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Resumen

Céandida glabrata es un patégeno oportunista que ha
desarrollado una alta resistencia al estrés oxidante, lo
que dificulta su eliminacion por el sistema
inmunoldgico del huésped. Los genes que codifican
enzimas que le confieren esta resistencia, estan
reguladas por factores de transcripcion como Yaply
Skn7. En S. cerevisiae los factores de transcripcion
Msn2 y Msn4 estan relacionados con la respuesta a
estrés general y tienen sus respectivos ortélogos en
C. glabrata. Se construyd la mutante msn4A de C.
glabrata mediante técnicas de biologia molecular,
como la transformacion de C. glabrata con la
construccion msn4A. La mutacion se confirmo
mediante PCR: se estableci6 la ausencia de MSN4, y
la estructura correcta de los extremos 5"y 3".

Palabras clave: Candida glabrata, respuesta al estrés oxidante,
Msn4, transformacién por acetato de litio.

Abstract

Candida glabrata is an opportunistic pathogen that
has developed high resistance to oxidative stress,
making it difficult to extract it from the host's
immune system. The genes that encode enzymes that
confer this resistance are regulated by transcription
factors such as Yapl and Skn7. In S. cerevisiae the
transcription factors Msn2 and Msn4 are related to
the general stress response and have their
corresponding orthologs in C. glabrata. The msn44
mutant of C. glabrata was constructed by molecular
biology techniques, such as the transformation of C.
glabrata with the msn4A construct. The mutation
was confirmed by PCR: the absence of MSN4 was
established, and the correct structure of the 5" and
3" ends.
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l. Introduccion

Candida glabrata es un comensal en el tracto
gastrointestinal y genitourinario humano que, en
condiciones de inmunodepresion, puede causar
infecciones masivas severas (Briones-Martin-Del-
Campo et al., 2014; Cuellar-Cruz et al., 2008). C.
glabrata se ha adaptado evolutivamente a las
defensas inmunes del huésped, lo que le permite ser
un patégeno exitoso (Brown, Haynes y Quinn, 2009;
Kumar, Askari, Sahu y Kaur, 2019; Roetzer et al.,
2011). Entre estas adaptaciones se incluyen la
adherencia a células epiteliales de huésped (Cuellar-
Cruz et al., 2008; Kumar et al., 2019; Zordan et al.,
2013), resistencia a antifungicos (Cuellar-Cruz et al.,
2008; Gutierrez-Escobedo, Orta-Zavala, Castafio y
De-Las-Pefias, 2013; Zordan et al., 2013), formacién
de biopeliculas (Kumar, Askari et al. 2019) y una
alta supervivencia al ataque de células fagociticas
(Briones-Martin-Del-Campo et al., 2014; Gutierrez-
Escobedo et al., 2013).

Las células fagociticas son la primera linea de
defensa contra las infecciones fangicas (Roetzer et
al., 2011; Roetzer, et al, 2008); generan
fagolisosomas donde predomina un ambiente hostil
con especies reactivas de oxigeno (ERO): como el
perdxido de hidrogeno (H,0,), el superdxido (O;), y
el radical hidroxilo (OH) (Briones-Martin-Del-
Campo et al., 2014; Brown et al., 2009). Debido a su
inestabilidad, las ERO causan dafios al ADN,
proteinas y lipidos, lo que resulta en la destruccion
de los patdgenos fagocitados (Cuellar-Cruz et al.,
2008; Gutiérrez-Escobedo, et al., 2013; Luna-Arvizu,
2017). Sin embargo, C. glabrata puede desintoxicar
estos quimicos mediante la sintesis de moléculas
antioxidantes que ayudan a mantener el equilibrio
redox (Briones-Martin-Del-Campo et al.,, 2014;
Brown et al., 2009). Estas moléculas pueden ser
enzimas  (catalasas, superoxidodismutasas Yy
peroxidasas) o0 moléculas no enzimaticas (glutation y
tiorredoxinas) (Briones-Martin-Del-Campo et al.,
2014; Cuellar-Cruz et al., 2008, Gutierrez-Escobedo
etal., 2013).

La respuesta al estrés oxidante (REO) en levaduras
estd regulada mediante diversos factores de
transcripcion (Cuellar-Cruz et al., 2008; Roetzer, et
al., 2008). La REO en S. cerevisiae esta en parte bajo

el control de ScYapl, ScSkn7, ScMsn2 y ScMsn4
(Cuellar-Cruz et al., 2008). En C. glabrata se han
demostrado que las funciones de los ortologos
CgYapl y CgSkn7 estdn conservadas (Briones-
Martin-Del-Campo et al., 2014; Cuellar-Cruz et al.,
2008), mientras que el efecto de CgMsn2 y CgMsn4
se ha reportado como significativo en esta respuesta
(Cuellar-Cruz et al., 2008; Luna-Arvizu, 2017,
Roetzer, et al., 2008).

En S. cerevisiae Msn2 y Msn4 son factores
transcripcionales con dominios de unién al DNA de
dedos de Zinc C,H, (Zf-C,H,) (Cuellar-Cruz et al.,
2008), que reconocen la secuencia STRE y que estan
altamente conservados (ver Figura 1), por lo que su
funcion podria estar también conservada en los
ortélogos CgMsn2 y CgMsn4. En el caso de los
ortélogos de Msn2, se ha encontrado que comparten
varios blancos comunes (Cromack y Falkow, 1999;
Roetzer, et al., 2008); sin embargo, se conoce menos
sobre Msn4; por esa razén, es necesario estudiarlo.
La mutante de C. glabrata msn4A se construyd con
el objetivo de caracterizar la participacion de Msn4
en la REO.

Identity= 78.43%
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Figura 1. Alineacién del dominio de dedo de zinc de las proteinas
CgMsn4, ScMsn4 y CgMsn2. Se observa una alta conservacion de
secuencia, especialmente entre CgMsn4, ScMsn4. Al final se muestra
la secuencia consenso. Fuente: elaboracién propia.

[I. Materiales y métodos

A. Obtencién del DNA para la transformacion

Los plasmidos pRD97 y pGH9 y se extrajeron
mediante un sistema comercial estandarizado
(Thermo Scientific GeneJET #K0502) a partir de las
cepas deE. coli1789 (pRD97, msn4A::hph, R.
Domergue y B. Cormack) y 4274 (pGH9,
Pepai::FLPI::hph, control de transformacion,
coleccién del laboratorio). Las cepas se inocularon
en 3 mL de caldo LB adicionado con carbenicilina
(100 pg/mL) y se incubaron durante toda la noche en
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agitacion a 30 °C. El plasmido pRD97 se digirié con
la enzima de restriccién Begl (New England Biolabs
©). Las condiciones de la reaccion fueron: 40 pl de
pRD97, 6 pl de SAM (S-adenosil-metionina) al 1 %
en etanol, 10 %, 6 ul de Buffer 3.1 en un volumen
final de 60 pl. La reaccion se incub6 a 37 °C durante
1 h y se inactivé a 60 °C por 20 minutos.

B. Transformacion de C. glabrata

La cepa parental de C. glabrata BG14 se inocul6 en
5 mL de caldo YPD (1 % extracto de levadura, 2 %
peptona, 2 % glucosa) y se incub6 durante toda la
noche en agitacion a 30 °C. De este cultivo se
tomaron 300 pl y se inocularon en 30 ml de YPD
fresco. El indculo se dejé en agitacion a 30 °C hasta
alcanzar una O.D. gg0 nm de 0.7891. Las células se
obtuvieron por centrifugacion a 3500 rpm, se lavaron
con agua mili-Q esteéril y se concentraron en 300 pl
de LiAc 100 mM. A 50 mL de las células se
agregaron 240 pl de PEG 50 %, 36 ul de LiAc 1 M,
25 pl de ssDNA (DNA de cadena sencilla de
esperma de salmon) y 50 pl de plasmido pRD97,
pGH?9 (control positivo) o 50 pl de Tris1l0 mM sin
DNA (control negativo), segln el caso. La mezcla se
incubd en agitacion a 30 °C durante 45 min. Después
se adicionaron 43 pl de DMSO y se incub6 a 42 °C
durante 15 min. Las células se recuperaron por
centrifugacion, se resuspendieron en 600 ul de YPD
y se incubaron en agitacion durante 4 h a 30 °C.
Posteriormente, las transformaciones se platearon en
cajas de YPD adicionado con higromicina (500
pg/ml) usando 300, 200 y 100 pl para la
transformacion con pRD97, 300 pl para pGH9 y 300
pl para la transformacion sin DNA. Las cajas se
dejaron incubando por 48 h a 30 °C. Finalmente, se
seleccionaron 24 colonias de las que se realizaron
dos purificaciones consecutivas por estria en cajas de
YPD adicionado con higromicina (500 pg/ml) e
incubadas durante 48 h a 30 °C.

C. Extraccion de DNA gendmico

Las colonias purificadas se inocularon en 3 mL de
YPD y se incubaron durante toda la noche con
agitacion a 30 °C. Las células se colectaron por
centrifugacion a 15,000 rpm por 1 min y se
resuspendieron en 500 pl de Buffer A (Tris 50 mM,

EDTA 10 mM, NaCl 150 mM, tritén 1 %, SDS 1 %).
Se agregaron 500 pl de fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico (25:24:1) y se incub6 a 42 °C por 15 min.
Se coloco en el FastPrep-24™ (MP Biomedicals™)
por 1 s a 6 m/s. Se centrifug6 a 15,000 rpm por 1
min, se recupero la fase acusa y se agregaron 15 pl
de NaCl 5 M y 1 mL de etanol 100 %. Se mezcld y
centrifugd a 15,000 rpm por 1 min y se elimind el
sobrenadante. El pellet se lavd con 1 mL de etanol
70 % y se secd. EI DNA se resuspendi6 en 250 pl de
Tris 10 mM con RNase Cocktail™ (InvitrogenTM) y
se incubo por 2 ha 37 °C.

D. ldentificacion de colonias msn4A

La identificacion de colonias con la mutacion msn4A
se realizd mediante PCR por ausencia, PCR de los
extremos 5y 3"y PCR across. Los oligonucle6tidos
empleados se muestran en la Tabla 1. A partir de las
colonias identificadas como msn4A se realizd un
pasto y se guardo en glicerol 15 %.

Oligonu-

" Secuencia Descripcion
cledtido
s | COATAAGAGGCCACGTGC | o o
TTTATG PGK1RV-0U
AGAAATACGCACGAACACG | .
16 Jassovaesa 3UTRHIS3Fw-out
GCGGGTACCTTACAGCAG ,
a7 TTAATGATTGGG MSN4, SUTR
418 GGCAGCAGAAGAGTCAG | MSN4, interno
GCGGGATCCTAAAGTCTCC .
419 GTGTCTTTTATGTG MSN4, interno
1218 | CTGTGTATTGTGTGCAGGG | MSN4, 5UTR

Tabla 1. Oligonucledtidos empleados en el presente trabajo. Fuente:
elaboracién propia.

[ll. Resultados y discusion

El plasmido pRD97 se digiri6 para obtener un
fragmento de 3146 pares de bases (ver Figura 2), que
contiene la secuencia que codifica el gen hph con los
extremos 5"y 3" homdlogos a MSN4, ya que se busca
la insercién del fragmento por recombinacion
homadloga en el sitio del gen MSN4 (ver Figura 3). El
plasmido pRD97 tiene otro sitio de restriccion para
Bcgl, por lo que se muestran bandas adicionales en
el gel de 2.4 Kb y 1.6 Kb.
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3,146 pb

Figura 2. Digestion del plasmido pRD97. MP: marcador de peso
molecular, dg: digestién del plasmido pRD97, pRD97: plédsmido
pRDI7 sin digerir, pGHI plasmido pGH9. Se indica el fragmento de
interés para la transformacion. Fuente: elaboracion propia.

El crecimiento de colonias definidas de las células
transformadas con pGH9 (datos no mostrados)
evidencia la efectividad del método de
transformacion. Respecto a las transformantes con el
plasmido pRD97, se observd un crecimiento
homogéneo en las cajas con 300 y 200 pL y colonias
aisladas en la caja con 100 pL (datos no mostrados),
por lo que el resto de las pruebas se realizaron
considerando Unicamente la caja con 100 pL.
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Figura 3. Transformacién de C. glabrata BG14. La insercion del
fragmento de interés se hara por doble recombinacién homdloga en el
sitio del gen MSN4, la sustitucion conferira resistencia a higromicina.
Fuente: elaboracién propia.

A. PCR por ausencia

Para el diagnostico por ausencia se usaron los
oligonucleodtidos #418 y #419, los cuales son
complementarios a secuencias dentro del gen MSN4,
por lo que de llevarse a cabo la recombinacion
homologa no se observaria amplificacion. El par de
oligonuclettidos empleados dan un producto de PCR
de 987 pb. Del total de las colonias analizadas, s6lo
se detectaron cuatro candidatas, que corresponden
con los nameros 5, 6, 13 y 17. Como control
positivo, se empleo la cepa BG14 de C. glabrata.

w 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 20 21 C+ C-

Figura. 4. Las colonias 5, 6, 13 y 17 carecen del gen MSN4. Los
oligonucleotidos #418 y #419 un fragmento en aproximadamente 987
pb. Se busca la ausencia de amplificacion. MP: marcador de peso
molecular, C+: control positivo, C- control negativo, nimeros 1 a 21
colonias evaluadas. Fuente: elaboracion propia.

B. PCR de los extremos 5y 3

De las colonias candidatas 5, 6, 13 y 17 se llevo a
cabo el diagnostico de los extremos 5y 3°. Se
emplearon oligonucledtidos complementarios al
genoma de C. glabrata y al gen hph. Para el extremo
57, se emplearon los oligonucleotidos #1218 y #16,
que amplifican un fragmento de 1 kb. Para el
extremo 3"se emplearon los oligonucledtidos #15 y
#417, que amplifican para un fragmento de 1 kb.
Sélo las colonias 13 y 17 (Figura 5 a y b) tienen un
fragmento amplificado con los tamarfios deseados.

Figura 5. Las colonias 13 y 17 muestran recombinacién en los
extremos 5 y 3' del gen MSN4. a) PCR del extremo 5, todas las
colonias amplificaron un producto de 1Kb b) PCR del extremo 3’, s6lo
las colonias 13 y 17 amplificaron un fragmento de 1 Kb. MP: marcador
de peso, C+: control positivo, C- control negativo, nimeros: colonias
evaluadas. Fuente: elaboracién propia.
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C. PCR across

Para este analisis se emplearon los oligonucledtidos
#1218 y #417, con un producto de 3.8 Kb (ver
Figura 6). La cepa BG14 de C. glabrata se empleo
como control negativo de recombinaciéon, de la cual
se espera un fragmento de 3.4 Kb. Como control
positivo se empled la cepa msn24 msn44 de C.
glabrata. Las cepas 13 y 17 fueron positivas.

Fig. 6. Las colonias 13 y 17 son positivas a la recombinacién en el
sitio del gen MSN4. Se muestran los fragmentos amplificados de 3.8
Kb. MP, marcador de peso molecular. C+: control positivo C. glabrata
msn2A msn44, C- control negativo de recombinacién C. glabrata
BG14. Fuente: elaboracion propia.

I\VV. Conclusiones

C. glabrata tiene diversos factores de virulencia
Cuyos mecanismos de accién  representan
importantes 4reas de estudio para desarrollar
estrategias en el tratamiento de las infecciones que
genera. Durante la obtencion de la mutante msn4A
fue evidente la importancia de la preparacion
reciente de las soluciones de transformacion, ya que
el protocolo debid realizarse varias veces.
Posiblemente las colonias 5 y 6 resultaron negativas
porgue la secuencia de DNA insertada sufrié algun
tipo de dafio (corte) en su trayecto al interior de la
célula, o bien, pudo tratarse de una insercion en
tandem. EI control positivo en la PCR across
posiblemente no amplificd por un exceso de DNA en
la misma. Con la mutante obtenida se podran llevar a
cabo algunas pruebas para determinar el efecto que
Msn4 tiene sobre la respuesta al estrés oxidante en
C. glabrata.
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