LDTMLDDYLSTELLLNEKPNGSNNNNDDDETVANERRHSEVVTGNT 221
ScMsnd 222 YNLDDTNNDNTNSMQS | LEDFVSSEEALKFMP - - - - - - - - - - DAGRDARRYSEVVTSSF 270
CgMisnd 177 DSL I LNDDDADDEQ-DHDHDQDYDQDQDNFDDS - - = = = = = = - - - AILSGSRRVSKLLS-PT 224
ScMsn2 295 PSMTNSRNS I SHSLDLWNHPKINPSNRNTN 325

CgMsn2 221
Seiend

585

468

4 501

418
SeMsn2 549
CgMsn2 537
ScMsnd 575
CgMsnd 486

INLASARNS | SHGVDFWNVDSHRKRGSNNG 251
PSMTDSRNS I SHS | EFWNLNHKNSSNSKPTQ 301
SLQTDRRASLTQTVELASSNPQTKHANAHE 254

RRFSDVITNQFPSMTNSRNS I SHSLDLWNH
RRHSEVVTGNT INLASARNS | SHGVDFWNV
RRYSEVVTSSFPSMTDSRNS I SHS | EFWNLN
RRVSKLLS-PTSLQTDRRASLTQTVELASS

4

PLMGTVPLTNQQNNISSSSVN- - - - - STGNGAGVTKERRPSYRRK - -SMTPSRRSSVV 635
QSRKS | SGSSGRRRSSAALSMS - - -NFNNNLHFNINASKSNPRRKSKPS I SP-NSSLLSS 523
PTSQAHHAAQHHQQQP TKQATVSPNTRRRKSSSVTLSPT | SHNNNNGKVPVQPRKRKS | TT 567

PVKEFATPMSSRTSVGSLAPS IASNSTTS | RRRRRSAVTPMSSRSSQSLSRRNKS 472
CHICPKSFKRSEHLKRHVRSVHSNERPFACH | COKKFSRSDNLSQH | KTHKKHGD | 704
CHLCSKAFKRSEHLKRHVRSVHSTDRPFSCHLCEKKFSRSDNLSQH | KTHKKSGSTSTTKE 597
CKDCEKAFRRSEHLKRH IRSVHSTERPFACMFCEKKFSRSDNLSQHLKTHKKHGDF 630
CADCDKAFRRSEHLKRHVRSVHSTERPFPCMFCEKKFSRSDNLSQHLKTHKRHGDF 541

41

40

=
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Toda la proteina
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Fig. 1. Alineamientos de los dominios HD1 y DBD de Msn2 y Msn4 de C.
glabrata y S. cerevisiae.

A) Dominios caracterizados de ScMsn2 y ScMsn4 identificados en CgMsn2 y
CgMsn4. Porcentaje de identidad de toda la proteina entre ScMsn2, ScMsn4,
CgMsn2 y CgMsn4 B) Alineamiento y porcentajes de identidad del dominio de la
sefal de exportacion nuclear (NES). Los sitios de identidad se encuentran
sombreados con gris y en negritas. C) Alineamiento y porcentajes de identidad del
dominio de homologia 1 (HD1). Las flechas rojas apuntan los residuos que al ser
fosforilados permiten la exportacion nuclear de la proteina. D) Alineamiento y
porcentajes de identidad del dominio de la sefial de localizacion nuclear (NLS). Las
flechas rojas apuntan los residuos que al ser fosforilados por PKA, impiden la
entrada de Msn2 y Msn4 al nucleo. E) Alineamiento y porcentajes de identidad del
dominio de union a DNA (DBD). Las flechas rojas apuntan a los residuos que
determinan el reconocimiento especifico de la secuencia de DNA (secuencias
STRE).
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Fig. 2
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Fig. 2. Fusiones transcripcionales de los promotores de MSN2 y MSN4 con
GFP.

A) Fusion transcripcional MSNZ2::GFP (pRH1). B) Fusidon transcripcional
MSN4::GFP (pRH3). ColE1 origen de replicacion en E. coli, AmpR gen que codifica
para beta-lactamasa (resistencia a ampicilina), CEN secuencia centromérica y ARS
origen de replicacion para levaduras, URA3 codifica para la descarboxilasa de
orotidina 5fosfato que participa en la biosintesis de uracilo. (Ver Tablas 3 y 4). C)
Locus MSN2. D) Locus MSNA4. Las flechas azules indican a los oligos utilizados
para amplificar la region 5" y el 3" UTR de MSNZ2 (ver Tabla 4). Las flechas naranjas
indican a los oligos utilizados para amplificar la region 5" y el 3° UTR de MSN4.

Tamanos y distancias de los fragmentos estan marcados en kilo bases.
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Fig. 3
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Fig. 3. Expresion transcripcional de MSN2 en estrés oxidativo.

Las cepas BG14 pGFP::3'UTRuis3y BG14 pPusn2::GFP::3'UTRusn2 se crecieron en
CAA durante 48 horas a 30°C. Los cultivos se diluyeron a una ODsoonm 0.2 en medio
fresco en ausencia o presencia de 5mM H20.. La actividad del promotor se midio
mediante citometria de flujo en un FACScalibur®P. Se tomaron muestras a las 0, 1,
2, 4,6, 8 10, 12 y 24 horas. Los experimentos son promedios de triplicados
bioldgicos. Se uso la prueba de Kolmogorov-Smirnov para evaluar la normalidad de
los datos considerando un valor de p<0.05 como significativa. Las diferencias
estadisticas se evaluaron por una ANOVA de dos vias y un post-test de Tukey
considerando un valor de p<0.05 como significativa (ver Material y Métodos). Lineas

continuas indican sin tratamiento y lineas discontinuas indican con tratamiento.
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Fig. 4
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Fig. 4. Expresion transcripcional de MSN4 en estrés oxidativo.

Las cepas BG14, msn2A, msn4A y msn2A msn4A con los plasmidos
pPGFP::3’'UTRHis3y pPusn4::GFP::3'UTRumsn4 se crecieron y se analizaron como esta
descrito en la leyenda de la Figura 3. Lineas continuas indican sin tratamiento y
lineas discontinuas indican con tratamiento. A) Mutante msn2A. B) Mutante msn4A.
C) Mutante msn2A msn4A.
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Fig. 5
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Fig. 5. Expresion transcripcional de MSN4 en estrés nutricional (0.2%
glucosa).

Las cepas BG14, msn2A, msn4A y msn2A msn4A con los plasmidos
pPGFP::3’'UTRHis3y pPusn4::GFP::3'UTRumsn4 se crecieron y se analizaron como esta
descrito en la leyenda de la Figura 3, pero en CAA 0.2% glucosa y sin H20-. Lineas
continuas indican sin tratamiento y lineas discontinuas indican con tratamiento. A)
Mutante msn2A. B) Mutante msn4A. C) Mutante msn2A msn4A.
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Fig. 6
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Fig. 6. Expresion transcripcional de MSN4 en estrés nutricional (3% glicerol).
Las cepas BG14, msn2A, msn4A y msn2A msn4A con los plasmidos
pPGFP::3’'UTRHis3y pPusn4::GFP::3'UTRumsn4 se crecieron y se analizaron como esta
descrito en la leyenda de la Figura 3, pero en CAA 3% glicerol y sin H2O2. Lineas
continuas indican sin tratamiento y lineas discontinuas indican con tratamiento. A)
Mutante msn2A. B) Mutante msn4A. C) Mutante msn2A msn4A.
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Fig. 7
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Fig. 7. Expresion transcripcional de MSN4 en estrés nutricional (3% etanol).
Las cepas BG14, msn2A, msn4A y msn2A msn4A con los plasmidos
pPGFP::3’'UTRHis3y pPusn4::GFP::3'UTRumsn4 se crecieron y se analizaron como esta
descrito en la leyenda de la Figura 3, pero en CAA 3% etanol y sin H20.. Lineas
continuas indican sin tratamiento y lineas discontinuas indican con tratamiento. A)
Mutante msn2A. B) Mutante msn4A. C) Mutante msn2A msn4A.
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Fig. 8
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Fig. 8. Expresion de MSN4 en presencia de Fluconazol.

Las cepas BG14, msn2A, msn4A y msn2A msn4A con los plasmidos
pPGFP::3’'UTRHis3y pPusns::GFP::3’'UTRusns se crecieron como esta descrito en la
leyenda de la Figura 3, pero en presencia de 8 pg/ml Fluconazol y sin H20>. Estos
resultados son producto de un solo experimento. Lineas continuas indican sin
tratamiento y lineas discontinuas indican con tratamiento. A) Mutante msn2A. B)
Mutante msn4A. C) Mutante msn2A msn4A.

55



Fig. 9
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Fig. 9. Expresion de MSN4 en presencia de rapamicina.

Las cepas BG14, msn2A, msn4A y msn2A msn4A con los plasmidos
pPGFP::3’'UTRHis3y pPumsna::GFP::3'UTR msn4 Se crecieron y se analizaron como esta
descrito en la leyenda de la Figura 3, pero en presencia de 200 ng/ml rapamicina y
sin H202. Estos resultados son producto de un sélo experimento. Lineas continuas
indican sin tratamiento y lineas discontinuas indican con tratamiento. A) Mutante
msnZ2A. B) Mutante msn4A. C) Mutante msn2A msn4A.
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Fig. 10
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Fig. 10. Expresion de MSN4 en presencia de 0.5mM de CdSO,.

Las cepas BG14, msn2A, msn4A y msn2A msn4A con los plasmidos
pPGFP::3’'UTRHis3y pPusn4::GFP::3'UTRumsn4 se crecieron y se analizaron como esta
descrito en la leyenda de la Figura 3, pero en presencia de 0.5 mM CdSOs y sin
H2O,. Estos resultados son producto de un solo experimento. Lineas continuas
indican sin tratamiento y lineas discontinuas indican con tratamiento. A) Mutante
msnZ2A. B) Mutante msn4A. C) Mutante msn2A msn4A.
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Fig. 11
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Fig. 11. Expresion de MSN4 en presencia de 1 mM de ZnSO4.

Las cepas BG14, msn2A, msn4A y msn2A msn4A con los plasmidos
pPGFP::3’'UTRHis3y pPusn4::GFP::3'UTRumsn4 se crecieron y se analizaron como esta
descrito en la leyenda de la Figura 3, pero en CAA 1 mM ZnSO;4 sin H20>. Estos
resultados son producto de un solo experimento. Lineas continuas indican sin
tratamiento y lineas discontinuas indican con tratamiento. A) Mutante msn2A. B)

Mutante msn4A. C) Mutante msn2A msn4A.
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Fig. 12
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Fig. 12. Expresion de MSN4 en presencia de 0.5M de NaCl.

Las cepas BG14, msn2A, msn4A y msn2A msn4A con los plasmidos
pPGFP::3’'UTRHis3y pPusns::GFP::3’'UTRusns se crecieron como esta descrito en la
leyenda de la Figura 3, pero en CAA 0.5 M NaCl y sin H20>. Estos resultados son
producto de un solo experimento. Lineas continuas indican sin tratamiento y lineas
discontinuas indican con tratamiento. A) Mutante msn2A. B) Mutante msn4A. C)

Mutante msn2A msn4A.
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Fig. 13
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Fig. 13. Expresion de MSN4 en la mutante trx2A.

Las cepas BG14 y {trx2A con los plasmidos pGFP::3’UTRAis3 Yy
pPusn4::GFP::3'UTRwumsns se crecieron en CAA durante 48 horas a 30°C. Los cultivos
se diluyeron a una ODsoonm 0.2 en medio fresco en ausencia o presencia de 5mM
H202, 0.2% glucosa, 3% glicerol y 3% etanol. La actividad del promotor se midio
mediante citometria de flujo en un FACScalibur®P. Se tomaron muestras a las 0, 1,
2, 4,6, 8 10, 12 y 24 horas. Los experimentos son promedios de triplicados
bioldgicos. Se uso la prueba de Kolmogorov-Smirnov para evaluar la normalidad de
los datos considerando un valor de p<0.05 como significativa. Las diferencias
estadisticas se evaluaron por una ANOVA de dos vias y un post-test de Tukey
considerando un valor de p<0.05 como significativa (ver Material y Métodos). Lineas
continuas indican sin tratamiento y lineas discontinuas indican con tratamiento. A)
5 mM H202 B) 0.2% glucosa C) 3% glicerol y D) 3% etanol.
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Fig. Sup. 1. Alineamiento de los factores de transcripion Msn2 y Msn4 de S.

cerevisiae y C. glabrata.

Las secuencias de Msn2 y Msn4 se obtuvieron de las siguientes bases de datos:

CGD (http://www.candidagenome.org) y SGD (https://www.yeastgenome.org). Los

alineamientos se hicieron por el método ClustalW con el programa MacVector

(Accelrys). Los sitios de identidad se encuentran sombreados con gris y en negritas.

La sefal de exportacion nuclear (NES), se encuentra marcada con rojo; el sitio

activo de NES, también denominado dominio de homologia 1 (HD1) se encuentra

marcado con amarillo; la sefial de localizacion nuclear (NLS), se encuentra marcada

con verde y el dominio de union a DNA (DBD), se encuentra marcado con azul.
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Fig. Sup. 2. Resistencia de las mutantes msn2A, msn4A y msn2A msn4A a
H202, fluconazol, ZnSO 2 CdSO WY altas temperaturas.

Las cepas BG14, msn2A, msn4A y msn2A msn4A se crecieron en medio YPD
durante 48 horas a 30°C. Los cultivos se diluyeron y se ajustaron a una ODeoonm a
0.5 y se hicieron diluciones seriadas en agua destilada. Las células se pusieron en
cajas de YPD con diferentes concentraciones de H202, fluconazol, ZnSO4, CdSO4
y se incubaron a 30°C durante 48 horas. Ademas, las células se pusieron en cajas
YPD sin ningun agente generador de estrés a diferentes temperaturas (30°C, 37°C,
42°C y 47°C).
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