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1. RESUMEN

1. RESUMEN

Candida glabrata habia sido considerada como un hongo poco patégeno presente en la
flora habitual de individuos sanos. Sin embargo, en los dltimos afios ha aumentado la
incidencia de infecciones sistémicas causadas por esta levadura, convirtiéndose en la
segunda causa mas comun de candidiasis oral y vaginal. A pesar de ser considerada
una levadura asexual, diversos estudios filogenéticos han demostrado que C. glabrata
posee una relacion evolutiva estrecha con Saccharomyces cerevisiae ya que la mayoria
de sus genes posee un homadlogo en esta ultima levadura, incluyendo los implicados en

la diferenciacion y apareamiento sexual.

En S. cerevisiae, el proceso de apareamiento estd regulado por la expresion y
sefalizacion de las feromonas a y a mediante una via estudiada a gran detalle. Para
tratar de entender la capacidad reproductiva de C. glabrata, se llevo a cabo la expresiéon
heterdloga de su receptor para la feromona o (CgSte2p) en S. cerevisiae y se evalud la
capacidad de dicho receptor para unirse a esta feromona y activar la via de
sefalizacion que conduce al apareamiento sexual. Asimismo, se compar6 el resto de
las proteinas que forman parte de esta via en S. cerevisiae con sus homologas en C.
glabrata y otras levaduras, a fin de esclarecer cual o cuales de los componentes de este
mecanismo son los responsables de la sefalizacion diferencial observada en C.

glabrata.

Los resultados generados durante este trabajo sugieren que CgSte2p es capaz de
reconocer a la feromona a. (tanto de S. cerevisiae como de C. glabrata) y activar la via
de sefalizacion, generando una respuesta parcial que no conduce al apareamiento de
las células. Ademas, se observo que el receptor es mas afin a la feromona de C.
glabrata que a la de S. cerevisiae, sugiriendo que la union del par feromona-receptor es

especifica para cada especie.
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Por su parte, el andlisis y comparacion de los demas componentes de la via nos
permitié identificar un grupo de proteinas que, debido a la considerable diferencia
respecto a sus homélogas en S. cerevisiae, podrian estar llevando a cabo una funcién
distinta a la requerida para la reproduccion sexual. La mayor diferencia se observo en
las proteinas CgSte5p, CgFarlp y CgFuslp, sefialandolas, junto con el receptor

CgSte2p, como posibles responsables del comportamiento asexual de C. glabrata.
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Saccharomyces cerevisiae es una levadura, un hongo unicelular perteneciente al grupo
de los ascomicetos. Este grupo incluye mas de 60,000 especies, entre ellas, hongos
patégenos como los pertenecientes al género Candida®. S. cerevisiae posee una gran
similitud con los sistemas celulares fundamentales de organismos superiores (division
celular, cromosomas, respuesta al estrés y metabolismo primario, entre otros), lo que la
ha consolidado como un modelo eucariota a nivel celular y molecular, asi como una

herramienta tecnolédgica para la biologia molecular?.

Por otro lado, Candida glabrata habia sido considerada como un hongo poco patégeno
presente en la flora habitual de individuos sanos. Sin embargo, debido al aumento en el
uso de terapia inmunosupresiva junto con el uso de agentes antimicrobianos de amplio
espectro, la frecuencia de infecciones sistémicas causadas por C. glabrata ha
incrementado considerablemente en los ultimos afios, convirtiéndose en la segunda

causa mas comun de candidiasis oral y vaginal®.

Dentro del género Candida, C. glabrata es la especie mas relacionada evolutivamente a
S. cerevisiae®. Segin diversos estudios filogenéticos realizados en levaduras, C.
glabrata comparte un ancestro comdn con muchas especies de Saccharomyces
mientras que no sucede lo mismo con otras especies de Candida® (figura 1). Como
evidencia de esta relacidon, alrededor del 40% de los genes de S. cerevisie poseen
ortélogos en C. glabrata® ’. Este dato se observa con mayor claridad en la tabla 1, en la
cual se muestra la proporcion de genes ortdlogos encontrados en C. glabrata con
respecto a los genes de S. cerevisiae que han sido agrupados en cada una de las

categorias establecidas por la base de datos YPD (Yeast Proteome Database)’.
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A pesar de esta similitud general, existen diferencias en relacion a su contenido de
genes ya que C. glabrata muestra una considerable pérdida de estos en comparacion
con su ancestro comun, lo que podria deberse a su adaptacibn como patdogeno

comensal y oportunista en mamiferos®.

Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces paradodux
Saccharomyces bayanus

— Saccharomyces pastorianus
Saccharomyces exiguus
Saccharomyces servazzii
<] Saccharomyces castellii

<]Candida glabrata

<] Zygosaccharomyces rouxii

Kluyveromyces thermotolerans
Kluyveromyces waltii

Kluyveromyces lactis
Kluyveromyces aestuarii

<] As hbya goss ypii
<] Dekkera bruxellensis
<] Hansenula polymorpha

Debaryomyces hansenii
Pichia stipitis

Pichia guillermondii
Clavispora lus itaniae

Candida parapsilos is
| odderomyces elongisporus

— Candida tropicalis
Candida albicans
Candida dubliniens is

= <] Pichia pastoris

<] Yarrowia lipolytica

Schizosaccharomyces pombe
Schizosacc haromyces octosporus

Cryptococcus neoformans var gattii
Cryptococcus neoformans var neoforman

Fig. 1. Arbol filogenético de las levaduras mas conocidas basado en el andlisis de sus secuencias
gendmicas, tomado de la base de datos Génolevures (http://genolevures.org/yeastgenomes.html#phylo).
En él se observa que C. glabrata posee una relacion més estrecha con S. cerevisiae que con otros
hongos patégenos, incluyendo otras especies de Candida. Las especies que presentan un ciclo de
reproduccién asexual se encuentran subrayadas.
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Tabla 1. Numero de genes ortélogos de C. glabrata respecto a S. cerevisiae encontrados para cada categoria de la Yeast Proteome Database

Clasificacién C. S. Cg/Sc Clasificacion C. S. Cg/Sc
segun YPD glabrata  cerevisiae segun YPD glabrata cerevisiae
Control del ciclo celular 96 213 0.45 Procesamiento de RNA 126 280 0.45
Envejecimiento 16 39 0.41 Empalme de RNA 44 116 0.38
Estrés celular 98 331 0.30 Sintesis de proteinas 99 373 0.27
Polaridad celular 91 216 0.42 Degradacion de proteinas 86 183 0.47
Adhesion celular 1 4 0.25 Plegamiento de proteinas 33 91 0.36
Estructura celular 51 120 0.4 Modificacion de proteinas 99 246 0.40
Diferenciacion 36 104 0.35 Translocacién de proteinas 37 87 0.43
Citocinesis 21 40 0.53 Ensambggtgiiggmp'ejos 22 47 0.47
Apareamiento 45 132 0.34 Generacion de energia 107 290 0.37
Meiosis 56 147 0.38 Metabolismo de 70 254 0.28
carbohidratos

Mitosis 72 147 0.49 Metabolismo de aminoacidos 92 217 0.42

Fusién membranal 15 40 0.38 Metabolismo de lipidos 76 206 0.37
Sintesis de DNA 53 104 0.51 Metabolismo de nucleétidos 26 95 0.27
Reparacion de DNA 59 154 0.38 Metabolismo de fosfatos 8 26 0.31
Recombinacion 29 88 0.33 Otros metabolismos 62 192 0.32

s s o | Tweltemobls i g7 ou
Transcripcion de Pol | 14 30 0.47 Transporte vesicular 136 305 0.45
Transcripcion de Pol Il 148 384 0.39 Traduccion de sefales 54 135 0.40
Transcripcion de Pol llI 15 39 0.38 Otros 27 57 0.47

Cg/Sc corresponde a la proporcién de genes de S. cerevisiae que poseen ortélogos en C. glabrata para cada clasificacién de YPD.

NOIDONAO™HLNI ¢
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Asimismo, se sabe que C. glabrata es una levadura haploide y asexual en contraste con
S. cerevisiae, la cual posee un ciclo sexual ademas de poder alternar entre una forma
haploide y diploide®. Sin embargo, algunos anélisis genéticos en C. glabrata revelan la
presencia de genes implicados en la conjugacion y diferenciacion sexual y de tres loci
tipo MAT (MTL), con una configuracién similar a la del locus MAT de S. cerevisiae®.

Este locus codifica, en S. cerevisiae, para los factores de transcripcion encargados de

regular la expresion de los genes especificos a y a implicados en la expresion y

reconocimiento de la feromona y la cascada de transduccién® °.

Muchos de los genes que estan involucrados en el proceso de apareamiento y
reproduccion en S. cerevisiae también se encuentran en el genoma de C. glabrata
(tabla 2), incluyendo los genes responsables de la produccién, secrecion y respuesta a
feromona, la cual es una molécula clave en el proceso de apareamiento y

reproduccién” 1012,

Tabla 2. Algunos de los genes de S. cerevisiae involucrados en el
apareamiento y reproduccion sexual que cuentan con ortélogos en C. glabrata

Gen Funcién de la proteina
HO Endonucleasa necesaria para la conversion del locus MAT
ASH1 Inhibidor de la expresion de HO
MFA1/ MFA2 Precursores de la feromona a
MFALPHAL/ Precursores de la feromona a
MFALPHA2
STE2 Receptor de la feromona a
STE3 Receptor de la feromona a
RAM1/RAM2 Involucradas en la farnesilacion de la feromona a
STE24 Requerida para la maduracion y proteélisis de la feromona a
RCEL1l Requerida para la maduracion y protedlisis de la feromona a
STE14 Involucrada en la metilacion de la feromona a
STE23 Requerida para la maduracion y protedlisis de la feromona a
AXL1 Requerida para la maduracion y protedlisis de la feromona a
STEG6 Exportador de feromona a
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Tabla 2. Continuacioén

Gen Funcién de la proteina
STE13 Peptidasa, requerida para la maduracién y procesamiento de la
feromona a
KEX1/KEX2 Requerida para la maduracién y procesamiento de la feromona a
FIG4 Inductor de feromona, fosfatasa
FAR1 Inhibidor del complejo Clnlp/2p- Cdc28p
CDC24 Factor de intercambio GTP-GDP para Cdc42p
STES Proteina adaptadora
AKR1 Regulador negativo de la via de sefializacion de la feromona
FUS3 MAP cinasa, activador de Stel2p y Farlp
STE12 Factor de transcripcion
KAR5 Involucrada en la regulacion de la fusion de la membrana nuclear
LSG1 Requerido para morfologia de apareamiento y esporulacién
OPY?2 Su sobreproduccién bloquea arresto del ciclo celular inducido por
feromona
SAG1 a-aglutinina de células a

2.1 Par Feromona-Receptor

Las caracteristicas genéticas y bioquimicas del proceso de apareamiento de S.
cerevisiae han sido estudiadas en gran detalle. Esta levadura posee dos diferentes
tipos celulares haploides, a y a, los cuales estan conferidos por los alelos MATa y
MATa respectivamente. El apareamiento entre células de tipo opuesto genera un tercer

tipo celular, el diploide a/a*® *“.

El proceso de apareamiento comienza cuando las células a y a secretan un péptido
difusible denominado feromona a y feromona a respectivamente (también conocidos
como factor a y factor o). Las feromonas son reconocidas por un receptor especifico en
cada tipo celular de modo que, tal como se muestra en la figura 2, el factor a se une al

receptor de las células a (Ste2p) mientras que el factor a se une a un receptor distinto
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localizado en las células o (Ste3p)™. Las células que no producen feromona o que

carecen de los receptores correspondientes, son estériles™®.

o Intercambio de factores de apareamiento
@) Apareamiento

Receptor
Ste2

9 \‘ " S Y -
4 @ &) 4 0 \/ @ )
e ¥ S
K Q \oil/

Pey

< \;'\\f/vlv y - 1

Célula tipo a Célula tipo a
@

Factora  Receptor © célula diploide ala
Ste3

Fig. 2. Esquema del proceso de apareamiento en los tipos de células sexuales de S. cerevisiae. 1) Las
células a producen feromona a, la cual es reconocida por un receptor especifico en las células a. Por su
parte, las células a producen la feromona a que sera reconocida por un receptor distinto localizado en las
células a. 2) Una vez reconocida la feromona, las células sufren una serie de cabios que favorecen su
apareamiento. 3) Como resultado del apareamiento, se genera una nueva célula diploide a/a. Imagen
modificada de Hodnett-Ap®’.

7 Factor a

El factor a de S. cerevisiae es un tridecapéptido sintetizado constitutivamente por las

células a. Por su parte, el factor a es un dodecapéptido modificado

1*®. Varios

postraduccionalmente con un grupo farnesil isoprenol y un grupo carboximeti
estudios sugieren que los residuos del extremo amino terminal de la feromona a
(dominio de sefializacién) ayudan a estabilizar la forma activa del receptor Ste2p
permitiendo el inicio de la sefializacion, mientras que los residuos del extremo carboxilo
terminal (dominio de unién) juegan un papel importante en la union al receptor y su
activacion. Por otro lado, los aminoacidos de la regién central de la feromona (dominio
de giro) son criticos para su actividad biolégica ya que favorecen que la molécula
adquiera una conformacion que le permita orientar los dominios de union vy
16, 18

sefalizacion (figura 3).
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Giro
¥ o
¥ P G‘ 10
GL P 11
H 12
Q. M
Fl 13
L Y
3
1“'; Dominio
H de unién
W
Dominio de
sefalizacion

Fig. 3. Esquema que representa los dominios
funcionales de la feromona a de S. cerevisiae. La
imagen sugiere que la feromona puede dividirse en tres
dominios (sefializacion, unién y giro conformacional),
donde los residuos pertenecientes a cada uno
contribuyen de manera importante en la funcion
asignada. Imagen tomada de Naider F. (2004)"°,

En el caso de C. glabrata, se identificaron tres péptidos candidatos a feromona a al

secuenciar y traducir los genes ortdlogos correspondientes. Dos de ellos poseen

secuencias idénticas (secuencia A) pero el tercero difiere en dos aminoacidos

7, 11

(secuencia B). Las dos diferentes secuencias de estos péptidos se muestran en la

figura 4.

H

H

H-N—WHWVRLRKGQGLF — C-OH

H-N— WHWVKIRKGQGLF — C-OH

A:

O

B:

O

Fig. 4. Secuencias encontradas para la feromona a de C. glabrata. Las secuencias difieren en los
aminoacidos de las posiciones 5 y 6 (arginina y leucina en la secuencia A, lisina e isoleucina en la

secuencia B).




2. INTRODUCCION

Por su parte, el receptor para la feromona a (Ste2p) pertenece a la amplia familia de
receptores acoplados a proteinas G (GPCRs por sus siglas en inglés), los cuales
incluyen receptores para hormonas, neurotransmisores y estimulos sensoriales en
diversos eucariotas. La principal funcion de los GPCRs consiste en captar y transformar
estimulos en respuestas intracelulares especificas a través de las interacciones con
proteinas G'®?°. Los receptores GPCRs estan constituidos por siete dominios
transmembranales conectados por asas extra e intracelulares (figura 5). Ademas, estos
receptores poseen una organizacion similar de sus dominios funcionales. Por ejemplo,

en muchos GPCRs la tercera asa intracelular permite la union del receptor a la proteina
GZO, 21

=)
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Fig. 5. Modelo basado en la estructura secundaria del receptor Ste2p de S. cerevisiae predicho por la
herramienta SOSUI (http://bp.nuap.nagoya-u.ac.jp/sosui/). Se pueden apreciar los siete dominios
transmembranales caracteristicos de los receptores GPCR, asi como las asas intra y extracelulares.

10
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La unién del ligando al receptor permite que este Ultimo pase de un estado inactivado
(R) a un estado activado (R*). La union ligando-R* forma un complejo ternario con la
proteina G que permite el intercambio de GDP por GTP en el sitio de alta afinidad para
nucleétidos de guanina localizado en la subunidad Ga. Algunos modelos proponen que
el receptor en estado inactivado puede asociarse a la proteina G en ausencia de

ligando, conformando un complejo de pre-activacion®" %.

Diversos estudios sugieren que ciertos aminoacidos del receptor Ste2p de S. cerevisiae
juegan papeles importantes durante la union a la feromona y la subsecuente
sefalizacion. Tal es el caso del extremo carboxilo terminal, el cual, aunque no es
necesario para la unién del ligando, si estd implicado en la desensibilizacion de la
feromona, la induccion de la endocitosis del ligando y en la formaciéon del complejo de

pre-activaciéon al mantener unido el receptor a la proteina G** %3,

Por otro lado, se ha
descrito que mutaciones en el extremo amino terminal de Ste2p generan una
deficiencia en el arresto del ciclo celular en G1 asi como una disminucion en el

apareamiento de las células®.

Se sabe poco del receptor Ste2p de C. glabrata. Sin embargo, el alineamiento de las
secuencias de aminoacidos de los receptores de S. cerevisiae y C. glabrata permite
identificar que las diferencias méas evidentes entre ellos se encuentran a partir de los
residuos 298 y 291 de los receptores de S. cerevisiae y C. glabrata respectivamente
(figura 6). La regién comprendida por estos residuos corresponde al extremo carboxilo
terminal®.

La unién de la feromona y su receptor genera diversas respuestas bioldgicas: arresto
en la fase G1 del ciclo celular para obtener sincronia para el apareamiento, generacion
de proyecciones celulares involucradas en el proceso de fusién, cambios en la
estructura del citoesqueleto que llevan a la polarizacion de la célula, activacion de gran

niimero de genes necesarios para la conjugacion sexual, entre otras'” %,
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S.cerevisiae MSDALRPSLSNLFYDP-TYNPGRSTINY TS I¥YGNGSTITFDELOGLVNSTVTQATIMFGVRC 59
C.glabrata = = 0———————- MEMGYDPRMYNPENEY LNFTSVYDVNDTIRFSTLDAIVEGLLRIATIVHGVEL 52
e e ke e .. :;l-:.kd-:d-_ __;l-.k J-_ J-:_:J-:_ A J-J-:_J-J-J-
S.cerevisias GALALTLIVMWMTSRSRETPIFIINQVSLEFLIILHSALYFEYLLSNYSSVIYALTGEPQF 119
C.glabrata GAIFMTLI IMFISSNTWEEPIFI INMVSIMLVMIHSALSFEYLLSNYSSISYILTGFPQL 112
e :www:w:::w_: w_wwwwww www:w:::wwww w:wwwwwwww::w wwwwww:
S.cerevisiae ISRGDVHVYGATNIIQVLLVASTETSLVFQIEVIFTGDNFERIGLMLTSISFTLGIATVT 179
C.glabrata ITSNNERIQDAASIVOVLLVAATEASLVEQIHVMFTIENIELIREIVLSISIAMGLATVE 172
-A-: . e _.a.:_w:wwwwww:ww:wwwwww:w:ww :w:w 3 - www:::a-:www:
S.cerevisiae MYFVSAVEGMIVTYNDVSATQDEYFNASTILLASSINFMSFVLVVELILATRSRRFLGLE 239
C.glabrata TY¥LARATELIRGLEHDEVMPQTHLIFNLSI ILLASSINFMTFILVIELFFATRESRRYLGLE 232
J-:_:J-:J- . :::J- . . e - wwwwwwwwww:w:ww:ww::wwwwwu‘:www:
S.cerevisias QFDSFHILLIMSCRSLLVPSIIFILAYSLEPNQGTDVLTTVATLLAVLSLPLSSMWATAR| 299
C.glabrata QFDAFHILLIMFCOSLLIPSVLY IIVYAVDSRSNQDY LI PTANLFVVLSLPLISIWANTS| 252
www:wwwwwww wwwww:ww:::w:_w:::____ w w _:w_w:_wwwwwwww:ww_..
S.cerevisiae NMASETNTITSDFTTSTORFYEPGTLSSFQTDSINNDARSSLRSRLYDLYPRREETTSDREH 359
C.glabrata NMSSRS-———-PEYWENSQTINESNGSEVS——-SISVNSDSQNPLYEEIVRETSEG-DITRSIV 346
i P . o oW HE A R - e
S.cerevisias SERTEVSE-——TADDIEENQFYQLPTPTSSENTRIGPFADASYEEGEVEPVDMYTPDTAR 416
C.glabrata SDSTLAEVGEY SMODVSNSNFECRDLDFEEVEHTCENFGRISETYSELS————-— TLDTTE 401
d-: Ja:__ - :d-:_:_:.k .. P d-_ e . _d-:_ e d-.k:.k
S.cerevisias DEEAREFWTEDNNNL— 431
C.glabrata LNETRLEFWEQQSQCDE 417
e w e e e - - -

Fig. 6. Resultado del alineamiento de las secuencias del receptor Ste2p de S. cerevisiae y C. glabrata por
el servidor ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). Los residuos a partir de los cuales las
diferencias entre secuencias se hacen mas notorias se encuentran dentro de un cuadro. Los asteriscos
(*) indican el alineamiento correcto entre los residuos, los dos puntos (:) designan residuos superpuestos
con propiedades estructurales y fisicoquimicas similares, el punto (.) sugiere que no hay superposicion
entre los residuos involucrados en el alineamiento, y la linea (-) muestra los residuos no alineados.

2.2 Sistema de sefalizacion de la feromona en levaduras

El mecanismo de sefalizacion de la feromona se ha estudiado ampliamente en S.
cerevisiae. Este comienza cuando la feromona se une a su receptor acoplado a
proteina G (la cual esta formada por las subunidades Ga y el dimero GBy)?°. Después
de la activacion, la subunidad Ga se une a GTP y se disocia de Gfy. El dimero Gpy libre
se convierte en un blanco de unién para las diversas proteinas efectoras permitiendo

que la sefal sea transmitida y amplificada, llevando a la posterior activacion de las
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2. INTRODUCCION

proteinas cinasas Ste20p, Stellp, Ste7p y Fus3p? (figura 7). La sefializacién persiste
hasta que el GTP es hidrolizado a GDP y las subunidades de la proteina heterotrimérica
se reasocian, completando asi el ciclo de activaciéon®. Los principales componentes de

la via y su funcion se resumen en la tabla 3.

Tabla 3. Algunos de los componentes clave de la via de sefalizacién de feromona en levaduras

Proteina Funcion
Ste2p, Ste3p Receptor de siete dominios transmembranales unido a proteina G
Gpalp Subunidad o de la proteina G
Stedp,Stel8p Subunidad By de la proteina G
Proteina adaptadora que permite el anclaje de Gy, proteinas de la cascada
Stebp
MAPK y otros
Bem1 Involucrada en el establecimiento de la polaridad, union a Ste5p, Cdc24p,
P Cdc42p y Ste20p
Cdc24p Factor de intercambio de guanina para Cdc42p
Cdc42p Proteina G tipo rho, unién a Bemlp, Ste20p y otros
Bnilp Componente del polarisoma. Orienta la formacion de filamentos de actina
Ste20p Proteina PAK, activada por Cdc42p
Stellp MEK cinasa, activada por Ste20p
Ste50p Union a la region N terminal de Stellp, ayudandola a mantenerse activa
Ste7p MEK cinasa, activada por Stellp
Kss1p, Fus3p MAP cinasas, activadas por Ste7p
Msg5p Proteina fosfatasa encargada de defosforilar Fus3p
Stel2p Sustrato de MAP cinasas, transactivador transcripcional de union a DNA

Diglp, Dig2p  Sustratos de MAP cinasas, represor de la actividad transcripcional de Stel2p

Sustrato de MAP cinasas, inhibidor de la progresion del ciclo celular, proteina
adaptadora unida a Cdc24p
Proteina localizada en la punta del shmoo. Requerida para la polarizacion y
fusién celular

Farlp

Fusip
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Membrana
plasmatica

ste7p | StedSp

<=

Dig1p/2p

Nucleo

Fig. 7. Componentes de la via de sefializacion de feromona en levaduras. La union de la feromona a su
receptor provoca la disociacién de la proteina G heterotrimérica. La subunidad Gpy, junto con diversas
proteinas efectoras, transmite la sefial hasta activar a las MAP cinasas (Stellp, Ste7p, Fus3p). A su vez,
la proteina Fus3p activada entra al nlcleo para favorecer la activacion de Stel2p y Farlp. Otros
componentes adicionales modulan la sefializacion, incluidas las fosfatasas de MAP cinasas (Msg5p), el
activador de Stellp (Ste50p) y los inhibidores de Stel12p (Diglp, Dig2p).
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La subunidad Gy transmite la sefial al unirse a tres diferentes efectores: 1) el complejo
Farlp/Cdc24p, 2) la proteina cinasa Ste20p y 3) el complejo Ste5p/Stellp. La unién a
estos efectores se debe a las interacciones de superficie entre ellos y Ste4p (subunidad
GB), mientras que Stel8p (subunidad Gy) ancla el complejo GBya la membrana

mediante uniones covalentes con grupos lipidicos®’.

El primer efector es Cdc24p, un factor de intercambio de guanina para Cdc42p. Cdc24p
se une fuertemente a Farlp, provocando su localizacién en la membrana plasmatica
donde Cdc42p se encuentra anclado. Una vez localizado, Cdc24p actia sobre su
sustrato promoviendo el cambio de GDP por GTP. La formacion del complejo Gpy-
Farlp-Cdc24p-Cdc42p es crucial para modular la polaridad y morfogénesis que ocurre

durante el apareamiento celular?’.

El segundo efector, Ste20p, es miembro de la familia de las proteinas cinasas activadas
por p21 (PAK). Su activacion se debe a la union con Cdc42p, permitiendo la
autofosforilacion de Ste20p. Ademas, la unién de Ste20p con Bemlp facilita la
localizacion de dicho complejo en la membrana, desencadenando la cascada de

proteinas cinasas compuesta por Stellp, Ste7p, Ksslp y Fus3p®.

La proteina de andamiaje Ste5p actia como el tercer efector. Ste5p es una proteina
multifuncional que no posee actividad catalitica pero sirve como punto de unién para
otras proteinas de la via, aumentando su interaccion y la eficiencia de sefalizacion. La
principal funcién de Ste5p es actuar como conector al unirse a Gy y la proteina cinasa

Stellp, acercando a esta Gltima a la membrana plasmatica®® ?’.

La activacion de la cascada de las proteinas cinasas MAPK contribuye a la regulaciéon
de diversas respuestas celulares. Fus3p y Ksslp, componentes finales de esta cadena,
regulan la expresion de genes inducidos por la exposicion a feromona al fosforilar los

factores de transcripcion Ste12p, Diglp y Dig2p?®=°.
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Finalmente, se cree que Ga también transmite una sefial a través de diversos efectores
generando una desensibilizacion a la feromona, ya sea disminuyendo la actividad de la
GTPasa o sacando a la célula de su estado de arresto en G1%,

2.3 Consecuencias de la sefalizacion de feromona

Las células expuestas a feromona presentan una serie de respuestas biologicas que
preparan a las células para su conjugacion, no soélo alterando su fisiologia sino también
mediando la comunicacién entre ellas. Las principales respuestas se describen a

continuacion.
2.3.1 Arresto del ciclo celular

Uno de los efectos de la sefializacién de la feromona es el bloqueo del ciclo celular en
la fase G1, un punto de control denominado Start. El arresto del ciclo en esta fase es
critico debido a que asegura que las células haploides que se van a aparear sean

fisioldgicamente compatibles®'.

En ausencia de feromona, el paso a través de Start es catalizado por la proteina cinasa
Cdc28p, cuya actividad requiere la asociacion con una de las ciclinas G1 (Cinlp, CIn2p
y CIn3p). Ya que los niveles de Cdc28p son invariables durante el ciclo celular, la
cantidad de ciclinas es el factor limitante para la activacion del complejo Cinlp/2p-

Cdc28p en el punto Start *2.

En respuesta a la feromona, la transcripcion de los genes CLN1 y CLN2 asi como la
actividad del complejo Clnlp/2p-Cdc28p cinasa se ven reducidos. La union de la
feromona a su receptor lleva a la fosforilacion y activacion de la MAP cinasa Fus3p, la
cual es la encargada de fosforilar el inhibidor Farlp. A su vez, la proteina Farlp se une
al complejo CInlp/2p-Cdc28p inhibiendo su actividad, llevando al arresto del ciclo

133—35

celular en la fase G (figura 8).
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Ademas de Fus3p y Farlp, Stel2p también participa en el arresto del ciclo celular ya
que es un activador transcripcional que, a grandes concentraciones, es capaz de

causar arresto en G1 incluso en ausencia de feromona .

Nucleo

Arresto del
ciclo celular

Fig. 8. Mecanismo implicado en el proceso de arresto celular mediado por feromona. Después de la
activacién de las MAP cinasas en respuesta a la feromona, Fus3p reprime la transcripcion de las ciclinas
G1 (CLN1/CLN2) ademas de facilitar la expresion y evitar la degradacién del inhibidor Farlp. Farlp, tras
ser fosforilado, se asocia al complejo Cln1p/2p-Cdc28p, inhibiendo su actividad.
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2.3.2. Formacion del fenotipo shmoo

Cuando las células son estimuladas por la feromona, éstas crecen de manera
polarizada con el fin de facilitar el apareamiento creando elongaciones que siguen el
gradiente de feromona hasta que las células entran en contacto. Las células que
presentan éstas elongaciones son conocidas como shmoo. Después del contacto, se
genera una union estable entre el par de células de modo que la pared celular pueda

ser degradada y las membranas plasmaticas puedan fusionarse®.

Para que la fusion de las células se lleve a cabo es necesaria la participacion de
muchas proteinas, entre ellas, Fus3p y Farlp son de gran importancia. Al ser
fosforilada, Fus3p entra al nucleo y fosforila a dos reguladores negativos del factor de
transcripcion Stel2p conduciendo a la transcripcién de los genes requeridos para la
fusion celular. Ademas, Fus3p activa a la proteina Farlp la cual es importante para
determinar el sitio donde se generara la polarizacién de la célula y para orientar las

proyecciones shmoo®’.

Las células pueden polarizarse y generar proyecciones como consecuencia de la
presencia de feromona mediante dos vias, ambas necesarias para una respuesta
correcta (figura 9). En la primera, la subunidad Gy de la proteina G interacciona con
Farlp reclutando a Cdc24p, Cdc42p y Bemlp para establecer el sitio donde se
generard el shmoo. En la segunda, Fus3p activado se asocia con Gpalp para fosforilar
Bnilp y localizarlo, junto con el polarisoma, en el sitio shmoo®® *. En este tltimo caso,
se sabe que la sobreexpresion de Bnilp conduce a la presencia de shmoos anormales

con multiples proyecciones**.

Finalmente, la sefalizacion de la feromona también genera respuestas a nivel
transcripcional, activando o suprimiendo genes con el fin de favorecer la conjugacion

sexual®’.
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Fig. 9. Polarizacion celular y generacion de shmoo inducidos por feromona. La unién de la feromona a su
receptor provoca la disociacion de la proteina G. La subunidad Gy recluta a las proteinas Farlp, Cdc42p
y Cdc24p para establecer el sitio del shmoo. Por otro lado, la subunidad Ga libre se une a Fus3p para

fosforilar Bnilp y llevarla al sitio del shmoo.
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3. JUSTIFICACION

La feromona y su receptor son indispensables para la reproduccién sexual de las
levaduras ya que son los componentes iniciales de la via de sefializacion que conduce
al apareamiento. A pesar de que estos dos elementos presentan cierta similitud entre C.
glabrata y S. cerevisiae, alin no se ha reportado que C. glabrata sea capaz de llevar a
cabo un ciclo sexual. Este hecho nos motivé a llevar a cabo el presente trabajo con el
cual se pretende esclarecer cual o cuales de los componentes del mecanismo de
sefializacion de la feromona a en C. glabrata son los responsables de la sefalizacion
diferencial y, de este modo, contribuir al entendimiento de la capacidad reproductiva de

esta levadura.

4. HIPOTESIS

» La feromona a y el receptor Ste2p de C. glabrata desempefian una funcion
distinta a la observada en S. cerevisiae, por lo tanto estos dos componentes, y
no el resto de los implicados en la via, son los responsables de que en C.
glabrata no se observen las respuestas bioldgicas tipicas generadas tras la
activacion de la via de sefalizacion de la feromona, incluyendo el apareamiento

sexual.
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5. OBJETIVOS

4.2.1 Objetivos generales

1. Evaluar la funcion del par feromona-receptor de C. glabrata y su implicacion en la
regulacion del apareamiento sexual al expresar el receptor CgSte2p en células

de S. cerevisiae.

2. Comparar las proteinas (asi como sus genes codificantes) que forman parte de
la via de sefalizacion de la feromona en S. cerevisiae, C. glabrata, y algunas
otras levaduras, tanto sexuales como asexuales, con el fin de encontrar alguna
diferencia marcada en C. glabrata que pueda estar asociada con la respuesta

diferencial de dicha levadura a la feromona.

4.2.2 Objetivos particulares

1.1 Obtener el gen CgSTEZ2 y clonarlo en un plasmido replicativo de S. cerevisiae.

1.2 Utilizar la construccion anterior para expresar de forma heteréloga el receptor
CgSte2p en células de S. cerevisiae.

1.3 Evaluar la respuesta de estas células tras entrar en contacto con la feromona a.,

tanto de S. cerevisiae como de C. glabrata.

2.1 Obtener las secuencias de cada uno de los genes y proteinas implicados en la
via de sefalizacion de la feromona en S. cerevisiae, C. glabrata, y algunas
otras levaduras de interés.

2.2 Comparar las proteinas de cada levadura (porcentajes de identidad y contenido
de dominios) para identificar aquellas que difieren mas con respecto a las de S.

cerevisiae.
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2.3 Identificar si los genes involucrados en la sefializaciéon de la feromona en S.
cerevisiae se encuentran conservados en otras especies eucariotas con el fin

de establecer su importancia para la reproduccion sexual.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Materiales

6.1.1 Especimenes bioldgicos

6.1.1.1 Bacterias

Cepa Genotipo Fuente
E. coli
DH10B A (mrr-hsd RMS-mcrBC) mcrA recAl Gibco-BRL
XLI-blue recAl enqu gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 Dr. Aguirre.
relAl lac [F* proAB laclgZ A M15 Tn10 (Tetr)]. IFC,UNAM

6.1.1.2 Levaduras

Cepa Genotipo Fuente

S. cerevisiae

GE Healtcare Dharmacon
YKO MATa Strain

BY4741 MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0 :
Collection-Glycerol
Stocks®’
GE Healtcare Dharmacon
BY4742 MAT & his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0 YKO MATa Strain
Collection-Glycerol
Stocks®®
GE Healtcare Dharmacon
YFLO26W MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0 YKO MATa Strain
(BY4741 Aste2) STE2::kanMX4 Collection-Glycerol
Stocks®”
C. glabrata
CGM99 Ura3D::Tn903(G418%), Trp 1D Domergue R.*°
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6.1.2 Enzimas

Nombre Marca Concentrqmon
comercial
Ncol New England Biolabs 10 U/ pL
Xmal New England Biolabs 10 U/uL
Xhol New England Biolabs 10 U/ pL
Tag DNA polimerasa New England Biolabs 5 U/ uL
T4 DNA ligasa New England Biolabs 400 Ucohesivas/ 1L
T4 DNA ligasa Promega 100 Ucohesivas! 1l
SuperScript I Invitrogen 200 U/ uL
6.1.3 Oligonucledtidos
Primer Secuencia ™™
5—> 3

Amplificacién de CgSTE2
Fw:CgSTE2Z@1AAASma  cgcacccgggaaaatggagatgggctacgatc 58°C

Rv:CgSTE2+300Xho gcgcctcgagtcgtactaagggaaacaaagg 60°C
Amplificacién de ScSTE2
Fw:Ste2Xbal Gggtctagaatgtctgatgcggctcc 54°C
Rv:Ste2EcoRl Ggggaattctcataaattattattatcttcag 54°C
Secuenciacion de CgSTE2
Up-pBC176+Cg ttgctcattagaaagaaagc 54°C
pBC176-CgSTEZ2 ggttgctgcgatagaagc 56°C
CgSTE2+pBC attatctgattccaattgcc 54°C

6.1.4 Vectores de clonacion

Vector Resistencia/Auxotrofia Fuente
pBC176 (CEN/ARS) Ampicilina/Uracilo Dra. Castafo. IPICYT
pPGEM-T Ampicilina Promega
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6.1.5 Péptidos

Nombre Secuencia Peso Molecular Fuente
FEEITIEE o WHWLQLKPGQPMY 1684.0 g/mol AnaSpec, EUA
S. cerevisiae
Feromona a

C. glabrata WHWVRLRKGQGLF 1683.6 g/mol AnaSpec, EUA

6.1.6 Soluciones comerciales

e Amortiguador First-Strand 5X para transcripcion reversa (Invitrogen): 250 mM
Tis-HCI pH 8.3; 375 mM KCI; 15 mM MgCl,

e Amortiguador NEBuffer 4 10X (New England Biolabs): 500 mM KCH3;CO,. 200
mM Tris-Acetato; 100 mM Mg(CH3CO3),; 10 mM DTT

e Amortiguador REBuffer 2 10X (New England Biolabs): 500 mM NaCl; 100 mM
Tris-HCI; 200 mM MgCl,; 10 mM DTT

e Amortiguador Taq Reaction Buffer 10X (New England Biolabs): 100 mM Tris-HCI;
500 mM KCI; 15 mM MgCl,

e Amortiguador T4 DNA Ligase Reaction Buffer 10X (New England Biolabs): 500
mM Tris-HCL; 100 mM MgCl,; 10 mM ATP; 100 mM DTT

e Amortiguador Rapid Ligation Buffer 2X (Kit Promega para pGEM-T): 60 mM Tris-
HCI; 20 mM MgCly; 20 mM DTT: 2 mM ATP; 10% PEG

e Coctel de RNAasa (Life Technologies)

e DNA de esperma de salmon 10mg/mL (Promega)

e dNTPs mix 100 mM (Invitrogen)

¢ Inhibidor de RNasa recombinante RNaseOUT 40 U/uL (Invitrogen)

e MgCl, 50 mM (New England Biolabs)

e MgSO, 100 mM (New England Biolabs)
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6.1.7 Equipo

Equipo

Marca

Incubadora 37°C
Incubadora 30°C SI-300R
Bafio de agua Accu Block Dry Bath
Vortex Gene 2
Autoclave MLS-3780
Mastercycler gradient
Microcentrifuga 5415 R
Avanti J-25 Centrifuge
Refrigerador 4°C
Refrigerador -20°C
Ultracongelador -70°C
Spectro UV-Vis RS Spectrophotometer
Nanodrop 2000 Spectrophotometer

VWR
Lab. Companion
Labnet International
Scientific Industries
Sanyo Electric
Eppendorf
Eppendorf
Beckman coulter
REVCO
REVCO
REVCO
LaboMed Inc.

ThermoScientific

High Performance Ultraviolet Transilluninator UVvP

Savant SpeedVac Concentrator ThermoScientific

6.2 Metodologia

6.2.1 Extraccion de DNA gendmico de C. glabrata

Se realiz6 una siembra de la cepa CGM99 de C. glabrata en medio YPD sdélido (anexo
A) y se incubd a 30°C por 48 horas. Una vez obtenidas las colonias, se tomé una de
ellas y se inoculé en 5 mL de medio YPD liquido, los cuales se incubaron a 30°C con
agitacion constante durante 24 horas. Posteriormente, el medio se transfirié a tubos de
plastico y se centrifugdé a 3500 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante se desechd y la

pastilla se resuspendio en 500 uL de amortiguador de extraccion A, cuya preparacion
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esta descrita en el anexo A. Se siguio el protocolo correspondiente para la extraccion
del DNA gendmico (Anexo C1).

6.2.2 Amplificacion del gen CgSTE2 de C. glabrata

Se realiz6 una dilucion 1:10 del DNA obtenido en la seccion anterior y se utilizd para
llevar a cabo la amplificacion del gen CgSTE2 mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR). Los oligonucle6tidos usados para la amplificacion se muestran en la
tabla 6.1.3 y fueron disefiados para flanquear el gen con los sitios de restriccion de las
enzimas Xmal y Xhol y facilitar su posterior clonacion en el plasmido replicativo de S.
cerevisiae pBC176. Los reactivos utilizados, tanto para las muestras de reaccion como

para el control de reactivos (control negativo), se sefialan en la siguiente tabla.

Reactivo Control (-) Muestras
Agua estéril 40.0 pL 38 uL
Amortiguador Taq Reaction (10X) 5.0 uL 5.0 uL
MgCl, (50mM) 1.0 pL 2.0 uL
dNTP’s (10uM) 1.0 uL 1.0 uL
DNA (1:10) 1.0 pL
Oligonucleétido Fw (10uM) 1.5 uL 1.5 uL
Oligonucledtido Rv (10uM) 1.5uL 1.5 uL
Taq DNA polimerasa 1.0 uL 1.0 uL

El programa de PCR empleado durante la reaccién fue el siguiente:

Desnaturalizacion inicial 94° C, 5 min

94° C, 45 seg (desnaturalizacién)
57° C, 45 seg (alineamiento)
75° C, 2 min (extension)

Amplificaciéon
(30 ciclos)

Extensién final 75° C, 7 min

27




6. MATERIALES Y METODOS

Una vez terminada la reaccion, las muestras se purificaron segun el protocolo
correspondiente del kit QIAquick PCR Purification (Anexo C3). Se tomaron 5 pL de cada
muestra y se llevd a cabo una electroforesis en gel de agarosa 1% para saber si la

amplificacion se realizé correctamente. Se esperaba un producto de PCR de 1554 pb.

6.2.3 Clonacién de CgSTE2 en un vector intermedio

Antes de clonar CgSTEZ2 en el vector replicativo de S. cerevisiae pBC176, el gen se
subclond en un vector intermedio que facilitaria su posterior corte con las enzimas de
restriccién correspondientes. El vector intermedio seleccionado fue pGEM-T (figural0),
el cual esta linealizado y posee terminales de timina que permiten aprovechar las
terminales de adenina presentes en el producto de PCR, facilitando de esta forma la

ligacion®.

Xmnl 1994
Scal Nael
1875 V\ 2692
) T7
f1 ori ! 1 start
Apal 14
Aatll 20
w Sphl 26
Amp"’ BstZI 31
pGEM®-T lacZ Ncol 37
Vector 71 Sacll 46
(3000bp)
Spel 55
Noitl 62
BstZI 62
Pstl 73
Sall 75
Ndel 82
. Sacl 94
o BstXI 103 3
Nsil 12 ¢
126 =
T sps B

Fig.10. Mapa del vector pGEM-T. En él se observan los promotores T7 y SP6 (los cuales flan%uean las
regiones de clonacién muiltiple o polylinker), el casete de resistencia a ampicilina y el operon lac™.

La ligacion se realizO empleando uno de los productos de PCR obtenidos
anteriormente, cuya concentracion fue de 76.8 ng/uL. La cantidad de DNA requerida

para la ligacion se calculé segun la siguiente formula, tomando en cuenta que el vector
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pPpGEM-T posee una concentracion de 50 ng/uL y que el protocolo de ligacién para este

vector recomienda usar 50 ng del mismo™.

[”Q vector X kb ""5‘-'”“] b'e [ re.'acr&nrmertn:veﬂnr] = ng inserto
kb vector

Para llevar a cabo la reaccion de ligacién se consideré una relacion inserto: vector de
3:1 segun las recomendaciones para el uso del vector*:. Los componentes utilizados

para la reaccion son los siguientes:

Reactivo Control (-)  Muestra
Amortiguador Rapid Ligation (2X) 5.0 uL 5.0 uL
pGEM-T 1.0 uL 1.0 uL
PCR 1.0 uL
T4 DNA ligasa 1.0 uL 1.0 uL
Agua estéril 3.0 uL 2.0 puL

Las muestras se incubaron durante una hora a temperatura ambiente y posteriormente

se incubaron a 4°C durante 16 horas para aumentar la eficiencia de ligacion.

El siguiente paso consistio en la transformacion de las células competentes de E. coli
XLI-blue con el producto de ligacién anterior, empleando el protocolo descrito en el
anexo C5. Las muestras resultantes de la transformacion se plaquearon en cajas con
medio LB/Amp/IPTG/X-Gal y se incubaron a 37°C durante 24 horas. Las cantidades de
cada reactivo empleadas para llevar a cabo la transformacion se muestran a
continuacion. Como control positivo de la transformacién se emple6 el DNA del

plasmido pBC176 a una concentracion de 200 ng/mL.
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Reactivo Control (+) Control (-) Muestra
DNA/Producto de ligacion 20puL - 2.0 uL
Agua estériil - 20uL -
Células XLI-blue 100.0 pL 100.0 pL 100.0 pL
Amortiguador KCM 98.0 uL 98.0 uL 98.0 pL
Medio SOC liquido 800 uL 800 pL 800 pL

Una vez que las células de E. coli crecieron, se llevd a cabo la comprobacion de la
ligacion del vector pGEM-T con CgSTEZ2 y de la posterior transformacion con la ayuda
de tres pruebas: 1) seleccion de recombinantes por la evaluacion de colonias
azules/blancas inducidas por IPTG/X-Gal, 2) PCR de colonia para comprobar la
presencia del inserto y 3) ensayo de enzimas de restriccibn para comprobar que el

insert6 se ligo al vector en el sitio correcto.

La seleccion de colonias azules/blancas fue posible ya que el vector pGEM-T posee el
operdn lac. Las células transformantes que han captado el vector con el operon lac
intacto pueden expresar activamente B-galactosidasa después de ser inducidas por
IPTG. La B-galactosidasa hidroliza X-Gal, generando colonias azules. Por el contrario,
las colonias de células transformantes que han introducido el inserto adecuadamente
interrumpen el operon lac. En consecuencia, estas células poseen un gen lacZ inactivo
gue no permite expresar -galactosidasa ni degradar X-Gal, por lo que sus colonias son
de color blanco*’. En este caso, después de la transformacién se obtuvieron diez
colonias blancas de las cuales se seleccionaron las mas grandes para realizar las

pruebas del ensayo enzimatico y de la reaccién de PCR de colonia.

Con un asa bacteriologica se tomo la mitad de estas colonias y se resuspendieron en
50 uL de amortiguador de lisis para bacterias (anexo A). Las muestras se incubaron
durante 10 minutos a 95°C y posteriormente se centrifugaron a 13000 rpm por 10

minutos. Se tomaron 4 ulL del sobrenadante y se emplearon como DNA templado para
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realizar la reaccion de PCR, la cual utilizd los oligonucleétidos, las cantidades de
reactivos y el programa de PCR disefiados para amplificar el gen CgSTE2 antes
mencionados. Terminada la reaccion, se tomaron 5 uL de cada muestra y se utilizaron
para llevar a cabo la comprobacién de las bandas por electroforesis en un gel de

agarosa 1%.

Por otra parte, se tomé la otra mitad de las colonias seleccionadas, se inocularon en
tubos de vidrio con medio LB liquido y ampicilina a una concentracion de 100 ug/mL y
se incubaron a 37°C con agitacién constante durante 12 horas. Después de este
tiempo, los cultivos se centrifugaron a 3500 rpm durante 3.5 minutos. Se desech¢ el
sobrenadante y el botdn resultante se resuspendié para realizar la purificacion de la

muestra segun el protocolo del kit QIAprep Spin Miniprep (anexo C3).

A partir de las muestras purificadas se realizO un ensayo enzimatico empleando la
enzima Ncol, la cual posee dos sitios de restriccion en la construccion pGEM-T/CgSTE2
segun lo esquematizado en la imagen de la figura 11. Al digerir el DNA con esta enzima
se esperaba obtener dos fragmentos, uno de 1450 pb y otro de 3090 pb
aproximadamente. La digestion de las muestras se realiz6 segun la siguiente tabla,
durante 3 horas a 37°C. Posteriormente, se tomaron 5 uL de cada muestra para llevar a

cabo la comprobacién de las bandas mediante electroforesis en un gel de agarosa 1%.

Reactivo Muestra
Amortiguador REBuffer 2 (10X) 2.0 uL
DNA purificado 6.0 puL
Ncol 0.8 pL

Agua estéril 12.0 uL
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pGEM-T/CgSTE2
4550 pb

Ncol

CgSTE2

Ncol

Xmal

Fig. 11. Mapa de restriccion creado para la construccion pGEM-T/CgSTE2 donde se muestra el sitio de
corte de las enzimas Ncol, Xhol y Xmal utilizadas durante este trabajo.

Para contar con un respaldo de células transformantes que contengan la construccion

PGEM-T/CgSTEZ2, se realizé una nueva transformacion de las células E. coli XLI-blue

empleando el DNA obtenido de los dos minipreps generados en el punto anterior. De

esta nueva transformacion, se seleccionaron doce colonias para ser usadas en los

experimentos posteriores. Estas colonias se purificaron mediante el kit QIAprep Spin

Miniprep y se cuantificaron empleando un espectrofotdmetro Nanodrop. Las

concentraciones obtenidas para cada muestra purificada son las siguientes:

Muestra Concentracion Muestra Concentracion

(ng/pL) (ng/plL)
1 146.1 7 144.2
2 165.6 8 156.0
3 182.3 9 173.7
4 143.6 10 163.1
5 175.8 11 170.1
6 157.5 12 155.1
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6.2.4 Generacion de la construccion pBC176/CgSTE2

Para obtener la construccion pBC176/CgSTEZ2 que sera expresada en S. cerevisiae, fue
necesario seguir tres pasos: 1) recuperar el gen CgSTE2 del vector pGEM-T, 2)

purificar y digerir el plasmido pBC176 y 3) clonar CgSTE2 en pBC176.

6.2.4.1 Recuperacion de CgSTE2

A partir de las doce muestras purificadas y cuantificadas segun lo sefialado en la
seccion anterior, se realiz6 una doble digestion empleando las enzimas Xmal y Xhol
para generar los extremos necesarios para la ligacion del gen con pBC176. La reaccion
enzimatica se llevd a cabo a 37°C durante 3.5 horas empleando las cantidades

sefaladas en la siguiente tabla.

Muestras
1 2 3 4 5 6

2 uL 2 uL 2 uL 2 uL 2 uL 2 uL

Reactivo

Amortiguador
NEBuffer 4 (10X)

DNA 10.3puL 921 puL 83puL 105puL 8, 7puL 9,3 puL
Xma | 05uL O05pL O5puL O05puL O05puL 0.5uL
Xho | 05uL O05puL O5puL O5puL O05uL 0.5puL
BSA 02uL 0.2puL 02puL 0.2pL 0.2uL 0.2 puL
Agua estéril 6.5uL  7.7puL 85puL  63puL 81puL 7.5uL
Reactivo Muestra
7 8 9 10 11 12

Amortiguador

NEBuffer 4 (10X) 2pl 2pl 2pb 2pl 2uk 2pb

DNA 104puL 96puL 86puL 92pL 88puL 9.7 uL
Xmal O5uL O05puL O5puL O05puL O5puL 05uL
Xhol 05uL O5uL O5puL O5uL O05uL O5uL
BSA 02puL 02pL 02puL 02puL 0.2puL 0.2 puL
Agua estéril 64puL 72pL 82puL  76puL 80puL 7.1 puL
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Después de la digestion, el volumen total de las muestras se tomoé para realizar una
electroforesis en gel de agarosa 1%, esperdndose obtener bandas de
aproximadamente 3000 pb y 1550 pb correspondientes al vector pGEM-T y al gen
CgSTEZ2 respectivamente. Esta Ultima banda se cortd del gel con ayuda de una
espatula y se purificé con el kit QIAquick Gel Extraction siguiendo las indicaciones del

protocolo correspondiente (anexo C4).

Una vez purificadas, las muestras se agruparon de tres en tres para generar un total de
cuatro muestras. Estas se colocaron en un equipo Savant Concentrator para reducir el
volumen final hasta 50 uL con el propdsito de aumentar las concentraciones de

CgSTEZ2 extraido de la construccion con el vector.

Las concentraciones obtenidas se muestran en la siguiente tabla.

Muestra Concentracion (ng/uL)
1 12.1
2 23.0
3 315
4 23.2

6.2.4.2 Purificacién y digestion del vector pBC176

El plasmido escogido para clonar el gen CgSTE2 fue el plasmido replicativo pBC176,
cuyo mapa se muestra en la figura 12. pBC176 tiene el esqueleto del vector replicativo
pRS416 (CEN/ARS, marcador de seleccion URA3+) mas el promotor del gen TEF1 de

S. cerevisiae con el fin de dirigir la expresién de CgSTE2*344,
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Fig. 12. Mapa del vector pBC176. Al poseer el esqueleto del vector pRS416, pBC176 tiene el marcador
de uracilo y el casete de ampicilina como marcadores de seleccion. El promotor TEF1 se insert6 con el fin
de dirigir la expresién de CgSTE?2.

Este plasmido se encuentra expresado en la cepa DH10B de E. coli por lo que, para
poder extraerlo y purificarlo, fue necesario inocular colonias de esta cepa en medio
LB/ampicilina liquido e incubar durante 12 horas a 37°C con agitacién constante. A
partir de este cultivo se llevé a cabo la purificacion del plasmido siguiendo el protocolo
del kit de purificacion QIAprep Spin Miniprep QIAGEN (anexo C2). Una vez obtenido el
plasmido puro, este se cuantificO por espectrofotometria a 260 nm obteniéndose una

concentracion de 2070 ng/mL.

Para generar los extremos cohesivos que permitirian la ligacion del plasmido con el gen
CgSTEZ2, fue necesario digerir el plasmido purificado con las enzimas de restriccion

Xmal y Xhol. Se prepararon dos muestras de reaccién a partir de una dilucion 1:10 del
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plasmido (concentracion final 200 ng/mL), utilizando los reactivos y las cantidades
sefalados en la siguiente tabla. La digestion se realizd durante 3.5 horas a 37°C.

Reactivo Muestra
Amortiguador NEBuffer 4 (10X) 5puL
DNA 7.5l
Xmal 1.5uL
Xhol 1.5 uL
BSA 0.2 uL
Agua estéril 34.5 uL

Al finalizar la reaccion, las muestras se incubaron 10 minutos a 65°C para inactivar la
enzima y posteriormente se purificaron segun lo especificado en el protocolo del kit
QlAquick Gel Extraction. Las muestras se cuantificaron obteniéndose una

concentracion de 70.2 ng/uL y 75.3 ng/uL.

6.2.4.3 Clonacién de CgSTE2 en el plasmido pBC176

El siguiente pas6 consistio en la ligacion del plasmido pBC176 y el gen CgSTE2. Se
llevaron a cabo cuatro reacciones de ligacion (una por cada muestra obtenida de
CgSTE2) més un control negativo, segun lo sefialado en la siguiente tabla. La cantidad
de CgSTE2 empleada para cada muestra de reaccién se calculé con ayuda de la
misma férmula utilizada para el vector pGEM-T mencionada anteriormente y
considerando una relacion inserto:vector de 3:1 para las muestras 1 y 2, y una relaciéon
5:1 para las muestras 3 y 4. Las muestras se incubaron a 16°C por aproximadamente
14 horas.
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Reactivo Muestra
Control (-) 1 2 3 4
Amortiguador T4

DNA Ligase (10X) 2 uk 2uk 2 uk 2 uk 2 uk
pBC176 2 uL 2 uL 2 uL 2 uL 2 uL
CgSTE2 - 10 pL 55uL 6.5 uL 9 uL
T4 DNA ligasa 1ul 1ul 1uL 1uL 1uL
Agua estéril 15 uL 5uL 9.5 uL 8.5 uL 6 uL

Finalmente, la construccion pBC176/CgSTE2 se transformé en las células competentes
E. coli XLI-blue siguiendo el protocolo detallado en el anexo C5. La siguiente tabla
muestra las cantidades empleadas para las transformaciones. El control positivo

consistié en una muestra del plasmido pBC176 sin digerir a una concentracion de 200

ng/mL.
Reactivo Control (+) Control (-) Muestras 1-4
DNA/Producto de ligacion 20uL - 2.0 uL
Agua estéril - 20pL -
Células XLI-blue 100.0 uL  100.0 pL 100.0 uL
Amortiguador KCM 98.0 uL 98.0 uL 98.0 uL
Medio SOC liquido 800 pL 800 puL 800 pL

Las células de la mezcla de transformacion se plaquearon en cajas con medio LB con
ampicilina a una concentracion de 100 ug/mL y se incubaron a 37°C durante 24 horas.

Una vez que se obtuvieron colonias de células transformantes, se procedid a
comprobar que la ligacion del vector pBC176 con el inserto CgSTE?2 se realizo de forma
correcta. Para ello, se siguieron tres estrategias: 1) ensayo de enzimas de restriccion,

2) PCR para comprobar la presencia del inserto y 3) secuenciacion.
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Se obtuvieron un total de once colonias, las cuales se tomaron con un asa
bacteriolégica y se inocularon en 3 mL de medio LB liquido con ampicilina. Los cultivos
se incubaron a 37°C con agitacion constante durante 12 horas. Después de este
tiempo, las muestras se centrifugaron a 3500 rpm durante 3.5 minutos. El sobrenadante
se desechd y el boton se resuspendié para purificar la muestra de acuerdo a lo
sefalado en el protocolo del kit QIAprep Spin Miniprep QIAGEN (anexo C2).

A partir de estas muestras purificadas, se realizo el ensayo con las enzima Xmal y Xhol,
las cuales permitieron digerir la construccion pBC176/CgSTE2 para generar dos
fragmentos de aproximadamente 5600 pb y 1550 pb, los cuales corresponden al vector
pBC176 y al gen CgSTEZ2 respectivamente. Las cantidades usadas de cada reactivo

para las muestras de digestiones se muestran a continuacion.

Reactivo Muestra
Amortiguador NEBuffer 4 (10X) 2 uL
DNA 6 pL

Xmal 0.8 uL

Xhol 0.8 uL

BSA 0.1 puL

Agua estéril 10.4 pL

Las muestras se incubaron a 37°C durante 3 horas. Al terminar de la reaccién, se
tomaron 5 uL de muestra para realizar una electroforesis en gel de agarosa 1% para

buscar las bandas de los tamafios esperados.

Ademas del ensayo enzimatico, las muestras purificadas por Miniprep se emplearon
como DNA templado para realizar una reaccion de PCR, la cual permitié6 confirmar la
insercion de CgSTEZ2 en pBC176. La reaccion se llevo a cabo siguiendo el programa de

PCR disefiado para la amplificacion del gen CgSTE2 (seccion 6.2.2). Se tomaron 5 uL
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del producto de PCR resultante y se usaron para una electroforesis en gel de agarosa
1%, donde se esperaba observar la banda correspondiente al gen de interés.

La muestra que dio resultados positivos en ambas pruebas se usé para una nueva
transformacién de las células de E. coli XLI-blue, con el fin de contar con un respaldo de
células transformantes que contengan la construccion deseada. Las colonias
resultantes de esta nueva transformacion se procesaron con ayuda del kit QIAprep Spin
Miniprep QIAGEN y se cuantificaron.

La secuenciacion del gen CgSTE2 clonado en el vector pBC176 se llevo a cabo a partir
de una de las muestras Miniprep obtenidas de la dltima transformacién. Para ello, se
disefiaron tres oligonucledtidos que abarcaran la secuencia completa del gen (seccién
6.1.5). La secuenciacion se llevo a cabo en la Unidad de Biologia Molecular del Instituto

de Fisiologia Celular.

6.2.5 Expresion del receptor Ste2p de C. glabrata en S. cerevisiae

Una vez obtenida la construccion pBC176/CgSTEZ2, esta se emple6 para transformar
una cepa de S. cerevisiae que posee una delecién de gen STE2. Para ello, se realizé
una siembra de la cepa Aste2 de S. cerevisiae (YFLO26W) en medio YPD liquido y se
incubé a 30°C por 24 horas. La trasformacion se realiz6 por duplicado segun el
protocolo correspondiente (anexo C6) empleando una muestra del vector
pBC176/CgSTE2 con una concentracion de 400.1 ng/ulL. Las células se plaquearon en
cajas con medio minimo SD-ura y se incubaron a 30°C durante 48 horas. Las colonias
resultantes de la transformacion se resembraron en cajas con el mismo medio para

contar con suficientes colonias para los experimentos posteriores.

Una vez obtenidas las colonias de células transformantes, el siguiente paso consistio en
medir la expresion del gen CgSTE2. En este caso, se realizd una medicion relativa
evaluando el cambio en los niveles de expresién del RNA mensajero (MRNA) entre las

células que contienen el gen de C. glabrata y una cepa silvestre de S. cerevisiae.
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Para llevar a cabo la medicion fue necesario extraer el RNA total de las células. Con
ese fin, las colonias transformantes obtenidas en el paso anterior se inocularon en 5 mL
de medio minimo SD-ura liquido y se incubaron a 30°C durante 8 horas. A la par, se
realiz6 un cultivo de la cepa BY4741 de S. cerevisiae (cepa silvestre) en medio minimo
SD liguido. Pasado este tiempo, se tomaron 200 mL de cada cultivo y se diluyeron en el
medio de cultivo correspondiente, a fin de obtener una D.O., de 0.05. Estos cultivos
diluidos se incubaron durante toda la noche a 30°C con agitacion constante. Cuando los
cultivos alcanzaron una D.O.e, de entre 0.5 a 0.8, se centrifugaron durante 5 minutos a
2500 rpm. Se deseché el sobrenadante y las células se resuspendieron y procesaron
de acuerdo al protocolo correspondiente descrito en el anexo C7.

La cantidad de RNA obtenida fue analizada mediante electroforesis en gel de agarosa
1% con formaldehido, cuyo protocolo se encuentra en el anexo C8. El RNA se
cuantificd, obteniéndose concentraciones de 2.30 pg/uL para la cepa silvestre y 2.38

ug/uL para las células transformantes.

Las muestras se RNA obtenidas se utilizaron para llevar a cabo una transcripcion
reversa mediante la enzima SuperScript Il (anexo C9), seguida de una reaccion de
PCR para amplificar el DNA complementario (cDNA) generado en la reaccion anterior.
En el caso del cDNA obtenido a partir de las células transformantes que poseen el gen
CgSTEZ2, la ultima reaccion de PCR se realizé utilizando los oligonucleétidos y el
programa disefiado para amplificar CgSTEZ2. EI cDNA obtenido de la cepa silvestre de
S. cerevisiae se amplific6 empleando el par de oligonucle6tidos disefiados para la

amplificacion de ScSTE2 (seccion 6.1.3) y mediante el siguiente programa de PCR.

Desnaturalizacion inicial 94° C, 5 min

94° C, 45 seg (desnaturalizacién)
51° C, 45 seg (alineamiento)
75° C, 1.5 min (extension)

Amplificacién
(30 ciclos)

Extension final 75° C, 7 min
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Al finalizar la reaccion, se tomaron 5 uL de cada muestra para realizar una

electroforesis en gel de agarosa 1% y observar los cDNAs correspondientes.

6.2.6 Ensayos con laferomona a de S. cerevisiae y C. glabrata

La feromona a, tanto de S. cerevisiae como de C. glabrata, se mandaron sintetizar a la

compafia AnaSpec (http://www.anaspec.com/) ubicada en California, EUA. Al estimular

las células transformantes que estan expresando el receptor CgSte2p con estas
feromonas, se esperaba observar tres respuestas tipicas: 1) arresto del ciclo celular, 2)

formacion del fenotipo shmoo y 3) apareamiento celular.
6.2.6.1 Arresto del ciclo celular

Para realizar la prueba, se generaron cultivos de las cepas transformantes obtenidas en
los pasos anteriores en 10 mL de medio minimo SD-ura liquido. De igual modo, se
inocularon colonias de las cepas silvestre y Aste2 de S. cerevisiae Mata y de la cepa
silvestre de C. glabrata Mata en 10 mL de medio minimo SD. Los cultivos se incubaron
durante 24 horas a 30°C y con agitacién constante. Posteriormente, se realizaron las

diluciones necesarias de cada cultivo para obtener una D.O.4, entre 0.11 y 0.12.

La cantidad de feromona o de S. cerevisiae requerida para generar arresto en las
células de la cepa silvestre de la propia S. cerevisiae ya se habia evaluado en un
trabajo previo realizado por este laboratorio®. Basandose en esto, se decidié utilizar
una concentracion de feromona o de 15 uM (partiendo de una solucibn madre de
462uM). Las muestras para evaluar la respuesta a esta feromona se prepararon segun

la siguiente tabla. El medio SD estéril utilizado dependié de la cepa a evaluar.
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Componentes Volumen

Cultivo celular 37.5 L

Medio SD estéril 107.5 uL
Feromona a S. cerevisiae (462uM) 5.0 uL

En el caso de la feromona o de C. glabrata, no se contaba con un estudio previo que
estandarice la concentracién de feromona necesaria para observar el arresto celular.
Por lo tanto, se decidio evaluar cinco concentraciones distintas de feromona: 2 uM, 10
uM, 15 uM, 20 uM y 50 uM, partiendo de una solucién madre con una concentracion de
352 uM. Las muestras de reaccién para la feromona o de C. glabrata se muestran en la

siguiente tabla.

Componentes 2 uM 10 uM 15 uM 20 pM 50 uM
Cultivo celular 375uL  37.5puL 37.5 uL 37.5uL 37.5 uL
Medio SD estéril 111.5puL 1082 puL 106.1puL 1040 ul  91.2 pL
Feromona o C. glabrata
(352uM) 1.0 uL 4.3 uL 6.4 uL 8.5 uL 21.3 uL

Las muestras se colocaron en una placa de media area de 96 pozos y se midieron en
un multilector de placas Synergy que determina el crecimiento celular a partir de la
densidad Optica. La cinética consistio en cuatro mediciones durante los primeros dos
minutos (promediado como tiempo cero) mas una medicion cada hora durante 24 horas

a una longitud de onda de 600 nm.

6.2.6.2 Formacion del fenotipo shmoo

Se generaron cultivos de la cepa transformante que esta expresando el receptor

CgSte2p y de las cepas silvestre y Aste2 de S. cerevisiae en 10 mL de medio minimo
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SD-ura y SD completo respectivamente y se incubaron 24 horas a 30°C con agitacion
constante. Pasado este tiempo, se realizaron las diluciones necesarias de cada cultivo
para obtener una D.O.4, de 0.4. Se tomaron 200 pL de cultivo y se les afiadié feromona
a (tanto de S. cerevisiae como de C. glabrata de forma independiente) a una
concentracion de 15 uM. Las muestras se incubaron durante 2 horas a 30°C con
agitacion. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 2000 rpm durante 2 minutos,
el sobrenadante se retir6 con ayuda de una pipeta y el botdn se resuspendié en 20 pL
de medio. Se tomaron 10 uL de esta muestra y se observaron al microscopio en busca
de las elongaciones caracteristicas del fenotipo shmoo. La busqueda se realizé en al

menos 200 células.

6.2.6.3 Capacidad de apareamiento entre células haploides

Para probar la capacidad de las células transformantes de S. cerevisiae que estan
expresando el receptor CgSte2p (Mata) de aparearse con las células del tipo celular
contrario (Mata), se realizé un ensayo de complementacion mediante el estriado de
ambas células en cajas con medio minimo SD-lys-met-ura. Este medio de seleccion se
escogio debido a que, en caso de apareamiento, las auxotrofias de cada tipo celular se
complementarian permitiendo el crecimiento de las células diploides, incluyendo
aquellas que posean el plasmido donde se cloné el receptor (marcador URA3+). El
control positivo del experimento consistié en el apareamiento de las cepas Mata y Mata

silvestres en medio minimo SD-lys-met.

El experimento consistié en estriar, de forma horizontal, colonias de la cepa BY4742 de
S. cerevisiae (Mata silvestre) en cajas con el medio de seleccion. Sobre estas estrias,
se realizo el estriado de las colonias de la cepa transformante en sentido perpendicular
a las estrias existentes, tal como se muestra en la figura 13. A su vez, se realizo el
estriado independiente de capa cepa como control negativo del experimento. Las cajas

se incubaron durante 48 horas a 30 °C.
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Mata/Mata

-

(Y
il

Fig. 13. Esquema del estriado de colonias para la prueba de apareamiento. Las cajas se dividieron en
tres secciones, una para la cepa Mata, otra para la cepa Mata y la tercera para la interseccion de ambas
(Mata/Mata). En esta ultima seccion, las colonias de la cepa Mata se estriaron en sentido horizontal
mientras que la cepa Mata. se estri0 verticalmente. Este esquema se siguid para las muestras control, asi
como para los ensayos de apareamiento para ambas feromonas.

Las células transformantes secretaran la feromona a, la cual sera reconocida por el
receptor especifico ubicado en las células Mata. A su vez, estas secretaran feromona o
que debera ser reconocida por el receptor CgSte2p presente en las células
transformantes, activando la via de sefializacion de la feromona vy, finalmente,

promoviendo el apareamiento de las células.

Por otro lado, se evalud la capacidad de la feromona a de C. glabrata para inducir el
apareamiento de las células que expresan el receptor Cgste2p. Para ello, se realizd un
cultivo de estas células en medio SD-ura liquido a las que se les afiadio la feromona de
C. glabrata a una concentracion de 10 uM, 15 uM y 20 uM. Los cultivos se incubaron
durante 2 horas y, posteriormente, se utilizaron para realizar el estriado sobre las

colonias de la cepa Mata silvestre. Las cajas se incubaron durante 48 horas a 30 °C. Al
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igual que en el ensayo anterior, se espera que ambos tipos celulares puedan aparearse
y generar un diploide que crezca en el medio de seleccion.

La siguiente tabla resume el ensayo realizado para evaluar el apareamiento de las

células haploides de S. cerevisiae inducido por el par feromona-receptor de C. glabrata.

Cepas
Mata Mata Mata* Mata/Matae Mata*/Mata.
. -lys -met
Auxotrofias y -met
-ura -ura
+lys +lys
Complementacion +met +met
-ura +ura
Crecimiento en medio . .
SD-lys-met No No No Si Si
Crecimiento en medio .
SD-lys-met-ura No No No No Si
La cepa Mata* corresponden a las células Mata Aste2 que estan expresando el receptor Cgste2p vy,
por lo tanto, contienen el plasmido pBC176 que aporta el marcador de seleccion URA3+

6.2.7 Comparaciéon de los componentes de la via de sefializacion de la feromona

en levaduras

Ademas de la feromona y su receptor, existen otros componentes de la via que
desempefian un papel clave para que la célula genere una respuesta tipica después de
ser estimulada por la feromona. Debido a su importancia, algunos de los componentes
de la via de sefalizacion de la feromona de S. cerevisiae se compararon con los
componentes de C. glabrata y de otras siete levaduras (tanto sexuales como asexuales)
con el fin de encontrar alguna diferencia clara en C. glabrata que pudiera ser la causa
de la variaciébn en la respuesta de esta levadura tras entrar en contacto con la

feromona.
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El primer paso consistid en obtener las secuencias de nucle6tidos y aminoacidos en
formato fasta para cada uno de los genes y proteinas implicados en esta via en S.
cerevisiae. Estas se consiguieron en la base de datos de la pagina Saccharomyces
Genome Database (SGD, www.yeastgenome.org), la cual estda a cargo del

departamento de Genética de la escuela de Medicina de la Universidad Stanford,

California.

Las secuencias de nucleétidos obtenidas se utilizaron como base para realizar la
bdsqueda de proteinas codificadas por genes homélogos presentes en otras especies
de levaduras. Esto se realiz6 con la ayuda del programa informatico Blastx, el cual
forma parte de la familia BLAST (Basic Local Alignement Search Tool) desarrollada por

el Centro Nacional para la Informacion Biotecnoldgica (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). La

busqueda se delimitdé a la clase de los hemiascomicetos, ya que tanto S. cerevisiae
como C. glabrata pertenecen a esta. Las levaduras seleccionadas fueron
Zygosaccharomyces rouxxi, Kluyveromyces lactis, Ashbya gossypii, Debaryomyces
hansenii, Candida tropicalis, Candida albicans y Yarrowia lipolytica.

Una vez obtenidas las secuencias de las proteinas que conforman la via de
sefalizacion de la feromona en cada una de las levaduras seleccionadas, se realiz6 un
alineamiento  multiple de  estas utilizando los  programas  ClustalwW

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) y MEGA 5 “°. A partir de los alineamientos

se obtuvo el porcentaje de identidad de las proteinas de cada levadura con respecto a
las de S. cerevisiae. Esta comparacion nos permitiria saber qué tan parecidas son las
proteinas de C. glabrata a las de S. cerevisiae segun su secuencia, o bien, si estas
tienden a ser mas similares a las de las levaduras sexuales o asexuales y, de este

modo, contemplar la posibilidad de una divergencia en sus funciones.

Ademas de la comparacion de secuencias, la identificacion de dominios conservados
permite determinar similitud local o parcial entre las proteinas de las especies
comparadas asi como inferir una similitud de funcién. Para ello, se buscaron los

dominios presentes en cada una de las proteinas de las nueve levaduras analizadas
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mediante la herramienta de andlisis de secuencia Pfam *’, proporcionado por la pagina
del Instituto Sanger (http://pfam.sanger.ac.uk/). A partir de estos dominios se realizé un

cuadro comparativo con el fin de detectar alguna diferencia significativa, con respecto a
S. cerevisiae, que pudiera indicar una variacion en la funcién de las proteinas y, en
consecuencia, ser la causa de la falta de una respuesta tipica a la feromona por parte

de C. glabrata.

Finalmente, se realizé un perfil filogenético de los genes de S. cerevisiae implicados en
la via de la feromona para denotar la presencia o ausencia de genes homdlogos en
otras especies. Este paso se realizd6 con ayuda de la herramienta PhyloPro “®

(http://compsysbio.org/phylopro/), la cual delimita la busqueda de genes homdlogos en

organismos eucariotas. Ademas de mostrar la presencia de genes homadlogos, el perfil
filogenético generado con esta herramienta establece cinco tipos de relacion homdloga:
1) no ortélogos, 2) un gen “referencia” tiene sélo un ortélogo en la especie “blanco”
(2:1), 3) un gen de referencia tiene dos o mas ortdlogos en la especie blanco
(1:muchos), 4) un gen de referencia junto con al menos un paralogo adicional, tienen un
solo ort6logo en la especie blanco (muchos:1) y 5) un gen de referencia y al menos un
paralogo adicional, poseen dos 0 mas ortdlogos en la especie blanco (muchos:muchos).

Con ayuda del perfil es posible establecer si estos genes, y las proteinas codificadas
por ellos, se mantienen conservados a través de otros organismos debido a su
importancia para el funcionamiento de las células. De este modo, se traté de proponer
una relacién entre la ausencia o divergencia en la funcién de alguno de los genes

conservados con la aparente falta de un ciclo sexual en C. glabrata.
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7.1 Construccion del vector pBC176/CgSTE?2

Para poder evaluar la funcion del par feromona-receptor de C. glabrata se decidié
expresar el gen CgSTE2 en una cepa de S. cerevisiae Aste2. Con este fin, se construy6
un vector de clonacion utilizando el plasmido replicativo de S. cerevisiae pBC176, el

cual cuenta con el promotor TEF1 que permite la correcta expresion del gen.

El primer pasé6 consistié en extraer el DNA gendmico de la cepa CGM99 de C. glabrata
y, a partir de este, amplificar el gen CgSTE2 mediante una reaccién de PCR. Al finalizar
la reaccion, se tomaron 5 uL de cada una de las tres muestras realizadas para llevar a
cabo una electroforesis en gel de agarosa 1%, donde se esperaba observar bandas de

aproximadamente 1550 pb correspondientes al gen CgSTE2.

CgSTE2
Pm () 1 2 3
pb
4000 = _ _
3000 =— Fig. 14. Electroforesis en gel de los
productos de PCR utilizando Taq
Polimerasa. La amplificacion del gen
2000 == | S CySTE2 se realizd a partir del DNA
1650 == | S - S - genémico extraido de la cepa silvestre
de C. glabrata Mata. Los productos de
PCR resultantes poseen un peso
1000 == molecular cercano al esperado (1550
850 === pb). El control negativo (-) consistié en
650 m— todos los reactivos de reaccidn, excepto
el DNA gendmico. PM: Marcador de
:gg | peso molecular; pb: pares de bases.
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La figura 14 muestra la imagen del gel resultante. En ella se aprecia que el control
negativo de reactivos no presenta ninguna banda, lo que indica que las condiciones de
trabajo, asi como la esterilidad del material empleado durante la reaccion, fueron
adecuadas. En cuanto a las muestras de reaccion, las tres presentan una banda por

debajo del marcador de peso de 1650 pb, tal como se esperaba.

El gen CgSTE2 obtenido en el paso anterior se encuentra flanqueado por los sitios de
restriccion de las enzimas Xmal y Xhol para facilitar su clonacién en el plasmido
pBC176. Sin embargo, ya que la posicion de los sitios de corte se ubica en los extremos
del gen, fue necesario subclonarlo un vector intermedio (pGEM-T) con el fin de

favorecer la unién de las enzimas.

Una vez generada la construccion pGEM-T/CgSTEZ2, esta se utiliz6 para transformar
células competentes de E. coli. Las colonias obtenidas se seleccionaron de acuerdo al
patrén de colonias azules/blancas resultantes de la induccion con IPTG/X-Gal, donde
las colonias blancas son las que lograron insertar correctamente la construccion pGEM-
T/CgSTE2. Se tomaron dos de estas colonias y se utilizaron para llevar a cabo una
reaccion de PCR de colonia que pudiera confirmar la presencia del gen CgSTEZ2,
ademas de un ensayo enzimatico para comprobar que el gen se clon6 en el sitio

correcto del vector.

Los resultados de la reaccion de PCR de colonia confirman la presencia del gen en las
células transformantes de E. coli. En la figura 15A se puede observar que ambas
colonias analizadas presentan una banda por debajo del peso molecular de 1650 pb,

similar a las mostradas en la figura 14, las cuales corresponden al gen CgSTE?2.

Por otro lado, el ensayo enzimatico se realizd con la enzima Ncol que posee dos sitios
de corte en la construccion pGEM-T/CgSTE2 (figura 11). Después de la digestion se
esperaba obtener dos fragmentos, uno de 1460 pb y otro de 3090 pb aproximadamente.

Los resultados mostrados en la figura 15B sugieren que el gen CgSTE2 se ligo
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correctamente al vector pGEM-T. Por lo tanto, las muestras pueden utilizarse para

proseguir con la metodologia experimental planteada.

A) PCR B) Digestion
1 2 () PM PM 1 2 Vector

.| -
S | = 5000 =
w | = 4000 —

’ = 3000 =

w2000 =
w1650 =

Fig. 15. Ensayos para comprobar la presencia del gen CgSTE2 en dos las células transformantes de E.
coli y su correcta clonacién en el vector pGEM-T. A) Resultados de la PCR de colonia. Ambas colonias
analizadas presentan bandas del tamafio esperado para el gen CgSTE2. B) Resultados del ensayo
enzimético. El vector pPGEM-T/CgSTE?2 sin digerir tiene un tamafio de 4550 pb, lo que corresponde con la
banda mostrada en el carril del extremo derecho. Las bandas centrales presentan el patron esperado
después de digerir el vector con la enzima Ncol (1460 pb y 3090 pb aproximadamente). PM: Marcador
de peso molecular; pb: pares de bases.

El siguiente paso consistié en extraer el gen CgSTE2 de la construccion formada con el
vector pGEM-T. Para ello, se realizé una doble digestion de las células transformantes
de E. coli que contienen la construccion pGEM-T/CgSTE?Z2 utilizando las enzimas Xmal
y Xhol. Al finalizar la reaccion, las muestras se utilizaron para una electroforesis en gel
de agarosa donde se esperaba obtener dos bandas, una correspondiente al vector
pPGEM-T (3000 pb) y otra al gen CgSTEZ2 (1550 pb). Estas bandas se pueden apreciar
en la figura 16A, la cual presenta el gel resultante después de la doble digestion de dos

de las muestras obtenidas.
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Al igual que el gen CgSTEZ2, el vector pBC176 se sometié a una doble digestion con las
mismas enzimas Xmal y Xhol para generar los extremos cohesivos que permitirian su
ligacion con CgSTE2. Después de cortar con estas enzimas, se obtuvieron dos
fragmentos de aproximadamente 5600 pb y 280 pb, donde el fragmento de mayor
tamafo corresponde al vector de interés. La figura 16B muestra el resultado de esta
digestion, observandose las bandas correspondientes a ambos fragmentos.

A PGEM-T/CgSTE2
) 1 2 PM

B)

pb

-~
= S000— ! el Seened
— — »

—4000— '
—3000—

—2000—
—1660—

[ (1

—1000—

- 650 —

- 300 =
- 200 —

Fig. 16. Digestiones de la construccion pGEM-T/CgSTE2 y del vector pBC176 con las enzimas Xmal y
Xhol para generar los extremos cohesivos que facilitaran la subsecuente clonacién de CgSTE2 en
pBC176. A) La digestion de pGEM-T/CgSTE2 permitié separar la construccion en sus dos componentes,
el vector pGEM-T (3000 pb) y el gen CgSTEZ2 (1550 pb). B) Al cortar el vector purificado con las enzimas
mencionadas se obtienen bandas cercanas a los 200 pb y 6000 pb. La banda de mayor tamafio
corresponde a pBC176, cuyo tamafio es de 5600 pb aproximadamente. PM: Marcador de peso
molecular; pb: pares de bases.

Después de la digestion, las bandas pertenecientes al gen CgSTE2 y al vector pBC176
se cortaron del gel de agarosa y se purificaron con ayuda del kit QIAquick Gel
Extraction. En el caso del gen, se obtuvieron doce muestras, las cuales se juntaron en
grupos de tres y se secaron a vacio para generar cuatro muestras concentradas. En la

figura 17 se presentan las muestras purificadas, tanto del gen como del vector.
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pBC176 CgSTE2
PM 1 2 1 2 3 4
pb
6000 —
5000 — !-—
3000 —
2000 — | s
1650 = | W - —
1000 — -

Fig. 17. Purificacién del vector pBC176 y del gen CgSTE2 después de digerir con las enzimas Xmal y
Xhol. Las concentraciones obtenidas del vector fueron de 70.2 ng/uL y de 75.3 ng/uL, mientras que las
cuatro muestras del gen tienen concentraciones de 12.1 ng/uL, 23.0 ng/uL, 31.5 ng/uL y 23.2 ng/uL
respectivamente. PM: marcador de peso molecular; pb: pares de bases.

Las muestras purificadas se utilizaron para llevar a cabo la ligacién que daria origen a la
construccion pBC176/CgSTE2. Esta construccion se utilizd para transformar las células
competentes E. coli XLI-blue. Se obtuvieron once colonias de células transformantes,
las cuales se emplearon para realizar cultivos Miniprep. A partir de estos, se efectué un
ensayo enzimatico y una reaccion de PCR para comprobar la presencia del gen
CgSTEZ2 y su clonacién en el vector.

El ensayo con las enzimas Xmal y Xhol tenia como fin separar la construccion
pBC176/CgSTE2 para obtener, después de la electroforesis en gel, dos bandas de
aproximadamente 5600 pb y 1550 pb correspondientes al vector y al gen
respectivamente. En caso de observarse dichas bandas, se puede suponer que el gen
CgSTE2 se ligd correctamente al vector de clonacion. Los resultados del ensayo
enzimatico (figura 18A) muestran que so6lo una de las once colonias transformantes
presenta el patron de bandas esperado, mientras que las demas sé6lo muestran una
banda cercana a las 6000 pb similar a la del vector pBC176 linealizado de la figura 17.

Este resultado sugiere que la ligacién del gen y el vector fue deficiente, hecho que se
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confirma al observar los resultados de la reaccion de PCR (figura 18B), ya que sélo se

logro amplificar el gen CgSTE?2 a partir de la muestra nUmero cuatro.

A) Digestion
PM Vector 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1

pb -
6000 — e G G b W W W W W —
5000 — | = '
4000 — |
3000 — |
2000 —
1650 —

1000 —

B) PCR
PmMm () 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1

pb

4000 —
3000 —

2000 —
1650 —

(LT

1000 —

Fig. 18. Ensayos para comprobar la presencia del gen CgSTE2 en las células transformantes de E. coli y
su correcta clonacion en el vector pBC176. A) Resultados del ensayo enzimatico con Xmal y Xhol. Sélo
la muestra nimero cuatro presentd el patrén de bandas esperado (1550 pb y 5600 pb aproximadamente,
correspondientes al gen CgSTE2 y al vector pBC176). El resto de las muestras sélo presentan una banda
cercana a las 6000 pb similar a la del vector linealizado. La construccion pBC176/CgSTE?2 sin digerir se
muestra en el carril 2. B) Resultados de la reaccién de PCR para amplificar CgSTEZ2. La muestra nUmero
cuatro permitié6 amplificar el gen de interés, lo que no fue posible con el resto de las muestras. El control
negativo de PCR (-) consistié en todos los reactivos de reaccion a excepcion de la muestra purificada.
PM: marcador de peso molecular; pb: pares de bases.
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La muestra nimero cuatro tuvo resultados positivos para ambas pruebas, por lo que se
utilizé para realizar una nueva transformacion de células de E. coli XLI-blue y, de esta
forma, contar con un respaldo de células transformantes que contuvieran la
construccion pBC176/CgSTE?2.

Una de las muestras Miniprep obtenidas a partir de las nuevas células transformantes
se utilizé para la secuenciacion del gen CgSTE2. Al comparar los resultados de la
secuenciacion con la secuencia nucleotidica del gen silvestre, se encontraron cinco
mutaciones puntuales (tabla 4). Para saber si estas mutaciones en el gen habian
alterado la secuencia del receptor CgSte2p, se compararon también las secuencias de
aminoacidos y se encontraron tres aminoacidos mutados: isoleucina por valina en la
posicion 55 (lle55Val), glicina por glutamico en la posicion 108 (Gly108Lys) y valina por
alanina en la posicion 140 (Val140Ala).

Tabla 4. Mutaciones encontradas en el gen CgSTE2 expresado en las células
transformantes de S. cerevisiae y la consecuencia en la secuencia del receptor CgSte2p

CgSTE2 Cgste2 *Posicion Cambio de
silvestre mutante (pb) aminodacido
T A 38 -
A G 163 lle55Val
G A 323 Gly108Lys
T C 419 Vall40Ala
T C 118 0 -
*Posicion de los nucleétido mutados respecto al codén de inicio

A partir de este punto, se denominard gen Cgste2, construccion pBC176/Cgste2 y
receptor Cgste2p en deferencia a las mutaciones presentes en el gen con el cual se

esta trabajando.

Debido a que las pruebas posteriores se realizarian sobre este receptor mutado, era
necesario saber la importancia de las mutaciones encontradas ya que el resultado de

los ensayos podria ser una consecuencia de estas. Para ello, se realizé un alineamiento
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multiple de las secuencia de aminoacidos de la proteina Cgste2p contra las proteinas
Ste2p de otras especies de levaduras para determinar si las mutaciones se encuentran

en sitios de residuos conservados.

El receptor silvestre de C. glabrata posee una isoleucina en la primer posicion mutada
de nuestro receptor Cgste2p (valina en la posicion 55). Tanto valina como isoleucina
poseen caracteristicas fisicoquimicas similares, por lo que podemos suponer que esta
primera mutacion no tendra gran impacto en los resultados posteriores. Ademas, la
figura 19 muestra que la mayoria de las especies comparadas presenta un residuo de
alanina en esta posicion, la cual también comparte caracteristicas fisicoquimicas con la

valina presente en el receptor mutado.

Por otro lado, en el alineamiento multiple también podemos observar que la glicina
ubicada en la posicion 108 del receptor silvestre CgSte2p es un residuo conservado en
las especies analizadas. Sumado a lo anterior, el glutamico presente en la proteina
mutante no posee caracteristicas fisicoquimicas similares a las de la glicina, por lo que
esta mutacion podria tener un impacto mayor en la actividad del receptor Cgste2p. Sin
embargo, en la figura 20 se puede observar que esta mutacién se encuentra en la
primer asa extracelular del receptor, la cual no ha sido reportada como indispensable

para su activacién ni para su union a la proteina G 212449,

Finalmente, la Ultima mutacién obtenida para el receptor Cgste2p (alanina en la
posicion 140) se ubica en un sitio de residuos conservados, ya que la mayoria de las
especies comparadas, incluyendo a la propia C. glabrata, poseen un residuo de valina
en esta posicion. Al tratarse de aminoacidos con caracteristicas fisicoquimicas
similares, se espera que esta mutacion no influya en los resultados de los ensayos
posteriores. Ademas, al igual que las dos mutaciones anteriores, esta no se ubica en

una posicion de relevancia funcional para el receptor.
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Fig. 19. Alineamiento multlple de las secuencias de receptores Ste2p de diferentes levaduras generado
. Las tres mutaciones presentes en el receptor Cgste2p se ubican en sitios
de residuos conservados. Sin embargo, el receptor CgSte2p silvestre sélo posee dos de los tres residuos
conservados. Se espera que la presencia de valina en la posicion 55 y de alanina en la posicién 140 del
receptor mutante de C. glabrata no afecten de forma considerable su funcidén ya que estos aminoacidos
poseen caracteristicas fisicoquimicas similares a las de los residuos conservados en la mayoria de las
levaduras comparadas. El cambio de glicina por glutamato en la posicién 108 del receptor Cgste2p podria
tener una mayor repercusion en los ensayos posteriores ya que estos aminoacidos no comparten
propiedades fisicoquimicas. Las posiciones evaluadas se marcan con la casilla en negro.
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Fig. 20. Modelo de la estructura secundaria del receptor Cgste2p predicha con ayuda de la herramienta
SOSUI (http://bp.nuap.nagoya-u.ac.jp/sosui/). Los residuos mutados de este receptor se marcan con los
circulos negros. Ninguna de las tres mutaciones se localizan en regiones que hayan sido reportadas
como importantes para la activacién del receptor, la unién a la proteina G o la unién al ligando ** “*%*°,

Sin embargo, estas observaciones deberan evaluarse por métodos experimentales
diversos para comprobar la influencia de dichas mutaciones en la sefalizacion mediada

por esta variante del receptor CgSte2p.
7.2 Expresioén del receptor Cgste2p en S. cerevisiae

La construcciéon pBC176/Cgste2 obtenida en el punto anterior se utilizd para
transformar la cepa de S. cerevisiae Mata Aste2 con el fin de lograr la expresiéon
heter6loga del receptor Cgste2p. Las colonias resultantes de la transformacion se

seleccionaron gracias al marcador URA3+ presente en el vector de clonacion.
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Antes de realizar los ensayos con la feromona a, fue necesario determinar si el receptor
se estaba expresando de forma correcta en las células transformantes. Para ello, se
utilizé una medicion relativa que permitiera comparar los niveles de expresion del

MRNA de estas células contra las de una cepa silvestre de S. cerevisiae.

El primer paso consistio en la extraccion del RNA total de ambas cepas. Al finalizar la
extraccion, se realizé una electroforesis en gel de agarosa con formaldehido para
evaluar la integridad del RNA extraido. En la figura 21 se observa el gel obtenido
después de la electroforesis. Se puede apreciar la presencia de dos bandas
correspondientes al RNA ribosomal 28S y 18S para cada muestra, lo que sugiere que el
RNA se encuentra intacto y se puede utilizar para la sintesis de cDNA.

RNA

Cepa Cepa
silvestre transformante

Degradado

S B |-28s
b- —188

Fig 21. Gel de electroforesis de la extraccion del RNA total. El carril de la izquierda presenta una muestra
de RNA degradado que se utiliz6 como control para establecer la integridad del RNA obtenido. Las dos
cepas de interés muestran dos bandas que corresponden al RNA ribosomal 28S y 18S, por lo que se
deduce que la extraccién se llevé a cabo de forma satisfactoria.
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A partir del RNA obtenido, se llevo a cabo la sintesis de cDNA mediante la transcriptasa
reversa seguida de una reaccion de PCR que permiti6 amplificar el cDNA vy, de esta
forma, identificar el gen que esta expresandose en las células. Después de la
electroforesis en gel de las muestras de cDNA obtenidas, se esperaba encontrar
bandas de aproximadamente 1290 pb, en el caso de la cepa silvestre, y de 1550 para la
cepa transformante, las cuales corresponden al tamafio de los genes ScSTE2 y Cgste2
respectivamente. Ya que los resultados mostrados en la figura 22 coinciden con lo
esperado, podemos suponer que el gen de C. glabrata y, en consecuencia, el receptor
Cgste2p, se estan expresando de forma correcta en la cepa de S. cerevisiae Mata
Aste?2.

cDNA
PM  ScSTE2 Cgste2 ScSTE2 Cgste2

gl
—
—
—
-

3000 —
2000—
1650 —

1000 —
850 —

650 — - .

500—
400—

300 —

Fig. 22. Resultados de la expresion del gen Cgste2 en S. cerevisiae. Las muestras de cDNA obtenidas
presentan bandas del tamafio esperado (aproximadamente 1290 pb y 1550 pb para las cepas silvestre y
transformante respectivamente), mas una banda inespecifica de menor tamafio. EI cDNA obtenido a
partir de las células transformantes coincide con el control del gen Cgste2 amplificado mediante PCR, lo
cual indica que el gen se esta expresando en dichas células de forma adecuada.
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7.3 Ensayos con laferomona a de S. cerevisiae y de C. glabrata

Los experimentos realizados a continuacion tenian como objetivo probar si el receptor
Cgste2p es capaz de reconocer a la feromona a de S. cerevisiae y de C. glabrata y, una
vez formado el par feromona-receptor, acoplarse a la via de sefalizacion de la

feromona en S. cerevisiae para generar la respuesta tipica.

7.3.1 Arresto del ciclo celular

Una de las respuestas esperadas tras la sefalizacion de la feromona es el arresto del
ciclo celular®’. Para determinar si el receptor Cgste2p es capaz de inducir esta
respuesta, las células de S. cerevisiae que estan expresando este receptor, asi como
las células de las cepas silvestre y Aste2 de S. cerevisiae Mata, fueron estimuladas con
15 uM de la feromona o de esta misma especie. Las muestras se colocaron en un

multilector de placas Synergy para medir el crecimiento celular.

Después de 24 horas, se obtuvieron las curvas de crecimiento mostradas en la figura
23. En ella se observa que el crecimiento de la cepa silvestre de S. cerevisiae es
escaso debido a que la feromona a se unid correctamente a su receptor y provoco el
arresto de las células en la fase G1. Caso contrario, la cepa Aste2 no puede reconocer
a la feromona ya que no cuenta con el receptor correspondiente, por lo que presenta un
crecimiento exponencial tipico. La evaluacion de las células expresando el receptor
Cgste2p se realiz6 por duplicado para generar las muestras 1 y 2. En ambas se puede
observar que, a la concentracidbn ensayada, se obtiene un crecimiento similar al
mostrado por la cepa Aste2, lo que sugiere que el receptor Cgste2p no esta
reconociendo a la feromona a de S. cerevisiae, 0 bien, su union a ella no desencadena

la respuesta tipica esperada.

El ensayo se realiz6 dos veces mas para tener un total de tres repeticiones.
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Fig. 23. Ensayo de arresto celular con feromona a de S. cerevisiae. 24 horas después de su exposicion
con la feromona a (15 uM), la cepa silvestre presenta una disminucion en su crecimiento debido al
arresto del ciclo celular (¢#). Por su parte, las células Aste2 presentan un crecimiento exponencial tipico,
es decir, su crecimiento no se ve disminuido tras entrar en contacto con la feromona (o). De igual forma,
las dos muestras de las células que estan expresando el receptor Cgste2p no presentan una disminucion
de su crecimiento después de su exposicion a la feromona a de S. cerevisiae (A y o). Las barras de error
indican la desviacion estandar de las mediciones tras tres repeticiones.

La feromona o de C. glabrata también se prob6é en las células de S. cerevisiae
silvestres, Aste2 y las que expresan el receptor Cgste2p, ademas de probarse en
células silvestres de C. glabrata. Se utilizaron cinco concentraciones distintas de
feromona entre 2 uM y 50 uM. Todas ellas provocaron que el crecimiento de las células
gue expresan el receptor Cgste2p se viera disminuido (en comparacion con las células
silvestres), siendo en las muestras con 50 uM de feromona donde se observa menor

crecimiento (figura 24).

Contario a lo sucedido con la feromona de S. cerevisiae, la cepa silvestre y la cepa

Aste2 de S. cerevisiae presentan el mismo patron de crecimiento al ser incubadas con
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la feromona a de C. glabrata, es decir, ambas presentan una curva de crecimiento
exponencial sin ninguna alteracion. Esto sugiere que la feromona o de C. glabrata no
logra unirse correctamente al receptor silvestre ScSte2p o, si lo hace, no activa la ruta

de sefalizacion hasta generar el arresto del ciclo celular.

Finalmente, las células de la cepa silvestre de C. glabrata tampoco arrestan su
crecimiento al ser estimuladas por la feromona a, mostrando un crecimiento incluso

mayor y en menor tiempo que el observado en las células silvestres de S. cerevisiae.

20
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E —o—Cg silvestre
e 14 7 :
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o 0.6 - E Cgste2p
2 —&— 20uM

04 1 —6— 50uM

0.2 i i
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Fig. 24. Ensayo de arresto celular con feromona o de C. glabrata. Las células de cada cepa evaluada se
estimularon con cinco concentraciones distintas de feromona. La cepa silvestre de C. glabrata (e), asi
como las cepas silvestre (¢) y Aste2 (o) de S. cerevisiae presentan un crecimiento exponencial normal, es
decir, no se observa una disminucién tras su exposicion a la feromona a de C. glabrata. Las curvas de
crecimiento de estas tres son el promedio de las mediciones obtenidas para las cinco concentraciones
evaluadas. Por otro lado, las células de S. cerevisiae que expresan el receptor Cgste2p presentan una
respuesta positiva, ya que su crecimiento se ve disminuido a medida que aumenta la concentracién de
feromona. Las barras de error indican la desviacidon estandar de las mediciones después de tres
repeticiones.
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A partir de estos resultados podemos concluir que el receptor Cgste2p presenta mayor
afinidad con la feromona o de C. glabrata ya que esta union logré generar el arresto del
crecimiento celular, no asi con la feromona o de S. cerevisiae. Sin embargo, es
necesario evaluar mas concentraciones de la feromona de S. cerevisiae para

determinar si, a mayor concentracion, el arresto celular puede presentarse.
7.3.2 Formacion del fenotipo shmoo

Ademas del arresto celular, la activacion de la via de sefializacion de la feromona
induce una alteracion en la morfologia de las células, generando las elongaciones
conocidas como shmoo®. Para determinar si las células que expresan el receptor
Cgste2p presentan estas elongaciones tras su contacto con la feromona, se incubaron
durante 2 horas con las feromonas o de S. cerevisiae y de C. glabrata a una
concentracion de 15 uM. Este mismo procedimiento se realizo en las cepas silvestre y
Aste2 de S. cerevisiae. Posteriormente, se observaron al microscopio alrededor de 200

células para cada cepa y cada feromona ensayada.

Las células silvestres de S. cerevisiae presentan la morfologia piriforme caracteristica
de las elongaciones shmoo después de ser expuesta a su propia feromona o (figura
25A). Por su parte, la incubacién de las células que estdn expresando el receptor
Cgste2p con la feromona o de S. cerevisiae genera que estas células adquieran una
morfologia alargada méas prominente que la mostrada por la cepa silvestre (figura 25E),
aunque solo alrededor del 50% de esta morfologia es similar al shmoo.

La exposicion a la feromona o de C. glabrata no generé un cambio en la morfologia de
las células silvestres de S. cerevisiae (figura 25B), ya que estas presentan una forma
circular similar a la que se observa en las células de la cepa Aste2 de S. cerevisiae, las
cuales fueron usadas como control negativo del experimento (figuras 25C y 25D). Sin
embargo, esta feromona si gener6 un cambio en la morfologia de las células que
poseen el receptor Cgste2p ya que se observa un shmoo discreto, ligeramente curvo,

en aproximadamente el 25-30% de las células (figura 25F).
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Feromona a Feromona a
S. cerevisiae C. glabrata
A B
S. cerevisiae
silvestre
C ; D
S. cerevisiae
Aste2
E ) F
S. cerevisiae
con Cgste2p
Y,

Fig. 25. Respuesta morfologica de las células de S. cerevisiae silvestres, Asfe2 y las que estan
expresando el receptor Cgste2p tras su incubacion con feromona o (15 uM) durante 2 horas. A) Las
células silvestres presentan las elongaciones piriformes caracteristicas del shmoo al ser estimuladas por
la feromona a de S. cerevisiae. B) La morfologia de las células silvestres no se vio alterada después de
estar en contacto con la feromona o de C. glabrata. C y D) Las células que poseen una delecion del gen
ScSTE?2 (Aste2) no alteran su morfologia al entrar en contacto con ninguna de las dos feromonas, por lo
gue fueron utilizadas como control negativo del experimento. E) Por su parte, las células que estan
expresando el receptor Cgste2p presentan la morfologia del shmoo tras el contacto con la feromona a de
S. cerevisiae. F) La feromona a de C. glabrata también genera un cambio en la morfologia de las células
que poseen el receptor Cgste2p. Sin embargo, el shmoo observado es ligeramente curvo y se encuentra
en menor proporcién que el generado por la feromona de S. cerevisiae.
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De estos resultados podemos concluir que el receptor Cgste2p, tras su unién a
feromona, activa el mecanismo necesario para generar las elongaciones tipo shmoo. La
diferencia en la cantidad de células que presentan esta morfologia entre los dos tipos
de feromonas podria deberse a que la feromona a de C. glabrata requiere una mayor
concentracion para generar un efecto similar al presentado por la feromona o de S.

cerevisiae, lo cual es acorde con lo observado en los ensayos de arresto celular.

7.3.3 Apareamiento entre células haploides

Una de las finalidades de la activacion de la via de sefializacion de la feromona es el
apareamiento celular?’. Para probar si las células de S. cerevisiae que estan
expresando el receptor Cgste2p pueden cumplir con este fin, se realiz6 un ensayo de
apareamiento entre estas células y las células de la cepa Mata silvestres. El ensayo se
bas6 en la complementacién de las auxotrofias presentes en cada cepa como
consecuencia del apareamiento, tal como se muestra en la tabla de la seccién 6.2.6.3.

El control positivo consistio6 en el apareamiento de las cepas Mata y Mata de S.
cerevisiae. Mata silvestre (BY4742) tiene, entre otras, auxotrofias para lisina y uracilo,
mientras que la cepa Mata silvestre (BY4741) presenta auxotrofia para metionina y para
uracilo. Al estriar estas células haploides en medio SD-lys-met, ninguna de las dos
creci6 (figura 26B y 26C). Sin embargo, el apareamiento entre estas células dio origen
al diploide Mata/Mata. que es capaz de crecer en este medio debido a la

complementacion auxotréfica (figura 26A).

Las células que estan expresando el receptor Cgste2p parten de la cepa Mata Aste2,
por lo que poseen auxotrofia para metionina y uracilo. No obstante, el vector pBC176
donde se cloné el gen Cgste2 posee el marcador de seleccion URA3+, permitiendo que
estas ceélulas puedan crecer en medio minimo sin uracilo. Por lo tanto, el ensayo de
apareamiento de estas células se llevé acabo en medio SD-lys-met-ura. Al igual que en

el control positivo, al estriar las células silvestres Mata. en este medio no se observo
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crecimiento, asi como tampoco crecieron las células que expresan el receptor Cgste2p
(figura 26E y 26F respectivamente). En caso de que el receptor Cgste2p hubiera
reconocido de forma adecuada a la feromona a secretada por las células Mata, y
viceversa, el apareamiento entre estas células daria origen a una célula diploide capaz
de crecer en el medio de seleccion. Sin embargo, la figura 26D no muestra crecimiento
celular después de poner en contacto ambas células, lo que sugiere que no se llevo a
cabo el apareamiento y que no se formo la célula diploide.

Control (¥)

Mata/Mato ™% Mata-Cgste2p/Mato F
> \\\ EDm— 4

Fig. 26. Resultados del ensayo de apareamiento después de realizar el cruce de las cepas Mata y Mata
durante 48 horas a 30 °C. A) El control positivo consistié en el estriado de las células silvestres de S.
cerevisiae Mata y Mata. El cruce de estas células generd el diploide Mata/Mata que complementa las
auxotrofias individuales de cada cepa, por lo que pudo crecer en el medio de seleccion SD-lys-met. B) La
cepa Mata silvestre no es capaz de crecer en el medio de seleccion. C) De igual forma, la cepa Mata
silvestre no crecioé en el medio de seleccidn debido a sus auxotrofias. D) El cruce de las células Mata.
silvestre y Mata que estan expresando el receptor Cgste2p no condujo a la formacién de un diploide
capaz de crecer en el medio de seleccién. E) La cepa Mata silvestre tampoco crece en el medio SD-lys-
met-ura ya que posee auxotrofia para lisina y uracilo. F) Las células de S. cerevisiae que expresan el
receptor Cgste2p no crecieron en el medio SD-lys-met-ura debido a que esta cepa tiene auxotrofias para
metionina y para uracilo.

Por otro lado, se evalud la capacidad de apareamiento de las células que expresan el

receptor Cgste2p después de ser estimuladas con la feromona o de C. glabrata. Las
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células se incubaron con tres concentraciones distintas de feromona durante 2 horas vy,
posteriormente, se estriaron en medio SD-lys-met-ura junto con las células de la cepa
Mata silvestre. En este caso, tampoco se observo formacion del diploide a ninguna de
las concentraciones de feromona utilizadas, obteniéndose resultados similares al

mostrado en la figura 26D-F.

Estos resultados sugieren que a pesar de que el receptor Cgste2p, tras su unién a la
feromona a de ambas especies, activa el mecanismo necesario para generar las
elongaciones tipo shmoo, dichas elongaciones no favorecen el apareamiento de las

células, o bien, la union feromona-receptor no permite que se lleve a cabo este proceso.

7.4 Comparacion de los componentes de la via de sefializacion de la feromona en

levaduras

Aungque el par feromona-receptor es indispensable para la activacion de la via de
sefalizacion de la feromona, los componentes que se ubican rio abajo en esta cascada
también juegan un papel muy importante ya que la correcta interaccion entre ellos
permitird que la sefial sea transmitida hasta generar la respuesta esperada. Por tal
motivo, se realizé un andlisis comparativo de las proteinas implicadas en esta via en

nueve diferentes especies de levaduras.

7.4.1 Anélisis de secuencias

El primer andlisis consisti6 en el alineamiento mdultiple de las secuencias de las
proteinas de esta via en algunas levaduras sexuales (S. cerevisiae, Z. rouxxi, K. lactis,
D. hansenii y Y. lipolytica) y asexuales (C. glabrata, A. gossypii, C. tropicalis y C.
albicans). A partir de los resultados del alineamiento realizado con ClustalW se obtuvo
una comparacion de los porcentajes de identidad de estas proteinas con respecto a S.

cerevisiae, la cual se muestra en la tabla 5.

67




7. RESULTADOS

Tabla 5. Componentes de la via de sefializacion de feromona en
S. cerevisiae y porcentaje de identidad de las proteinas homdlogas de otras especies

Proteinas Porcentaje de Identidad
de S. Z K. D. Y. C. A C. C.
cerevisiae = rouxii lactis  hansenii lipolytica glabrata gossypii tropicalis albicans

Ste2p 41.99 47.49 28.85 30.68 41.43 39.20 27.95 24.74
Ste3p 47.05  49.65 29.84 27.20 52.88 46.95 32.60 31.78
Gpalp 73.35 64.55 64.93 46.68 73.99 73.99 64.40 65.97
Stedp 62.62 50.72 45.80 31.02 56.76 56.22 41.63 44.39
Stel8p = 64.89 53.33 39.13 26.47 62.50 46.73 35.56 37.08
Ste5p 43.39 27.45 14.64 12.55 30.98 27.59 11.36 18.67
Bemlp = 61.50 60.42 37.45 32.74 61.91 55.37 37.70 36.99
Cdc24p 65.30 57.33 33.46 28.07 64.76 57.79 33.42 32.47
Cdc42p | 94.76 96.86 87.43 84.29 96.86 93.72 86.91 87.43
Bnilp 56.56  45.06 34.32 26.57 63.47 46.67 32.38 24.12
Ste20p  56.24 50.51 39.14 37.44 50.12 53.64 40.02 49.04
Stellp 67.76 60.15 46.06 39.48 65.48 63.19 42.86 4411
Ste50p  52.72 42.47 26.65 21.82 54.86 43.42 29.15 27.19
Ste7p 59.27 49.18 36.47 32.01 49.65 48.43 34.82 35.32
Fus3p 79.89 71.67 62.32 60.00 79.77 70.49 60.87 61.74
Ksslp 81.69 75.97 62.07 60.34 58.73 76.16 61.78 61.89
Msg5p 38.79 31.56 29.41 27.79 41.28 28.70 25.65 24.10

Stel2p  --- 3597 29.68 2219 30.07 36.24 2869 29.01
Diglp 1675 1128 - 1321 2115 -
Dig2p  23.68 -  21.63 - 28.83

Farlp 26.62 12.33 9.79 9.40 20.28 8.92 8.62 9.90
Fuslp 42.13 = 21.59 16.62 12.95 24.63 20.22 20.11 19.95

Las lineas (----) significan que no se encontrd la proteina homdloga en dicha especie. La escala de
gradiente de colores ilustra los niveles de identidad, desde una identidad alta (verde) hasta una identidad
muy baja (rojo) respecto a S. cerevisiae. Se anotan con negrita los valores que caen dentro de la llamada
Twilight zone.

El alineamiento de secuencias es una herramienta Gtil para inferir la relacién evolutiva
de dos proteinas asi como la similitud de sus estructuras y de su funcion®® . En este
caso, al comparar proteinas de especies sexuales y asexuales se pretendia establecer
una relacion entre la similitud de las secuencias y la sexualidad. Se esperaba que las
levaduras que poseen un ciclo de reproduccion sexual mostraran un porcentaje de

identidad mayor con respecto a S. cerevisiae, lo cual sugeriria que sus proteinas
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cumplen la misma funcion dentro de esta via. Por el contrario, siguiendo esta misma
idea, las proteinas de las levaduras asexuales, incluyendo C. glabrata, deberian
mostrar porcentajes de identidad menores sugiriendo una divergencia en sus

secuencias y en sus funciones.

Lo primero que salta a la vista al observar los resultados de la tabla 5 es que las
proteinas mas diferentes, es decir, las que poseen los porcentajes de identidad mas
bajos respecto a S. cerevisiae, son las que se encuentran al final de la via (Msg5p,
Stel2p, Diglp, Dig2p, Farlp y Fuslp). La importancia de este resultado radica en que
la diferencia en las secuencias de estas proteinas podria significar una diferencia en su
funcidén y, en consecuencia, la transcripcion de genes sexuales, el arresto del ciclo
celular, la polarizacién y la fusion celular inducidos por feromona no se llevarian a cabo
de la misma forma en que se observa en S. cerevisiae. Sin embargo, estos valores se
observan por igual en levaduras sexuales como asexuales por lo que es necesario
analizar a méas detalle las secuencias de dichas proteinas para identificar en qué

regiones se encuentran las diferencias.

Otro aspecto que llama la atencion de la tabla anterior es la falta de proteinas
homologas para Diglp y/o Dig2p en la mayoria de las levaduras de estudio. Estas
proteinas tienen una funcion redundante y se ha demostrado que la ausencia de una o
ambas no inhibe la respuesta a la feromona sino que, por el contrario, podria provocar
una elevada expresion de los genes inducidos por esta®®. Por ende, la ausencia de
homologos para Diglp y/o Dig2p no parece estar relacionada con la falta de respuesta

sexual en las levaduras.

El andlisis general de la tabla 5 no permitié encontrar una relacion entre la similitud de
las secuencia y la sexualidad ya que se observa una gran diferencia en los valores
obtenidos dentro de ambos grupos de levaduras. Las proteinas de C. glabrata, a pesar
de ser una levadura asexual, son mas similares a las de S. cerevisiae que las de D.
hansenii, K. lactis y Y. lipolytica, obteniendo porcentajes de identidad muy similares a

los de las proteinas de Z. rouxxi. Asi mismo, los porcentajes de identidad obtenidos
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para las proteinas de D. hansenii y Y. lipolytica son mas parecidos a los de C. albicans
y C. tropicalis que a los del resto de levaduras sexuales. La comparacion de estos
resultados con la relacion filogenética mostrada en la imagen 1, sugiere que la
semejanza de las secuencias proteinicas de estos organismos se encuentra en funcion

de su cercania filogenética y no tanto de su tipo de reproduccion.

Hablando exclusivamente de C. glabrata, se observa que la mayoria de las proteinas
presentan un porcentaje de identidad superior al 50%, lo que sugiere que estas se
encuentran relacionadas con las proteinas de S. cerevisiae y que podrian poseer
funciones similares. Esto no ocurre con CgSte5p, CgStel2p, CgFarlp y CgFuslp,
cuyos porcentajes de identidad caen dentro de una zona de umbral denominada
Twilight zone (20-30%) en la cual es dificil asegurar esta relacion evolutiva basandose

Unicamente en el alineamiento®" >3

En el caso de CgDiglp, el porcentaje de identidad obtenido es incluso menor al 20%, lo
gue podria insinuar que esta proteina no se encuentra muy relacionada a la proteina de
S. cerevisiae y que no comparten estructura ni funcion. No obstante, este resultado no
es concluyente ya que algunos estudios han demostrado que proteinas con porcentajes
51, 54,

de identidad menores al 15% pueden poseer una conformacion estructural similar

% lo que podria llevarlas a desempefiar funciones similares.

Considerando las diferencias observadas en este analisis asi como su repercusion en la
sefalizacion de la feromona, podemos sospechar que las proteinas CgSte5p, CgFarlp,
CgFuslp y CgStel2p estan involucradas en la falta de una respuesta sexual por parte
de C. glabrata. No obstante, para confirmar lo anterior se requieren analisis mas

detallados, tanto de las secuencias como de las estructuras de estas proteinas.

7.4.2 Comparacion de dominios

La comparacion de secuencias no es la Unica herramienta para determinar qué tan

similares son dos proteinas. Otro de los métodos ampliamente utilizados es la
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busqueda de dominios conservados ya que estos pueden indicar similitud local o parcial
entre proteinas, ademas de ser una clave sobre la funcién de las mismas®. La
importancia de los dominios radica en que estos pueden mediar el transporte de las
proteinas a sitios especificos de la célula, permitir el reconocimiento e interaccidon entre
proteinas y/o segundos mensajeros asi como controlar la conformacion, actividad y

especificidad de algunas enzimas, entre otras®’.

En este caso, se buscaba identificar qué dominios poseen las proteinas que forman
parte de la via de sefalizacién de la feromona en S. cerevisiae y determinar si dichos
dominios se conservan en las proteinas de un grupo dado de levaduras. La presencia o
ausencia de estos dominios nos dara un indicio sobre la similitud de la ruta de la
feromona en C. glabrata y, posiblemente, arroje pistas sobre la causa de un ciclo sexual

“inexistente” en esta levadura.

Para llevar a cabo este analisis, se utilizo la herramienta Pfam para buscar los dominios
presentes en cada una de las proteinas de la via para todas las especies comparadas.

Los dominios encontrados en S. cerevisiae se muestran en la figura 27.

Como se puede observar, las proteinas Diglp, Dig2p, Farlp y Fuslp no estan
representadas en esta imagen ya que no se encontraron dominios asociados a ellas.
También podemos apreciar que aproximadamente el 40% de las proteinas tienen mas

de un dominio (proteinas multidominio®®),

lo que sugiere que estas proteinas poseen
mas de una funcibn y que son componentes indispensables para interacciones
multiples dentro de esta u otra via. Tal es el caso de Cdc24p, Ste20p y Stebp, las
cuales, ademés de ser efectores de la via, permiten la unién e interaccion de otras

proteinas asi como la localizacién de estos complejos en su sitio de accién®* %',

Por otro lado, en la tabla 6 se presenta la comparacion de los dominios encontrados en

las proteinas de las levaduras seleccionadas.
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Proteinas Dominios en S. cerevisiae

Ste2p ~— T —)————

Ste3p U —

Gpalp o Galphar o

WD40

Stedp ] -

Ste18p ~G-gamma

SteSp STES e
Bem1p o SH3 SHIL PR SN
Cdc24p ~——{CDC24 ) {RhoGE ) (PHY10 : ‘PHOI0) P
Cdc42p R

Bni1p : - TEGRB —GeBTEIEH B -S— i —
Ste20p PBD) _Bkil;ase—»»—
Stel1p SAM 2 Ras _bdg—kkmlas_d
Ste50p_SAM

Ste50p _,;_,M WRAW-

Ste7p = ,._Bkil;s_~ —

Fus3p ,__Elli.;nas_*

Kss1p —

Msg5p ~ —@7
Stet2p | ST

Fig. 27. Dominios encontrados en las proteinas que forman parte de la via de sefializacion de la
feromona en S. cerevisiae. Los dominios se obtuvieron con la herramienta de andlisis de secuencias
Pfam (http:/pfam.sanger.ac.uk/). Algunas de estas proteinas poseen mas de un dominio, mientras que
otras (Diglp, Dig2p, Farlp y Fuslp) no poseen ningin dominio registrado en Pfam, por lo que no se
incluyen en la imagen.
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Tabla 6. Comparacion de los dominios presentes en las proteinas de la via de sefializacién de la feromona en algunas levaduras

Proteinas Dominios Dominios presentes en otras levaduras
de S. en S.
cerevisiae cerevisiae C. glabrata Z. rouxii K. lactis A. gossypii | D. hansenii | C. tropicalis | C. albicans | Y. lipolytica
Ste2p Ste 2 v v v v v v v v
Ste3p Ste 3 v v v v v v v v
Gpalp G-alpha 4 4 v v v v v v
Stedp WD40 (5) v v (6) (6) @) v (6) (6)
Stel8p G-gamma v 4 4 v v v v v
Ste 5 : : : : . .
Ste5p Ste5 C Sin Ste 5 Sin Ste 5 Sin Ste 5 Sin Ste 5 Sin dominios
SH3 1 (2)
Bem1lp PX SH3_1 (1) v v v Sin PB1 Sin PB1 Sin PB1 v
SH3 2 (1)
PB1
CDC24
RoGEF :
Cdc24p PH_10 Sin PB1 v v v v v v v
PB1
Cdc42p Ras v v v v v v v v
Drf_GBD
Bnilp Drf_FH3 v v v 4 v v v v
FH2
Pkinasa
v v v v v v v v
Ste20p PBD
Pkinasa
Stellp Ras bdg_2 SAM 1 v v v v v v SAM 1
SAM 2

SOavliins3yd ‘L
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Tabla 6: Continuacion

sesop [SFm ST [ [ [ sz Tz [ st
Ste7p Pkinasa 4 v v v v v v v
Fus3p Pkinasa v v v v v v v v
Ksslp Pkinasa v v 4 4 v v v v
Msg5p DSPc 4 v v v v v v v
Stel2p Ste (2 v 4 v v v v
Diglp Sin dominios

Dig2p Sin dominios

Farlp Sin dominios

Fuslp Sin dominios SH3_2 Sin dominios SH3 1 SH3 1 dorﬁmios

Los nameros entre paréntesis indican la cantidad de copias encontradas para los dominios repetidos
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En la tabla anterior podemos notar que es justamente en las proteinas multidominio
donde se observa la mayor diferencia entre especies. Por ejemplo, en la proteina Stedp
de S. cerevisiae se identificaron cinco copias del dominio WD40, mientras que en K.
lactis, A. gossypii, C. albicans, Y lipolytica y D. hansenii se encontraron seis, e incluso
siete copias de dicho dominio.

Una diferencia mas notoria se presenta en Ste5p, donde la escasa similitud en las
secuencias no permite establecer la presencia de dominios conservados en la mitad de
las especies analizadas, mientras que la otra mitad s6lo cuenta con uno de los dos
dominios encontrados en S. cerevisiae. Es probable que la ausencia de uno o ambos
dominios afecte la funcion de las proteinas homdlogas. Sin embargo, no podemos
asegurar que dicha diferencia tenga un efecto negativo en la sefalizacion de la
feromona y en la reproduccion sexual ya que D. hansenii se encuentra entre las
especies cuya proteina no tiene ningun dominio funcional. Lo mismo ocurre con C.
albicans la cual, a pesar de las diferencias observadas en su proteina CaSte5p, ha

demostrado ser capaz de aparearse sexualmente bajo ciertas circunstancias®® .

Otra proteina multidominio donde se observan diferencias marcadas es Bemlp, ya que
D. hansenii, C. albicans y C. tropicalis no poseen el dominio PB1. Este dominio también
se encuentra en la proteina Cdc24p y es importante para la formaciéon del complejo
Bem1p-Cdc24P, el cual establece la polarizacién de la célula®. Aunque la proteina
homologa de C. glabrata CgBemlp si contiene el dominio PB1, es posible que la
formacion del complejo CgBemlp-CgCdc24p también se vea afectada ya que su

proteina CgCdc24p es la Unica en la que dicho dominio no esta presente.

Finalmente, aunque la base de datos utilizada no reportd la presencia de dominios
funcionales para la proteina Fuslp de S. cerevisiae, las proteinas homélogas de C.
glabrata, C. albicans y C. tropicalis poseen el dominio SH3. Entre las funciones de este
dominio se encuentran dirigir la union y localizacibn de complejos proteicos
involucrados en procesos celulares clave, ademas de desempefar papeles

regulatorios®. La ausencia de este dominio en S. cerevisiae parece indicar que no es
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indispensable para la sefializacion de la feromona. Empero, no podemos descartar la
importancia de esta diferencia ya que el andlisis de secuencias también sefiala a esta
proteina como posible implicada de la sefializacion diferencial por parte de C. glabrata.

7.4.3 Perfil filogenético

Finalmente, se realizé un perfil filogenético de los genes que forman parte de la via de
sefalizacion de la feromona en S. cerevisiae. Este andlisis tenia como fin determinar si
este conjunto de genes se encuentran conservados en otras especies y, a partir de su
distribucién y conservacion, inferir la importancia de las proteinas codificadas por ellos

para el apareamiento sexual en otros eucariotas.

El perfil de un gen es un patrén que muestra la presencia o ausencia de sus homologos
a través de una serie de genomas, reflejando su distribucién taxonémica®®. Esta
herramienta se basa en el hecho de que, durante la evolucién de una especie, sus
genes pueden sufrir deleciones, duplicaciones o ser transferidos de una especie a otra.
Si existe algun grupo de genes que tiendan a transferirse juntos a otros organismos, es
posible que los productos de estos genes tengan funciones similares o que actien en

conjunto durante algtin proceso bioldgico® .

Basandonos en lo anterior, podemos suponer que la ausencia o divergencia de alguno
de los genes que trabajan juntos, disminuiran la capacidad del organismo para llevar a
cabo dicha funcion. Por lo tanto, el perfil filogenético también nos ayudaria a deducir
cudles genes han sufrido un mayor cambio y podrian ser la causa de la supuesta falta

de un apareamiento sexual por parte de C. glabrata.

La figura 28 muestra el perfil obtenido mediante la herramienta PhyloPro la cual realiza
la busqueda de genes a través de 120 organismos eucariotas organizados segun la
siguiente clasificacion taxondmica: plantas (7), protozoarios (30), hongos (26),
metazoarios (2), nematodos (7), artrépodos (17), cordados (2), mamiferos (24) y otros
vertebrados (7).
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Fig. 28. Perfil filogenético de los genes involucrados en la via de la feromona en S. cerevisiae. La
busqueda de homologos se realizd en 120 especies de organismos eucariotas de diversa clasificacion
taxondmica. La mayoria de los genes cuenta con un solo homologo distribuido exclusivamente en
hongos. Sin embargo, existen otros genes que tienen muy buena conservacion entre los eucariotas. Tal
es el caso de STE20, GPA1, CDC42, STE4, BNI1, FUS3, KSS1 y MSG5, cuya importancia para la célula
los lleva a poseer incluso mas de un homélogo. Por el contrario, STE5, DIG1, DIG2, STE12, FUS1,
FAR1 y STES0 presentan muy poca conservacion.
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En la imagen se puede identificar un grupo de genes (STE20, GPAL, CDC42, STE4,
BNI1, FUS3, KSS1 y MSG5) que se encuentran presentes en la mayoria de los
organismos usados para la busqueda. Los productos de estos genes son proteinas que
desempeiian funciones importantes en las células como la traduccion de sefales
(Gpalp y Stedp), mantenimiento y control de la morfogénesis celular (Cdc42p),
polimerizacion de los filamentos de actina (Bnilp), la fosforilacion (Ste20p, Fus3p y
Ksslp) y la defosforilacion (Msg5p), por lo que la importancia de su distribucion es

evidente.

Un aspecto a resaltar en esta imagen es que los genes involucrados en la sefializacién
de la feromona se encuentran distribuidos principalmente en el reino Fungi. Sin
embargo, hay genes (STE5, DIG1, DIG2, STE12, FUS1, FAR1 y STE50) que cuentan
con muy pocos homologos entre los hongos y que carecen por completo de homologos
en otros organismos eucariotas. Estos resultados son consistentes con las
observaciones anteriores que muestran que las proteinas codificadas por estos genes

presentan mayores diferencias entre si.

Lo anterior sugiere que estos componentes han evolucionado de forma distinta en cada
especie y/o que han sufrido cambios adaptativos de acuerdo a las necesidades
especificas del organismo, es decir, son genes divergentes. Es posible que las especies
en las que no se detectdé un homdélogo para este conjunto de genes cuenten con una
copia muy divergente del gen ya que, mientras mas cambios acumule un gen o su
proteina, mas dificil serd detectar su presencia en otros organismos. Otra explicacion
posible es que estas especies nunca hayan tenido un gen homodlogo, o bien, que
tengan otros que desempefien la misma funcion. Sin embargo, es necesario realizar

analisis mas detallados y especificos para comprobar lo anterior.

En el caso de STE2 y STE3, sus homologos se encuentran presentes Unicamente en
hongos, lo que concuerda con la especificidad de su funcién. Este resultado aporta

mayor peso al papel desempefiado por los receptores Ste2p y Ste3p, sugiriendo que las
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diferencias en las secuencias, estructura y/o funciones de estas proteinas son clave

para el apareamiento sexual.

Por ultimo, cabe sefalar que STE18 es el gen que tiene el perfil mas parecido al de
STEZ2, es decir, mantienen un patron de conservacion similar debido a que las proteinas
codificadas por estos genes interactian para desempefiar una funcibn comun. Este
hecho no es de sorprender ya que la subunidad Gpy, formada por Stedp y Stel8p,
regula positivamente la union de la subunidad Ga con el receptor Ste2p y transmite la
sefial generada por el receptor y la feromona®. Sin embargo, se ha probado que la
importancia de Stel8p para la sefializacion de la feromona varia dependiendo de la
especie®®. Esto sugiere que la interaccion Ste2p-Stel8p es especifica para cada
levadura y que este aspecto debe ser considerado al realizar la expresion heterdloga
del receptor.
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8. DISCUSION

La aparente falta de un apareamiento sexual en C. glabrata, a pesar de contar con la
gran mayoria de los genes necesarios para que este se lleve a cabo, sugiere que los
componentes de la via de sefializacion de la feromona estan desempefiando una
funcion distinta a la observada en S. cerevisiae y en otras levaduras sexuales. Debido a
que la activacion de esta ruta esta mediada por la union de la feromona y su respectivo
receptor, en este trabajo se aborda la posibilidad de que sea en estos dos componentes
donde se encuentre la sutil diferencia que origine la sefalizacion diferencial de la

feromona por parte de C. glabrata.

La estrecha relacion evolutiva entre C. glabrata y S. cerevisiae nos permitio establecer
una estrategia sencilla para tratar de comprobar o descartar dicha teoria. Partiendo del
hecho de que C. glabrata posee un gen que codifica para el receptor de la feromona
o (CgSTE2) y de que la via de reconocimiento de la feromona esta ampliamente
estudiada en S. cerevisiae, se decidio realizar la expresion heterdloga del receptor
CgSte2p en esta ultima levadura para identificar la causa de la respuesta asexual de C.
glabrata. Al contar con todos los elementos adecuados para llevar a cabo el
apareamiento sexual presentes en S. cerevisiae, la respuesta ante el estimulo de la
feromona dependeria exclusivamente del receptor de C. glabrata. En este caso,
logramos expresar una mutante del receptor de C. glabrata cuyas mutaciones se

generaron durante la amplificacion del gen CgSTE2.

Tras el contacto con la feromona a de S. cerevisiae, las células que expresan el
receptor Cgste2p no son arrestadas en la fase G1 pero si presentan un cambio en su
morfologia. Las células muestran elongaciones tipo shmoo, aunque mas alargadas y
menos definidas que las presentes en la cepa silvestre. Si bien estos dos procesos se

encuentran ligados, se ha reportado que las cepas mutantes fus3 son capaces de
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presentar células con shmoo aun si el arresto en G1 es nulo o deficiente®” °®. De ser
asi, las células en las que se expresa el receptor Cgste2p se estarian comportando
como mutantes fus3, posiblemente como consecuencia de una sefializacion “parcial” de

la feromona.

Esta supuesta sefalizacion parcial podria estarse generando debido a que la
concentracion utilizada de feromona a no fue la adecuada para inducir por completo la
via de sefalizacion. Se ha descrito que la activacion de Fus3p inducida por feromona
es dosis dependiente por lo que, mientras mas activa se encuentre Fus3p, sera capaz
de interactuar con mayor nimero de efectores®®. Es decir, las respuestas celulares
tipicas en las que es necesaria la intervencion de Fus3p se generaran dependiendo de
la concentracion de feromona. De este modo, es necesaria una menor concentracion de
feromona para generar el arresto de las células en G1 pero se requiere mayor

concentracion de la misma para que las células presenten las elongaciones shmoo®.

Sin embargo, los resultados obtenidos en este trabajo plantean un caso contrario para
la sefalizacibn mediada por Cgste2p en el que la generacion de shmoo es posible aun
en ausencia de arresto en G1. En este caso podemos suponer que, al no contar con
una proteina Fus3p totalmente activa, Ksslp es la encargada de generar el shmoo ya
gue se ha visto que esta proteina es capaz de rescatar el fenotipo shmoo en cepas
Afus3 ademas de ser necesaria para optimizar la formacién de estas elongaciones® °’.
No obstante, la implicacion de Ksslp en los resultados obtenidos conlleva a la
posibilidad de que las elongaciones observadas al microscopio no correspondan a
células shmoo sino al fenotipo de crecimiento invasivo, el cual se ha reportado que
puede presentarse cuando Ksslp es activada de forma preferencial debido a una
sobreexpresién de Ste7p®®. Este hecho plantea una nueva variable que debera ser

analizada mediante experimentos mas especificos.

Otra posible explicacién para la falta del arresto celular recae directamente sobre el
receptor Cgste2p y sus diferencias con el receptor silvestre de S. cerevisiae. Se ha

reportado que los residuos 45 (valina), 46 (asparagina), 50 (treonina) y 52 (alanina) del
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receptor Ste2p son necesarios para que las células arresten su crecimiento en G1%*. Al
analizar con detalle el alineamiento entre estos dos receptores mostrado en la figura 6,
se observa que el receptor de C. glabrata tiene residuos de lisina y arginina en las
posiciones alineadas con los residuos 46 y 50 de Ste2p. Las propiedades fisicoquimicas
de los aminoacidos presentes en C. glabrata son muy distintas a las de los aminoacidos
presentes en el receptor de S. cerevisiae, lo que podria afectar de manera considerable
la actividad del receptor y el arresto del ciclo celular. En relacién con lo anterior, no
debemos olvidar que el receptor de C. glabrata expresado en S. cerevisiae es un
receptor mutante. Aunque ya se haya analizado la posibilidad de que estas mutaciones

no repercutan en los resultados, no podemos descartar por completo su implicacion.

Por otro lado, el receptor Cgste2p mostro mayor afinidad a la feromona a de C. glabrata
ya que su union provoca el arresto de las células en la fase G1, ademas de alterar
ligeramente la morfologia celular con elongaciones tipo shmoo. Este resultado sugiere
que la unién feromona-receptor es especifica para cada especie, ademas de apoyar la
idea de que la feromona o de S. cerevisiae no fue suficiente (ya sea por concentracion

o por compatibilidad) para activar completamente la via.

Hasta este punto, podemos suponer que el par feromona-receptor de C. glabrata esta
desempefiando una funcion similar a la del par homdélogo en S. cerevisiae ya que la via
de la feromona esta siendo activada, llevando al arresto celular y a la generacion de un
fenotipo tipo shmoo. Sin embargo, esta activacion no conduce al apareamiento sexual
puesto que, ni la feromona o de S. cerevisiae ni la de C. glabrata, indujeron la

formacion de las células diploides en las condiciones ensayadas.

Partiendo del hecho de que, tanto el arresto de las células en G1 como la polarizacion y
las elongaciones shmoo son necesarios para que las células puedan fusionarse,
entonces es posible que la falta de apareamiento se deba a que la morfologia
observada no se trate de shmoos verdaderos. Si este es el caso, no basta con atribuir
la sefalizacion “parcial” a la feromona y su compatibilidad con el receptor sino que es

necesario considerar otras interacciones necesarias para la activacion de la via.
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Tal es el caso del dimero GBy de la proteina G, el cual se encarga de transmitir la sefial
generada por el par feromona-receptor a través de los efectores correspondientes®’. Se
sabe que una de las primeras funciones realizadas por el dimero Gpy, tras su
disociacion de Ga, es la de reclutar a la proteina de andamiaje Ste5p y localizarla en la
membrana plasmatica®®. Desde esta posicion, Ste5p favorece la transmision de la sefial
mediante la activacion de la cascada de las MAP cinasas (Stellp, Ste7p, Fus3p y
Ksslp) ademas de aumentar la fidelidad de la sefial®®*"*. Para que la localizacién de
Ste5p se lleve a cabo es necesario que dicha proteina se una a la subunidad Gf
(Stedp) y que el dimero GBy se encuentre anclado a la membrana mediante la
subunidad Gy (Ste18p)’% ™.

Por su parte, la sububidad Go de la proteina G también desempefia un papel
importante en la sefalizacion de la feromona. Mientras que en S. cerevisiae actia como
regulador negativo al desensibilizar la respuesta a la feromona® ™ " en otras
levaduras puede llevar a cabo una funcién distinta. Por ejemplo, en K. lactis la
subunidad Go regula positivamente la respuesta a la feromona a través de Ste50p®,
mientras que en Schizosaccharomyces pombe esta subunidad es la Unica encargada

de regular la sefializacién ya que el dimero GBy no participa en este proceso’” 8,

Ya que los resultados obtenidos hasta este momento sugieren que la via esta siendo
activada de manera diferencial por Cgste2p, es posible que la proteina G o alguna de
sus subunidades no estén comportandose de la manera esperada. Existen dos razones
por las cuales podemos suponer que la interaccion entre la proteina G y el receptor
Cgste2p no esta permitiendo que se lleve a cabo el apareamiento de las células: 1) tal
como se observo en el perfil de los genes implicados en la via (figura 28), STE2 y
STE18 presentan un patron de conservacion similar, sugiriendo que la interaccion entre
estos genes y sus respectivos productos es muy especifica y necesaria para
desempefiar su funcion. En ese caso, es posible que el receptor Cgste2p no sea
compatible con la subunidad Gy de S. cerevisiae y que, al igual que como ocurrio con la

feromona, se requiera de la proteina G presente en C. glabrata para obtener una mejor
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respuesta; 2) se sabe que el extremo carboxilo del receptor Ste2p esta implicado en la
activacion de la proteina G**%. Tal como se observa en la figura 6, la regién que mas
difiere entre los receptores de S. cerevisiae y C. glabrata es justamente el extremo
carboxilo terminal. Por lo tanto, es posible que estas diferencias en los receptores no
permitan que la proteina G sea activada de la misma forma que sucede en S. cerevisiae
Yy, por ende, no se esté llevando a cabo la activacion de los demas componentes de la

via.

Con base en estos resultados, podemos suponer que la falta de un ciclo sexual en C.
glabrata no depende exclusivamente del receptor y su unién a la feromona, sino que
también los demas componentes de la via tienen un papel importante. Pero, ¢cuél o
cudles componentes son determinantes para que se lleve a cabo el apareamiento
sexual? El perfil filogenético de los genes implicados en la via indica que estos se
encuentran conservados principalmente en el reino Fungi. Sin embargo, dentro de los
mismos hongos, se observa una diferencia en el patron de conservacion. Los genes
STE5, DIG1, DIG2, STE12, FUS1, FAR1 y STE50 parecen ser los mas divergentes ya
que se encuentran ausentes en la mayoria de los organismos contemplados para el
perfil. Esta divergencia se aprecia con mayor claridad al comparar las proteinas
codificadas por dichos genes ya que, ademas de su poca conservacion, las proteinas
homologas presentes en algunas levaduras difieren considerablemente de las proteinas

de S. cerevisiae, tanto en secuencia como en dominios funcionales.

Entre las diferencias encontradas en las proteinas cabe destacar los casos de Farlp,
Fuslp y Stebp. Estas proteinas no solo presentan los porcentajes de identidad mas
bajos dentro de las levaduras analizadas, sino que también se observa una gran
diferencia en el contenido de dominios funcionales. Las tres proteinas desempefan
funciones de gran importancia para el apareamiento sexual, por lo que estas diferencias

pueden ser clave para entender el comportamiento asexual de C. glabrata.

Farlp favorece el arresto de las células en la fase G1 al bloquear la funcion del

33, 34

complejo CIinlp/2p-Cdc28p , ademas de modular la polaridad y morfogénesis de las
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células tras formar el complejo GBy-Farlp-Cdc24p®” ™ ®. La falta de actividad de esta
proteina impediria el arresto del ciclo celular y los cambios morfoldgicos en las células,
lo que afectaria en gran medida la capacidad de las células para reproducirse

sexualmente.

Por su parte, Fuslp esta directamente relacionada con el apareamiento de las células
ya que se localiza en el extremo de las elongaciones shmoo y es necesaria para la
fusion celular® 8. Aunque CgFuslp cuenta con un dominio funcional que le permita
desempeiniar sus funciones, el porcentaje de identidad obtenido por esta proteina pone

en duda que dicha funcion sea la misma que lleva a cabo su homéloga en S. cerevisiae.

Finalmente, la proteina de andamiaje Ste5p, cuya implicacién en la activacion de la
cascada de las MAP cinasas ya se ha mencionado anteriormente, plantea un caso
interesante en el que la mitad de las especies analizadas no poseen ninguno de los
dominios reportados en la herramienta Pfam, mientras que la otra mitad so6lo presenta
uno de los dominios. De los dos dominios descritos para esta proteina, se sabe que el
dominio Ste5 facilita la autofosforilacion de Fus3p, la cual, una vez activada, promueve
la fosforilacion de Ste5p llevando a una disminucion en la transcripcion de los genes
inducida por feromona®. Por lo tanto, este dominio no promueve la sefializacién sino
que actia como un regulador negativo de la misma, de tal manera que la falta de este
dominio en C. glabrata no estaria repercutiendo en el apareamiento sexual. Por su
parte, el dominio Ste5_C cataliza la fosforilacion de Fus3p por la proteina cinasa Ste7p,
convirtiéndolo en un dominio de mayor relevancia para la generacién de las respuestas
celulares tipicas inducidas por feromona®*. Si bien la proteina CgSte5p de C. glabrata
cuenta con este dominio en su secuencia, no podemos garantizar que realiza las
mismas funciones que la proteina de S. cerevisiae ya que su porcentaje de identidad es

bajo.

Como ya se ha mencionado, la presencia de genes homodlogos necesarios para el
apareamiento y reproduccion sexual no asegura que las células puedan reproducirse de

esta forma. Incluso, la similitud de las proteinas codificadas por dichos genes no
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garantiza que su interaccion con el resto de los componentes de la via se realice de la
misma manera que como sucede en S. cerevisiae. Por ejemplo, en K. lactis el receptor
KISte2p no se une a la feromona a como sucede en otras levaduras sino que es el
encargado de reconocer a la feromona a, mientras que KISte3p es el receptor para la

85, 86

feromona o La unién de la feromona a su respectivo receptor activa las

subunidades Ga y G de la proteina G, las cuales se encargan de transmitir la sefial a
través de dos rutas que convergen en el factor de transcripcion KlStel2p para,
finalmente, inducir la expresion de los genes requeridos para el apareamiento de las
células haploides de K. lactis®®. Casos como este nos llevan a pensar la via de la
sefalizacion de la feromona puede ser tan compleja que, aun entre los organismos que

poseen un ciclo sexual, es dificil realizar predicciones sobre su comportamiento.

Aunque algunos estudios sugieren que el andlisis y comparacién de secuencias no es
suficiente para predecir la similitud de funciones de las proteinas ni para determinar si

1°. los analisis realizados en este

una especies es capaz de completar un ciclo sexua
trabajo nos permiten identificar genes divergentes que podrian estar involucrados en la
falta de una respuesta sexual en C. glabrata. No obstante, es necesario profundizar en
el estudio de estos genes divergentes y de sus proteinas para establecer con mayor
claridad y certeza cual es su implicacibn en el comportamiento asexual de esta
levadura. Ante todo, no podemos descartar la posibilidad de que el caracter asexual de
C. glabrata se encuentre determinado por la expresion y organizacion de sus genes
(por ejemplo, los genes del locus MTL®"), sin que la similitud de sus proteinas con

respecto a S. cerevisiae sea de gran importancia.

Los resultados obtenidos durante la realizacién de este trabajo sugieren que, a pesar de
gue el par feromona-receptor de C. glabrata no desempefia exactamente la misma
funcién que sus homoélogos en S. cerevisiae, la unién de estos componentes permite,
hasta cierto grado, inducir las respuestas tipicas observadas en esta Ultima levadura.
Esto mismo se ha observado en las proteinas CgSte11p®, CgSte12p®® y CgSte20p®
las cuales son capaces de complementar los defectos de apareamiento de las cepas

mutantes Aste11, Aste12 y Aste20 de S. cerevisiae respectivamente, aun cuando sus
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funciones no son exactamente las mismas que las de sus homélogas. Por lo tanto, la
presencia y conservacion de los componentes de la via de sefializacion de la feromona
en C. glabrata plantean la importancia de estas proteinas para la levadura, ya sea
mediante un ciclo sexual aun no descubierto o como componentes necesarios para la
adaptacioén y/o patogenicidad de las células.
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Durante este trabajo se logré la expresion heterdloga de una mutante del receptor

CgSte2p en una cepa de S. cerevisiae Aste2 Mata.

El receptor Cgste2p fue capaz de reconocer y unirse a la feromona a. de S. cerevisiae.
Tras su unién, las células adquieren una morfologia similar al shmoo. Sin embargo, no
se observa ni el arresto del ciclo celular ni el apareamiento sexual inducido por

feromona.

El receptor Cgste2p muestra mayor afinidad con la feromona a de C. glabrata ya que su
union genera el arresto del ciclo celular incluso a bajas concentraciones de feromona.
Las células también presentan elongaciones tipo shmoo, pero no se lleva a cabo el

apareamiento sexual.

La comparacion de los demas componentes de la via de sefializacion de la feromona
de S. cerevisiae, C. glabrata, y algunas otras levaduras sexuales y asexuales no
muestra una tendencia marcada que pueda ser asociada con la respuesta diferencial de

las células a la feromona.

Se logré identificar un conjunto de proteinas que difieren considerablemente de sus
homologas en S. cerevisiae. Dentro de estas, se destacan las diferencias observadas

en Steb5p, Farlp y Fuslp debido a su importancia para el apareamiento sexual.
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Durante este trabajo se dio pie a una serie de andlisis y discusiones que permiten
explicar los resultados obtenidos. Si bien estos estds discusiones fueron
fundamentadas en datos obtenidos y reportados por otros estudios en este tema, seria
conveniente plantear una nueva metodologia que permita obtener resultados mas

concluyentes.

En primer lugar, es necesario lograr la expresion del receptor silvestre de C. glabrata
para evitar la presencia de mutaciones que puedan influir en los resultados. Asimismo,
podria realizarse una curva concentracion-respuesta de las feromonas o de S.
cerevisiae y C. glabrata para determinar la concentracibn necesaria de ambas
feromonas para activar al receptor CgSte2p y al resto de la via de sefalizacién. Con
esto, se descarta la posibilidad de que la feromona actiie como un factor limitante en la

respuesta.

Para confirmar la presencia de elongaciones shmoo inducidas por feromona es
necesario utilizar marcadores de shmoo. Una opcién consiste en utilizar un marcador de
fluorescencia como GFP unido a la proteina Fuslp, la cual se expresa en respuesta a
la feromona y se localiza en la punta de las elongaciones para favorecer la fusion
celular. Este experimento permitira confirmar la total activacion de la via por el par
feromona-receptor ademas de comprobar la presencia de un shmoo verdadero, ya que,

en caso de tenerlo, se observara fluorescencia en sus puntas.

Igualmente seria oportuno establecer una metodologia complementaria para observar
el apareamiento celular en la cual se establezcan las condiciones Optimas de
temperatura y tiempo para que este se lleve a cabo. En el caso del apareamiento

inducido por la feromona a de C. glabrata, es necesario probar mas tiempos de

89



10. PERSPECTIVAS

incubacion previa con la feromona, o bien, realizar un experimento en medio liquido

donde la feromona se encuentre presente durante todo el proceso.

Otro aspecto a considerar es la relevancia de la afinidad entre el receptor CgSte2p y la
proteina G para la sefalizacion de la feromona. Retomando la importancia del extremo
carboxilo terminal para la union del receptor a la proteina G, resultaria interesante
observar la respuesta obtenida al intercambiar este extremo entre los receptores de S.
cerevisiae y C. glabrata. La construccion de un receptor CgSte2p hibrido que contenga
el extremo carboxilo terminal de S. cerevisiae nos permitira comprobar la importancia
de este extremo para la sefializacion y la implicacion del mismo en el comportamiento

asexual de C. glabrata.

Del mismo modo, los resultados obtenidos en el andlisis de las proteinas de la via nos
llevan a querer determinar la implicacién de CgSte5p, CgFarlp y CgFuslp en la falta de
apareamiento sexual en C. glabrata. Para ello, la estrategia planteada para CgSte2p
podria ser de utilidad. La expresion heteréloga de estas proteinas en S. cerevisiae, ya
sea individualmente o en combinacién con el receptor CgSte2p, arrojaran una pista

sobre su papel en el ciclo sexual de C. glabrata.

Ademas, es preciso realizar un analisis mas detallado de las proteinas que forman parte
de la via de sefializacion en C. glabrata. Comparar no sélo los dominios existentes sino
también la secuencia de cada dominio ayudara para establecer regiones especificas de
las proteinas que han sufrido cambios importantes y determinantes para el

comportamiento sexual de esta levadura.
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A. Soluciones

e Amortiguador de extraccion A. Agregar los siguientes compuestos a un recipiente
con 50 mL de agua desionizada (la concentracion final se escribe en negrita):
2.5 mL de Tris-ClI 2M (50mM)
2 mL de EDTA 0.5M (10mM)
3 mL de NaCl5M (150mM)
1 ml de Triton X-100 (1%)
10 mL de SDS 10% (1%)
Agitar hasta homogenizar la solucion. Agregar el volumen de agua necesario para

completar 100 mL de amortiguador.

e Amortiguador TE 10X. Aiadir los siguientes compuestos a un recipiente con 50 mL
de agua desionizada:
1.21 g de Tris base (100mM)
2 mL de EDTA 0.5M (10mM)
Agitar hasta que se disuelvan los compuestos. Ajustar el pH a 7.5 con &cido
clorhidrico concentrado (HCI). Agregar el volumen de agua desionizada necesaria

para completar 100 mL de amortiguador.

e Amortiguador TER. Preparar 10 mL justo antes de utilizarse. Mezclar los siguientes
compuestos por agitacion:
10 mL de amortiguador TE 10X (99.9%)
10 pL de coctel de RNAasa (0.1%)
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e Amortiguador KCM para transformacion de bacterias. Prepara 100 mL de
amortiguador a partir de los siguientes compuestos:
10 mL de KCI 1M (100mM)
3 mL de CaCl; 1M (30mM)
5 mL de MgCl, 1M (50mM)
82 mL de agua desionizada
Agitar hasta homogenizar. Esterilizar por filtracion. Alicuotar en tubos de
polipropileno y almacenar a -20°C.

e Amortiguador de Lisis para bacterias. Agregar los siguientes componentes a un
recipiente con 50 mL de agua desionizada:
10 mL de Triton X-100 10% (1%)
2 mL de Tris-Cl 1M (20mM)
0.5 mL de EDTA 0.5M (2.5mM)
Agitar para homogenizar la solucién. Agregar el volumen de agua faltante para

completar 100 mL de amortiguador. Esterilizar por autoclave.

e Amortiguador TAE 50X. Agregar, a un recipiente que contenga 300 mL de agua
desionizada, los siguientes compuestos:
242.0 g de tris base (2M)
57.1 mL de &cido acético glacial
100 mL de EDTA 0.5M (50mM)
Agitar. Afadir el volumen de agua necesario para completar un litro de

amortiguador.

e Solucion TE/LIOAc. Mezclar las siguientes soluciones:
1 mL de amortiguador TE 10X (1X)
1 mL de acetato de litio (LIOAc) 1M (100mM)
8 mL de agua desionizada

Esterilizar por filtracion. Preparar unos minutos antes de su utilizacion
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e Solucion PEG/LIOAC/TE. Mezclar los siguientes compuestos:
1 mL de amortiguador TE 10X (1X)
1 mL de acetato de litio (LIOAc) 1M (100mM)
8 mL de polietilenglicol-4000 (PEG) 50% (40%)

Esterilizar por filtracion. Preparar unos minutos antes de su utilizacion

e Solucion de agua con DEPC. Preparar 100 mL de solucién al mezclar lo siguiente:
100 uL de DEPC (Dietilpirocarbonato) (0.1%)
100 mL de agua desionizada (99.9%)
Agitar durante toda la noche para que se mezcle bien e inactive por completo las

RNAsas. Esterilizar por autoclave antes de usar.

e Amortiguador de lisis para extraer RNA. Agregar las siguientes soluciones a un
recipiente con 5 mL de agua desionizada:
1 mL de acetato de sodio 1M pH 5.2 (100mM)
50 pL de MgCl, 1M (5mM)
Agitar para homogenizar la solucion. Agregar el volumen de agua faltante para

completar 10 mL de amortiguador. Esterilizar por filtracion.

e Soluciéon RFC. Para prepara 10 mL de solucién, mezclar las siguientes soluciones:
5 mL de fenol pH 4.5 (50%)
4.8 mL de cloroformo (48%)
200 pL de alcohol isoamilico (2%)
Trabajar en una campana de extraccion. Agitar hasta que la mezcla sea

homogénea. La solucion debe prepararse minutos antes de utilizarse.

e Amortiguador MAE 10X. Mezclar los siguientes compuestos:
20 mL de MOPS 2M (&cido 3-(N-morfolino)propanosulfénico) (200mM)
10 mL de acetato de sodio 1M (50mM)
4 mL de EDTA 0.5M (10mM)
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B.

Mezclar por agitacion. Ajustar el pH a 7 con NaOH y agregar el volumen de agua
faltante para completar 200 mL de amortiguador. Esterilizar por filtracion. Guardar

en refrigeracion protegido de la luz.

Amortiguador de RNA 1.25X. Para preparar 4 mL de amortiguador, mezclar:
2.2 mL de formamida desionizada (55%)

0.8 mL de formaldehido (20%)

0.5 mL de MAE 10X (1.25X)

0.4 mL de glicerol al 80% (2%)

100 pL de azul de bromofenol al 2% (0.05%)

Agitar hasta que la mezcla sea homogénea. Guardar en congelacion.

Medios de cultivo

B.1 Bacterias

LB (Luria-Bertoni) liquido. Mezclar los siguientes compuestos en un recipiente que
contenga 50 mL de agua:

1 g de Bacto triptona

0.5 g de extracto de levadura

0.5 g de NaCl

Agregar el volumen de agua desionizada necesario para completar 100 mL de

medio. Esterilizar en autoclave. Almacenar a 4°C.

LB/ampicilina sdlido. Agregar 1.5 g de agar por cada 100 mL de medio LB liquido.
Esterilizar por autoclave. Cuando el medio alcance una temperatura cercana a los
50°C, afadir ampicilina (50 mg/mL) para una concentracion final de 100 ug/mL.

Verter el medio en cajas Petri y esperar a que solidifique. Almacenar a 4°C.

LB/amp/IPTG/X-Gal sélido. Preparar medio LB/ampicilina solido. Una vez que el

medi6 gelifico en las cajas, afadir lo siguiente:

94



11. ANEXOS

12.6 pL de IPTG 0.5M
2 mL de X-Gal 20 mg/mL
Distribuir en la superficie del medio con ayuda de una varilla de vidrio hasta que se

absorban. Almacenar a 4°C.

SOC (Super optimal broth with catabolite repression). En un recipiente que contenga
100 mL de agua desionizada, afadir los siguientes componentes:

2 g de Bacto triptona

0.5 g de extracto de levadura

0.05 g de NaCl

1 mL de KCI 250mM

Mezclar por agitacion. Ajustar el pH a 7 con NaOH 5M y agregar el volumen de agua
requerido para completar 100 mL de medio. Esterilizar por autoclave. Una vez estéril
y frio, afadir lo siguiente:

0.5 mL de MgClI2 2M

2 mL de glucosa 1M

B.2 Levaduras

YPD (Yeast Extract-Peptone-Dextrose) liquido. Agregar los siguientes componentes
a un recipiente que contenga 50 mL de agua desionizada:

1 g de extracto de levadura

2 g de peptona

2 g de glucosa

Mezclar por agitacion. Agregar el volumen de agua requerida para completar 100

mL de medio. Esterilizar por autoclave.

YPD sdélido. Agregar 1.5 g de agar por cada 100 mL de medio liquido. Esterilizar por
autoclave. Cuando el medio alcance una temperatura de alrededor de 50°C, vaciar

en cajas Petri. Cuando el medio esté sélido, almacenar a 4°C.
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e Medio minimo SD (Synthetic Dropout). Mezclar en un recipiente los siguientes
compuestos:
50 mL de agua desionizada
0.67 g de base de nitrégeno de levaduras (YNB)
2 g de glucosa 2%
29 de Drop out mix 0.2%
0.5 g de sulfato de amonio
Cuando la mezcla sea homogénea, agregar el volumen de agua faltante para

completar 100 mL de medio. Esterilizar por autoclave.

Nota: El Drop out es una mezcla de aminoacidos en las cantidades sefialadas en la
tabla siguiente. En caso de requerir un medio de seleccion, se utiliza la mezcla Drop out

que carezca del nutriente de seleccion.

Compuesto Cantidad Compuesto Cantidad
Adenina 05¢g Inositol 29
Acido aspartico 29 Isoleucina 29
Acido glutamico 29 Leucina 109
Acido para-aminobenzoico 29 Lisina 29
Alanina 29 Metionina 29
Arginina 29 Prolina 29
Asparagina 29 Serina 2¢
Cisteina 29 Treonina 29
Fenilalanina 29 Triptéfano 29
Glicerina 29 Tirosina 29
Glutamina 29 Uracilo 29
Histidina 29 Valina 2 g
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C.

Protocolos

C1. Extraccion de DNA gendmico

1.

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.

18.

Crecer las cepas transformantes en 5 mL de medio YPD liquido contenido en
tubos de vidrio grandes. Incubar a 30°C toda la noche.

Transferir a tubos de plastico y centrifugar a 3,500 rpm durante 5 minutos.
Desechar el sobrenadante y resuspender el boton en 500 uL de amortiguador de
extraccion A (anexo A) usando el vortex.

Transferir a tubos de plastico de 2 mL con 500 puL de fenol. Agitar vigorosamente
por 4 minutos.

Incubar a 44°C durante 30 minutos.

Centrifugar a 13,000 rpm por 5 minutos. Tomar 450 pL de la fase acuosa y
transferirlos a un tubo limpio.

Centrifugar durante 3 minutos a 13,000 rpm.

Transferir por decantacion a tubos que contengan amortiguador A sin detergente
mas 0.3 uL de coctel de RNAasa. Agitar.

Incubar durante 30 minutos a 44°C.

Afadir 15 uL de NaCl 5 My 1 mL de etanol 100%. Mezclar suavemente.
Centrifugar a 13,000 rpm por 2 minutos y desechar el sobrenadante.

Afadir 1 mL de etanol 70% y mezclar por inversion.

Centrifugar por un minuto a 13,000 rpm. Desechar el sobrenadante.

Centrifugar durante 30 segundos.

Extraer el etanol que haya quedado con ayuda de una pipeta, sin tocar el pellet.
Secar el botén dejando abierto el tubo durante 10 minutos cerca de un mechero.
Anadir 250 puL de amortiguador TER (anexo A) e incubar durante 30 minutos a
37°C.

Almacenar el DNA a -20°C hasta su utilizacion.
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C2. Purificacion de DNA plasmidico con el kit QlAprep Spin Miniprep (QIAGEN)

1.
2.

I

N

9.

Centrifugar el cultivo celular durante 3.5 minutos a 3,500 rpm.

Resuspender el botdén de células bacterianas en 250 uL de amortiguador P1y
transferir a un tubo de pléstico de 1.5 mL.

Afadir 250 uL de amortiguador P2 y mezclar por inversion de 4 a 6 veces.

Afadir 350 uL de amortiguador N3 y mezclar inmediatamente por inversion.
Centrifugar por 10 minutos a 13,000 rpm.

Colocar el sobrenadante en una columna QIAprep cuidando de no tomar nada
del boton.

Centrifugar durante 30-60 segundos. Desechar el sobrenadante.

Lavar la columna afadiendo 0.75 mL de amortiguador PE y centrifugando
durante un minuto.

Desechar el sobrenadante. Centrifugar nuevamente por un minuto.

10.Colocar la columna en un tubo de 1.5 mL limpio.

11.Para eluir el DNA, afadir 50 uL de amortiguador EB o0 agua estéril al centro de la

membrana. Dejar reposar durante aproximadamente un minuto. Centrifugar

durante un minuto a 13,000 rpm.

12.Guardar la muestra a -20°C hasta su uso.

C3. Purificacion de PCR con el kit QIAquick PCR purification (QIAGEN)

1.

Afadir 5 volumenes de amortiguador PBI a un volumen de muestra de PCR.
Revisar que el color de la muestra sea amarillo.
Colocar la mezcla en una columna QIAquick contenida en un tubo colector de 2

mL.

3. Centrifugar durante 30-60 segundos a 13,000 rpm.

Desechar el sobrenadante y colocar nuevamente la columna en el tubo.

5. Afadir 0.75 mL de amortiguador PE a la columna y centrifugar a 13,000 rpm

durante 30-60 segundos.
Desechar el sobrenadante. Centrifugar nuevamente por un minuto.

Colocar la columna en un tubo de 1.5 mL limpio.
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Para eluir el DNA, afadir 50 uL de amortiguador EB o agua estéril al centro de la
membrana. Dejar reposar durante aproximadamente un minuto. Centrifugar
durante un minuto a 13,000 rpm.

Guardar la muestra a -20°C hasta su uso.

C4. Extraccion de DNA en gel de agarosa con el kit QIAquick Gel Extraction
(QIAGEN)

1.
2.
3.

Cortar el fragmento de DNA del gel de agarosa con una espatula limpia.

Pesar el fragmento de gel y colocar en un tubo de plastico de 1.5 mL.

Afadir 3 volimenes de amortiguador QG a un volumen de gel (100 mg ~ 100 pL)
e incubar a 50°C durante 10 minutos o0 hasta que se disuelva el gel

completamente.

4. Anadir un volumen de isopropanol a la muestra y mezclar.

5. Coloca la muestra en una columna QIAquick contenida en un tubo colector y

centrifuga durante un minuto a 13,000 rpm.

Desechar el sobrenadante y colocar de nuevo la columna en el tubo.

Afadir 0.75 mL de amortiguador PE a la columna y centrifugar durante un
minuto.

Desechar el sobrenadante. Centrifugar nuevamente por un minuto.

9. Colocar la columna en un tubo de 1.5 mL limpio.

10.

11.

Para eluir el DNA, afiadir 50 uL de amortiguador EB o0 agua estéril al centro de la
membrana. Dejar reposar durante aproximadamente un minuto. Centrifugar
durante un minuto a 13,000 rpm.

Guardar la muestra a -20°C hasta su uso.

C5. Transformacion de células competentes de Escherichia coli

1.
2.

Colocar las células competentes en hielo para su descongelacion.
Colocar en un tubo de plastico de 1.5 mL de 2 a 10 uL de DNA procedente de la
mezcla de ligacion.

Anadir amortiguador KCM frio hasta completar 100 puL.
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Afadir 100 uL de células competentes y mezclar por inversion.

Incubar en hielo durante 30 minutos.

6. Colocar la mezcla en un bafio de agua a 42°C durante exactamente 2 minutos.

7.
8.
9.

Regresar los tubos al hielo.

Agregar 800 mL de medio SOC a temperatura ambiente.
Incubar durante 1.5 horas a 37°C con agitacion constante.
Centrifugar las células a 3,500 rpm durante 3.5 minutos.

10.Resuspender el boton con 100 puL de medio SOC.

11.Plaquear las células en cajas con el medio de cultivo adecuado.
12.Incubar a 37°C.

C6. Transformacién de células de levadura

1.

S

~N

Inocular 10 mL de medio YPD con una asada de células de levadura. Incubar
durante 24 horas a 30°C con agitacion constante.

Inocular 50 mL de medio YPD con 1.5 mL del cultivo anterior e incubar a 30°C
hasta obtener una D.O.ggonm entre 0.4y 0.5.

Transferir 35 mL de cultivo a tubos de centrifuga estériles.

Centrifugar durante 5 minutos a 2,500 rpm.

Desechar el sobrenadante y resuspender el botén en 1 mL de agua estéril.
Transferir a un tubo de plastico de 1.5 mL y centrifugar durante un minuto a
12,800 rpm.

Lavar las células con 1 mL de solucion TE/LIOAc recién preparada (anexo A).
Centrifugar por un minuto a 12,800 rpm. Desechar el sobrenadante y
resuspender el botén con 350 uL de soluciébn TE/LIOAc (volumen 1/100 con
respecto al volumen inicial del medio).

En un tubo limpio, mezclar 50 uL de las células con 1 pg de plasmido y 5 uL de

DNA de esperma de salmon recién hervido.

10. Aiadir 300 pL de solucion PEG/LI/TE (anexo A) recién preparada y mezclar.
11.Agitar durante 30 minutos a 30°C.
12. Aiadir 40 mL de DMSO 99.9 % (Dimetilsulfoxido) y mezclar con vortex.

13.Colocar la muestra en un bafio de agua a 42°C durante 15 minutos.
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14.Centrifugar durante un minuto a 12,800 rpm. Desechar el sobrenadante y

resuspender el boton con 400 uL de agua estéril.

15.Plaquear la muestra en cajas con medio para levaduras.

16.Incubar a 30°C hasta que las colonias de levadura crezcan.

C7. Extraccion de RNA total

1.

Inocular 5 mL del medio correspondiente con una asada de la cepa deseada.
Incubar durante 24 horas con agitacién constante.
Inocular 50 mL de medio con 1 mL del cultivo anterior e incubar hasta obtener

una D.O.g00nm de 0.5 aproximadamente.

3. Transferir el cultivo a tubos de centrifuga estériles.

4. Centrifugar durante 5 minutos a 2,500 rpm.

5. Desechar el sobrenadante y resuspender el botén en 1 mL de agua con DEPC

9.

(Dietilpirocarbonato) estéril.
Transferir a un tubo de plastico de 1.5 mL y centrifugar durante un minuto a
12,800 rpm.

. Desechar el sobrenadante y resuspender las células con 470 uL de amortiguador

de lisis para extraer RNA.
Agregar rapidamente 25 uL de SDS (Dodecilsulfato sédico) al 20% estéril y 5 uL
de DEPC. Mezclar.

Agregar 500 uL de solucién RFC (anexo A) y agitar por vortex durante 1 minuto.

10.Colocar los tubos destapados en un bafio de agua a 65°C durante 2 minutos.

Después de ese tiempo, tapar los tubos y dejar en el bafio durante otros 3

minutos.

11.Enfriar los tubos en un bafio de hielo seco:etanol hasta que se congele el

contenido.

12.Centrifugar durante 8 minutos a 12,800 rpm.

13.Recuperar la fase acuosa con ayuda de una micropipeta. Repetir los pasos 9-12

dos veces mas para un total de 3 extracciones.

14.Recuperar la fase acuosa y transferir a un tubo de plastico nuevo de 1.5 mL al

gue previamente se le afadieron 5 uL de MgCl, 100 mM.
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15. Aiadir 500 pL de cloroformo:alcohol isoamilico 24:1 y agitar por vortex durante 1
minuto.

16.Centrifugar durante 5 minutos a 12,800 rpm. Tomar 400 puL del sobrenadante y
transferirlos a tubos de plastico de 1.5 mL.

17.Agregar 40 uL de acetato de sodio 3 My 1 mL de etanol exclusivo para RNA.

18. Meter los tubos en un bafio de hielo seco:etanol hasta que se congelen.

19. Centrifugar durante 15 minutos a 12,800 rpm y desechar el sobrenadante.

20.Lavar el boton de células, sin resuspender, con etanol 80%. Centrifugar durante
1 minuto a 12,800 rpm.

21.Desechar el sobrenadante y secar el boton al aire. Una vez seco, resuspender
con 50 pL de agua con DEPC.

22.Almacenar el RNA a -20°C.

C8. Electroforesis de RNA en geles de agarosa con formaldehido

1. Limpiar previamente la camara y el tanque de electroforesis con SDS ( 1% y
enjuagar con una solucion de agua con DEPC.

2. Para preparar el gel, mezclar 1 gramo de agarosa con 84 mL de agua y 10 mL
de amortiguador MAE 10X (anexo A). Hervir durante 30 segundos y después
dejar enfriar. Cuando alcance una temperatura de aproximadamente 55°C,
afiadir 6 mL de formaldehido. Vaciar al molde para que gelifique.

3. Para preparar la muestra, mezclar 4 uL de RNA con 40 uL de amortiguador de
RNA 1.25X (anexo A) y 2 uL de bromuro de etidio. Calentar las muestras a 65°C
durante 15 minutos. Centrifugar durante 10 segundos para mezclar y aplicar la
muestra al gel.

4. Correr el gel a 60-80 volts durante 3 horas aproximadamente.

5. Ver el gel en el transiluminador.

C9. Sintesis de cDNA mediante transcripcion reversa
1. Anfadir en un tubo de polipropileno de 50 pL libre de nucleasas lo siguiente:
2 pmol de oligonucleétido especifico para amplificar el gen de interés (oligo

reverse o anti sentido)
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N o g A

10 pg- 5 mg de RNA total
1 uL de dNTP Mix 10mM (Invitrogen)

Agua desionizada estéril para completar 13 puL.

. Calentar la mezcla a 65°C durante 5 minutos y posteriormente incubar en hielo

durante 1 minuto.

Centrifugar la mezcla unos segundos y afadir:

4 uL de amortiguador First-Strand 5X (Invitrogen)

1pulL de DTT 0.1M

1 uL de Inhibidor de RNasa recombinante RNaseOUT (Invitrogen)

1 pL de enzima SuperScript Il RT (Invitrogen)

Mezclar con ayuda de una micropipeta.

Incubar a 55°C durante 60 minutos.

Inactivar la reaccién calentando las muestras a 70°C por 15 minutos.
Utilizar el cDNA resultante como templado para una reaccion de amplificacion
por PCR.
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