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Introduccion

1.- BIOLOGIA DE Candida albicans: ASPECTOS GENERALES.

El género Candida ha sido clasificado en el orden Cryptococcales perteneciente al
grupo de los Deuteromycetes u hongos imperfectos. Dicho grupo comprende un importante
conjunto de hongos en los que no se ha descrito fase sexual, reproduciéndose de modo
asexual mediante la formacién de conidios (Carile & Watkinson, 1994).

Unas 200 especies de levaduras se engloban dentro del género Candida; estas especies
se dividen generalmente por gemacion multilateral, creciendo habitualmente en forma de
levadura (blastospora o blastoconidio) (Fig. 1.1 A), aunque son capaces de formar
pseudomicelio por gemacion a partir de blastosporas, y algunas especies, como Candida
albicans, bajo ciertas condiciones (temperatura, composiciéon del medio, etc.) forman
verdaderos micelios al emitir tubos germinativos que dan lugar a la formacion de hifas
septadas, que se distinguen del pseudomicelio por el grosor y por la ausencia de
constricciones intercelulares (Odds, 1988; Soli, 1985) (Fig. 1.1 B). Las distintas especies
difieren por su capacidad de asimilar distintos compuestos, por la formacién de polisacaridos
de las paredes celulares, y por la capacidad de presentar diferentes morfologias (Kurtz et al.,
1990a; Meyer et al., 1984).

La especie C. albicans se
caracteriza, ademas de por su patrén de
asimilacion de azucares, por la capacidad
de formar verdaderos micelios 'y
clamidosporas, esporas asexuales de forma
redondeada generadas a partir del micelio
bajo determinadas condiciones desfa-
vorables (Ainsworth, 1961; Bakerspiegel
& Burke, 1974; Poulain et al., 1985). Esta
especie tiene, por tanto, la capacidad de
adoptar diferentes morfologias (levaduras
que crecen por gemacion, pseudomicelio,
hifas septadas, clamidosporas), por lo que

Fig. 1.1. Morfologia celular de C albicans:
levadura (A) y micelio (B).
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C. albicans se considera actualmente un hongo polimérfico mas que una especie dimoérfica
(Odds, 1994).

C. albicans se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza, hallindose
frecuentemente como comensal inocuo en la piel, mucosa bucal, faringea y vaginal, y en el
tracto gastrointestinal del hombre y otros animales de sangre caliente. En individuos sanos
suele encontrarse de forma saprofita, pero bajo determinadas condiciones puede invadir
cualquier tejido del cuerpo desde su habitat normal, y manifestar cardcter patégeno, por lo que
es considerada como un patogeno oportunista. Tradicionalmente se ha relacionado la forma de
levadura con el estado saprofitico de C. albicans y la micelial con la forma patdgena, debido a
que en tejidos sanos se encuentran Unicamente levaduras, mientras que en tejidos infectados,
se observan ademas formas miceliales (Gow et al., 1994; Odds, 1988, 1994; Poulain et al.,
1985).

1.1.- C. albicans como agente patégeno.

1.1.a.- Candidiasis.

C. albicans, como patégeno oportunista, puede producir distintos tipos de patologias
llamadas genéricamente candidiasis, término que se refiere a cualquier infeccién causada por
especies del género Candida, siendo la especie C. albicans la mas frecuentemente aislada en
las infecciones nosocomiales, aunque en los ultimos afios ha aumentado el aislamiento de
otras especies.

La incidencia de las candidiasis en las Wltimas décadas ha aumentado
considerablemente debido a la concurrencia de varios factores que hacen que hongos
habitualmente saprofitos se conviertan en patdégenos oportunistas, como: (i) el empleo de
materiales terapéuticos y diagndsticos agresivos (catéteres, sondas, etc.) que favorecen la
entrada del microorganismo; (ii) la utilizacion de antibidticos antibacterianos de amplio
espectro, que reducen la flora bacteriana intestinal normal, y al presentar escasa o nula
toxicidad para los hongos, permite un mayor desarrollo de hongos potencialmente patogenos,
sobretodo en pacientes con las defensas disminuidas; (iii) tratamientos inmunosupresores,
como las terapias anticancerosas 6 las que se aplican tras realizar transplantes de érganos, y
los tratamientos con corticosteroides. Por ultimo, hay que mencionar que otras enfermedades

subyacentes (como diabetes, enfermedades inflamatorias del tracto gastrointestinal,
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pancreatitis, quemaduras, etc.), asi como el estado de inmunodepresién general inherente a

ciertos cuadros clinicos y enfermedades (como el SIDA, hemopatias malignas, etc.), son

factores que favorecen claramente la aparicion de la candidiasis (Agabian et al., 1994; Bodey,
1993; Dixon et al., 1996; Kurtz et al., 1990a; Odds, 1988).

Por lo tanto, la relacién entre el hongo y los mecanismos de defensa del hospedador es

crucial en el establecimiento de la candidiasis. De -hecho la patogenicidad resulta

esencialmente de las modificaciones en los mecanismos de defensa del hospedador que

podriah ihdﬁcir ttanéfdmiacioﬁes enel coinpoxtamiento del hongo (Senet, 1996).
A. Tipos de candidiasis.

Dependiendo de estas modificaciones del hospedador, C. albicans puede causar una
gran variedad de infecciones, que abarcan desde candidiasis superficiales a graves infecciones

sistémicas o invasivas. Los principales tipos de candidiasis se indican a continuacion.

1) Candidiasis superficiales. El hongo coloniza fundamentalmente las mucosas del tracto
gastrointestinal, vagina y cavidad oral, afectando, a veces, otras zonas, como las uiias o el
cuero cabelludo. En ocasiones, estas infecciones se hacen crénicas, pero en la mayoria de los
casos se pueden resolver con agentes antifiingicos. Aunque en el tracto gastrointestinal y en la
vagina puede encontrarse C. albicans sin que exista ninguna patologia, puede producirse una
infeccién por trauma fisico 6 estrés fisiolégico. La candidiasis intertriginosa, que aparece en
pliegues y zonas de la piel sometidas al calor, humedad y roces, es la forma mas frecuente de
infeccién superficial (Bodey, 1993; Kurtz et al., 1990a; Odds, 1988; Tsuboi et al.,1994). La
candidiasis oral (muguet) es mis frecuente en el neonato, a consecuencia de una infeccion
durante el parto, y en personas en etapas terminales de enfermedades debilitantes (cancer,
SIDA, etc.) (Dupont et al., 1994; Odds, 1988). La candidiasis genital, que comprende un 20%
de los casos de vaginitis, puede desencadenarse por el uso de antibidticos, que disminuyen la
flora microbiana normal de la vagina, el embarazo, por una disminucién del pH, la diabetes
no controlada, por la alta concentracién de azicar, o los anticonceptivos orales, por su alto
nivel de estrégenos (Bodey, 1993; Dixon ef al., 1996; Gentry & Price, 1985; Kurtz et al.,
1990a; Odds, 1988), y puede convertirse en recurrente produciéndose varios episodios al afio
(Fidel & Sobel, 1996). Por tltimo, existe una forma de candidiasis mucocutdnea crénica que

afecta a ufias, boca, labios, cuero cabelludo etc., asociada a fallos en la inmunidad celular;
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este tipo de infecciones son resistentes a tratamientos t6picos, aunque no tienen tendencia a
provocar infeccion sistémica (Kurtz ef al., 1990a; Odds, 1988).

2) Candidiasis sistémicas. Se diagnostican cuando se encuentran microorganismos del
género Candida en sangre, afectando o no a los tejidos, o cuando la infeccién se ha extendido
y afecta a uno o varios érganos internos. Se presenta en individuos con las defensas naturales
disminuidas por diferentes causas, o bien debilitados por otras enfermedades, tal como se ha
indicado anteriormente (Bodey, 1993; Kurtz et al., 1990a; Odds, 1988; Senet, 1997). Se
pueden producir lesiones agudas o crénicas, localizadas o ampliamente diseminadas que
pueden afectar a distintos 6rganos. Entre ellas destaca la candidiasis broncopulmonar, la
endocarditis y miocarditis candididsica, septicemias agudas, etc. Son enfermedades muy
graves que representan una de las causas principales de mortalidad en pacientes
inmunocomprometidos (Dupont et al., 1994; Meunier et al., 1992; Pfaler, 1989, 1994; Walsh
et al., 1994).

B. Diagnéstico.

Las infecciones flngicas invasivas representan una de las causas principales de
mortalidad en pacientes inmunocomprometidos (Dupont et al., 1994; Musial et al., 1988;
Walsh et al., 1994). Un método rapido y preciso de identificacién de hongos patégenos a
nivel de especie es epidemiolégicamente y clinicamente muy util, particularmente en el caso
de las candidiasis, la infeccion fiingica mas frecuente en estos pacientes, ya que la
patogenicidad y susceptibilidad antifiingica varia a menudo entre especies (Bodey, 1993;
Meunier , 1989; Odds, 1988, 1992).

El diagnéstico de las candidiasis depende del tipo de infeccién de que se trate. La
candidiasis superficial es féicil de diagnosticar por las manifestaciones clinicas de la infeccién,
la observaci6n al microscopio’ de la morfologia, €l cultivo en medio selectivo y la formacién
de tubo germinativo (micelio) y tests bioquimicos (Warren & Hazen, 1995). Sin embargo, las
candidiasis'éistémicas son mas dificiles de diagnosticar, porque la mayoria de los pacientes no
muestran manifestaciones clinicas especificas que hagan sospechar la existencia de una
infecci6n fiingica (Bodey, 1993; Hopwood & Warnock, 1986; Meunier, 1989; Musial et al.,
1988; Odds, 1979, 1988). El método de diagndstico clésico consiste en demostrar la presencia

del microorganismo en sangre mediante hemocultivo, pero es problemitico por su baja
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sensibilidad, y porque la presencia del microorganismo en sangre es transitoria; en cualquier
caso, después del aislamiento del microorganismo mediante cultivo, es necesaria una
identificacién del mismo mediante varios métodos, como el test de germinacién en suero y
tests bioquimicos de asimilacién de azﬁcares (Bodey, 1993; Meunier, 1989; Odds, 1988;
Warren & Hazen, 1995). Alternativamente, los tests seroldgicos pueden ser utiles para el
diagnéstico de candidiasis invasiva cuando los hemocultivos son  negativos, aunque el
diagnéstico basado en la deteccién de antigenos o anticuerpos en sangre presenta problemas
dc Bajé sen51b1]1dad 0 baja esbeciﬁcidad (De Repénﬁgny et al., 1994; Pontén, 1996). En
algunos casos, se puede realizar una identificacién mediante observacion al microscopio de la
muestra patolégica mediante técnicas de inmunofluorescencia empleando anticuerpos
monoclonales que incrementan la sensibilidad (Pontén et al., 1993; Ponton, 1996; Regilez et
al., 1992). El empleo de dichas técnicas con anticuerpos especificos puede permitir ademas
una identificacién rapida de aislados clinicos de distintas especies del género Candida, como
es el caso de C. dubliniensis (Bikandi et al., 1998).

El creciente conocimiento de la genética molecular de C. albicans y la necesidad de un
rapido método de diagnéstico han permitido el uso de técnicas de biologia molecular péra
identificar especies de Candida. Desde la primera descripcién de un método molecular para la
identificacién rdpida de C. albicans, las técnicas de PCR han sido ampliamente utilizadas para
detectar e identificar especies de Candida, asi como otros hongos de importancia médica,
empleando distintos genes (rRNAs, aspartil proteinasas, hsp90, actina, factor de elongacion
EF-1, etc.) como dianas para la amplificacién (Buchman et al., 1990; Donnelly et al., 1999;
Maneu et al., 2000a; Mitchell ez al., 1994).

C. Tratamiento.

Las células fiingicas y las de mamifero presentan una gran similitud en su
organizacién subcelular y molecular, lo que ha determinado que hasta el momento actual no
se disponga de antifingicos que actien selectivamente sobre el hongo y presenten baja o nula
toxicidad para el hospedador, y que ademés no induzcan la aparicién de resistehcias. Hay dos
limitaciones importantes en el desarrollo de farmacos antifiingicos: (i) el limitado
conocimiento de caracteristicas biolégicas especificas de la célula fiingica, y (ii) la carencia
de informacién sobre los mecanismos moleculares basicos responsables de la virulencia de

las especies patdgenas (Gozalbo et al., 1993). Por lo tanto, el desarrollo de farmacos
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antifingicos efectivos estd limitado por la falta de dianas especificas, siendo la busqueda de
dianas potenciales para nuevos antifiingicos un campo de gran interés (Garcia-Bustos et al.,
1998; Gozalbo et al., 1993).

En la actualidad hay varios grupos de drogas que se utilizan en la terapia antifingica
por presentar relativa especificidad por las células fingicas. Segin el mecanismo de accién
molecular podemos distinguir los siguientes grupos:

1. Antibidticos macrdlidos poliénicos (Nistatina y Anfotericina B), que actian sobre
los esteroles de la membrana plasmatica formando poroé hidrofilicos por los que
sale el material citoplasmatico (protones) provocando la muerte celular (Kerridge,
1988a; Kurtz et al., 1990a). Aunque los esteroles mayoritariamente presentes en la
membrana plasmética de las células de mamiferos son diferentes de los de las
células fingicas, esta diferencia en la composicién de esteroles no es absoluta, por
lo que los polienos utilizados en clinica, que son muy activos frente a C. albicans y
otros muchos hongos, tienen el inconveniente de que son téxicos para las células
del hospedador aunque se utilicen a bajas dosis. A pesar de su amplio uso, la
aparicion de resistencias es un fendmeno poco frecuente (Kerridge, 1988b; Vanden
Bossche et al., 1994).

2. La Flucitosina (5-fluorocitosina), que es el unico compuesto inhibidor de la
biosintesis de macromoléculas que se emplea como antifingico frente a C.
albicans y otras levaduras. Este compuesto es transportado al interior de las células

. mediante una citosin-permeasa, y por accién de una citosin-desaminasa se
transforma en su metabolito activo (5-fluorouracilo) que actia impidiendo la
biosintesis de DNA (Polak, 1990; Vanden Bossche et al., 1987, 1994). Al no
existir actividad citosin-desaminasa en células de mamifero, este compuesto no
presenta problemas de toxicidad, sin embargo, la aparicion de resistencias
compromete su utilidad clinica (Kurtz et al., 1990a).

3. Los imidazoles y triazoles (Ketoconazol, Fluconazol, Miconazol, etc.), que
interaccionan con el citocromo P450 interfiriendo en la biosintesis de ergosterol,
principal esterol en hongos patdgenos, y producen alteraciones en la estructura y
funcién de la membrana plasmatica (Kurtz et al., 1990a); la aparicién de cepas de
C. albicans resistentes limita su uso clinico. Aunque su toxicidad relativa no es
elevada, también originan la aparicién de resistencias en cepas de C. albicans y
otras especies (Odds, 1993; Vanden Bossche et al., 1994). Las alil-aminas, otros
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inhibidores de la biosintesis de ergosterol a nivel de la esqualeno epoxidasa
(Naftifina, Terbinafina, Tolnaftato, etc.), no son efectivos frente a las candidiasis
probablemente por su dificultad para atravesar la membrana plasmatica (Ryder et
al., 1986, 1992; Vanden Bossche et al., 1994).

4. La Griseofulvina, que es el 'l'mico corﬁpuesto de los que interfieren en la formacién
de microtibulos que se emplea en clinica como antifiingico. El espectro de accién
de esta droga es bastante lnmtado hablendo espec1es resistentes, como C.
| albzcans, por la falta de s1stemas de transporte adecuados (Polak, 1990) o

1.1.b.- Factores de virulencia.

No existe un unico factor responsable de la virulencia de C. albicans, sino que es la
combinacién de multiples factores lo que la determina (Cutler, 1991; Hostetter, 1994; Odds,
1994). Las infecciones por Candida aparecen tras varias etapas secuenciales temporalmente.
La adhesién a la superficie de los epitelios inicia el proceso, y la colonizacién de ésta, es la
segunda etapa. Los factores fiingicos y del hospedador implicados en estas etapas,
probablemente no son los mismos que los requeridos para la penetracion de las superficies
epiteliales. Esta penetracion marca, en muchos casos, el limite del proceso infeccioso ( dando
como resultado infecciones superficiales), ya que C. albicans normalmente no es capaz de
proseguir el proceso invasivo en hospedadores inmunolégicamente sanos. No obstante, en
situaciones en las que el hongo es capaz de alcanzar la sangre, debe necesariamente expresar
factores que lo protejan contra las defensas celulares del hospedador y contra los inhibidores
fingicos del plasma. Para causar una infecciébn diseminada, las células fingicas deben
expresar los factores necesarios para atravesar los endotelios e invadir los tejidos (Agabian et
al., 1994).

Los factores de virulencia incluyen tanto la capacidad del hongo para provocar una
infeccién (adherencia a epitelios y endotelios, penetracion a través de los tejidos, etc.) como la
respuesta del hospedador ante la invasién fingica. En el caso de C. albicans, podemos
clasificar los factores de virulencia mas importantes en varios grupos: dimorfismo, adhesion,

secrecién de enzimas hidroliticos, produccién de una proteina ISM, y variacién fenotipica.
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1.- Dimorfismo.

C. albicans presenta dos morfologias principales: puede crecer en forma de levaduras
unicelulares que se dividen por gemacién (Fig. 1.1 A), o formar hifas septadas que originan un
micelio (Fig. 1.1 B). La transicion morfolégica levadura-micelio depende de factores
ambientales (como el pH, la temperatura, la fuente de carbono, la hemina y otros), y se inicia
mediante la formacion del tubo germinativo a partir de las levaduras (Buffo et al., 1984;
Casanova et al., 1997; Odds, 1988; Simoneti ef al., 1974; Soll, 1990). Se ha propuesto que
dicha transicién morfolégica contribuye a la virulencia de este organismo, puesto que la
forma micelial podria estar mejor adaptada que las levaduras para la adhesion y penetracion
de las capas epiteliales (Calderone., 1993; Gow ef al., 1994; Kretschmar et al., 1999), aunque
no existe una demostracién inequivoca. En los tejidos infectados se pueden encontrar tanto
levaduras como micelio y pseudomicelio y, ademas, algunos mutantes monomérficos parecen
ser virulentos, lo que sugirere que la morfogénesis no es critica para la virulencia de C.
.albicans (Odds, 1988). No obstante, también se ha descrito que mutantes monomorficos
incapaces de miceliar son menos virulentos, lo que apoyaria la idea de la implicacién de la
transicion levadura-micelio en la virulencia (Lo et al., 1997; Sobel et al., 1984; Soll, 1990).
Estos datos confirman el caracter multifactorial de la virulencia de C. albicans.

En este contexto, la forma micelial parece tener un mayor caracter invasivo por varias
causas como: (i) su mayor facilidad para penetrar en los tejidos; las hifas de C. albicans son
tigmotrépicas, teniendo facilidad para penetrar las fisuras de las capas epiteliales, lo que
sugiere que el dimorfismo aumenta la virulencia al favorecer ciertas etapas del proceso
infectivo (Gow et al., 1994; Sherwood et al., 1992); por ejemplo durante la transicién de
infecciones superficiales a otras mas profundas, la capacidad de penetracién de las hifas
podria ser importante para atravesar barreras epiteliales; (ii)) una mayor resistencia de los
filamentos miceliales a la fagocitosis, principalmente por impedimentos de tipo estérico, y
(iii) cambios en las propiedades superficiales en las células miceliales, que aumentan el grado
de adherencia de las células de C. albicans a las del huésped (Chaffin et al., 1998; Kimura &
Pearsall, 1980). |

El estudio de la regulacion del dimorfismo en C. albicans, ademés de por su
implicacién en virulencia, es en si mismo importante como modelo simple de diferenciacién
celular. La transicion levadura-micelio en C. albicans es un proceso multifactorial cuya

regulacién no estd todavia claramente determinada. Numerosas sefiales ambientales inducen
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dicha transicion morfologica. El desarrollo de las hifas a partir de las levaduras depende de
dos factores: (i) la naturaleza, numero e intensidad de estas sefiales ambientales, y (ii) la
actividad de las rutas de transduccién de sefial, que incluyen factores de transcripcion
especificos (maquinaria de respuesta celular). De acuerdo con los modelos actuales (Fig. 1.2),
los factores ambientales activan a través de proteinas sensores diferentes rutas de transduccion
de sefial. Estos sistemas de transduccion de sefial pueden converger en factores de
transcripcion distintos o idénticos que regulan la expresion de genes diana responsables de la

transicion morfolégica (Emst, 2000).

sefiales ambientales

proteinas sensores Fig. 1.2. Esquema de Ia

induccion de la formacion de

hifas. Diversos factores ambien-

tales activan, a través de proteinas

sensoras, diferentes rutas de

factores de transcripeién transduccion de sefial que pueden

especificos converger en factores de trans-

cripcion que regulan la expresion

de genes diana responsables de la

\/ expresion de proteinas especificas

proteinas especificas de hifa implicadas en la formacion de la
hifa (Emst, 2000).

rutas de transduccion de sefal

La mayor parte de las sefiales ambientales convergen en dos rutas paralelas de
transduccion de sefial, definidas por los factores de transcripcion Efglp y Cphlp. La
inactivacion de ambos factores bloquea el desarrollo de las hifas, tanto in vitro como in vivo
(Leng et al., 2000; Lo et al., 1997). En C albicans la actividad de Cphlp esta bajo el control
de la ruta de transcripcion de sefial dependiente de la MAP quinasa (Csank et al, 1997;
Kohler & Fink, 1996; Leberer et al., 1996). La ruta regulada por Efglp es, probablemente, la
mas importante en la activacion del desarrollo de las hifas ya que mutantes nulos efg!/
muestran mayores alteraciones en la formacion de hifas que los mutantes nulos cphl (Lo et
al., 1997). Efglp parece estar regulada por el sistema de transduccion de sefial mediado por

cAMP en C. albicans (Brown & Gow, 1999; Emst, 2000; Leng et al., 2000).
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La expresiéon diferencial de genes inducida por los sistemas de transduccion de sefial
que activan la formacién de hifas, es responsable de cambios en el ciclo de divisién celular y
de cambios en la composicién y organizacién de la pared celular fingica, que originan el
cambio morfogenético. No obstante, muchos de los cambios en la expresién génica que
acompafian al proceso de transicion morfoldgica no estan relacionados con el control de dicho
proceso, sino con la respuesta o adaptacion de la célula a los cambios ambientales que lo
inducen (Gow et al., 1995). En cualquier caso, las modificaciones que se producen en la pared
celular durante la transiciébn morfoldgica, confieren caracteristicas particulares (adhesién,
hidrofobicidad, etc.) a las hifas que pueden ser responsables de una mayor virulencia (Cannon
et al., 1994; Chaffin et al., 1998; Soll, 1990).

2.- Adhesion.

C. albicans es capaz de adherirse a células epiteliales y endoteliales, a la matriz
extraceluar, y a materiales inertes como protesis, catéteres, etc. (Calderone & Braun, 1991;
Chaffin et al., 1998; Fukazawa & Kagaya, 1997; Klotz, 1994). Puesto que la pared celular es
su estructura més externa, las interacciones fisicoquimicas responsables de la adhesion al
hospedador tienen lugar a través de moléculas de la pared celular fiingica. Aunque
componentes de la pared celular como la quitina, B-glucanos y lipidos pueden intervenir en el
fenomeno de adhesidn, son las proteinas y manoproteinas que forman parte de la superficie
celular, las moléculas que tienen una funcién preponderante en la adhesién; a dichos
componentes se les ha denominado genéricamente como "adhesinas" (Calderone, 1993;
Chaffin et al., 1998; Hostetter, 1994). Los tipos de interaccién hongo/hospedador son muy
variados (proteina/proteina, proteina/azicar, proteina/glucoesfingolipidos, carbohidrato
/proteina, etc.), y la expresion de factores de adhesién dependen tanto de la cepa estudiada,
como de las condiciones ambientales. Esto, unido al hecho de que algunos de los receptores
presentan la capacidad de unir distintos ligandos, hace que, en ocasiones, los resultados
descritos por distintos grupos no coincidan. A continuacién se citan los principales tipos de

interaccién implicados en la adhesion.
1) Adhesién a proteinas séricas. C. albicans se une in vitro a distintas proteinas

séricas, entre las que se encuentran la albiimina, transferrina, fibringeno y componentes

del complemento (Chaffin et al., 1998; Page & Odds, 1988). La interaccién con el
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fibrinégeno es mayor en los tubos germinativos cortos y las hifas maduras de C. albicans y
estd mediada por distintas manoproteinas de la superficie del hongo (68, 60 kDa), las cuales
también interaccionan con otros ligandos (laminina, C3d), sugiriéendose que un mismo
receptor puede ser capaz de unirse a distintos hgandos asi como su relacién con las integrinas
(B2, B3) de mamifero (Chaffin et al., 1998; Hynes, 1992). Las levaduras también se unen al
fibrindgeno, habiéndose caracterizado una manoproteina de 58 kDa (mp58), presente en
células levaduriformes y miceliales, como otro posible receptor especifico del ligando en C. -
albicans (Casanova et al., 1992; Lépez-Ribot et al., 1995); dicho réceptor también se exprésa
in vivo en tejidos infectados, lo que apoya la idea de su implicacion en la interaccion con el
hospedador (Chaffin et al., 1998; Lopez-Ribot et al., 1996). Ademas se ha demostrado la
presencia, tanto en células levaduriformes como miceliales de C. albicans, de proteinas de
unién a componentes del complemento (fragmentos C3d e iC3d); dichos receptores se
expresan in vivo y aunque su participacion en virulencia ha sido demostrada, los mecanismos
responsables no estan determinados (Edwards e al., 1986; Gilmore et al., 1988; Heidenreich
& Dierich, 1985; Kanbe et al., 1991).

2) Adhesién a proteinas de la matriz extracelular. C. albicans también presenta la
capacidad de unirse a componentes de la matriz extracelular de mamifero (laminina,
fibronectina, vitronectina, entactina, coligeno). Se han escrito varios receptores fingicos
para la laminina: una proteina de 37 kDa y la enzima glicolitica GAPDH, que también se
localiza en la superficie del hongo (Bouchara et al., 1990; Casanova et al., 1992; Gil-Navarro
et al., 1997; Glee et al., 1996; Gozalbo et al.,1998; Lépez-Ribot et al., 1994). Otra proteina a
la que se adhiere C. albicans, es la fibronectina, habiéndose identificado numerosos
receptores en C. albicans para dicho ligando (Klotz, 1987; Klotz et al., 1983; Scheld et al.,
1985; Skerl et al., 1984). C. albicans también es capaz de unirse a la vitronectina, proteina
con la que las células fingicas interaccionan mediante receptores proteicos y carbohidratos
como el glucano (Jakab et al., 1993; Limper & Standing, 1994; Olson et al., 1996). Esta
proteina se adsorbe a biomateriales, por lo que podria ser la responsable de la unién de C.
albicans a catéteres de plastico y protesis (Jakab et al., 1993). Células levaduriformes y
miceliales de C. albicans, también se unen a la entactina (Lopez-Ribot & Chaffin, 1994). El
coldgeno también es susceptible de ser fijado por C. albicans, describiéndose su unién a
colageno de tipo I y IV (Klotz, 1990; Koltz & Smith, 1995), aunque aun no se han
identificado los receptores fiingicos implicados en esta interaccién (Chaffin et al.,1998).
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Muchos de los ligandos reconocidos por receptores fiingicos contienen el motivo con
la secuencia RGD (arginina-glicina-aspértico), que puede ser la diana reconocida por los
receptores flingicos, aunque no todas las adhesinas reconocen estos dominios de los ligandos
(Ruoslahti & Pierschbacher, 1987). Por lo tanto, las adhesinas de C. albicans presentan ciertas
similitudes, en cuanto a su estructura y funcién, con las integrinas de mamifero, habiéndose
sugerido un modelo evolutivo para explicar su origen (Annaix et al., 1990; Chaffin et
al.,1998; Hostetter, 1994, 1999; Hynes, 1992). La expresion de dichas adhesinas depende de
factores ambientales, y en algunos casos esta asociada a la transicién morfoldgica, por lo que
su funcién en adhesi6n, virulencia y dimorfismo es dificil de discernir. No obstante, se ha
descrito una integrina (adhesina) en C. albicans implicada en virulencia, adhesién y transicién
morfoldgica, lo que indica una estrecha relacién entre estos fenémenos (Gale et al., 1998).

Por otro lado, la presencia de subunidades de ubiquitina en receptores fiingicos para
ligandos del hospedador (laminina, fibrindgeno, componentes del complemento) puede
participar en la modulacién de la funcionalidad de los mismos, tal como se ha descrito en
receptores superficiales en células de mamifero (Ciechanover, 1994; Hicke & Riezman, 1996;
Kolling & Hollenberg, 1994; Paolini & Kinet, 1993; Roth & Davis, 1996; Sepulveda et al.,
1996a,b; Shih et al., 2000).

3) Otros factores de adhesién.

Mananos. El manano, parte azucarada de las manoproteinas de la pared
celular, también estd implicado en la adhesion al hospedador, habiéndose descrito algunos
dominios oligosacaridicos responsables de la interaccién con algunas células (eplitelios,
macrofagos, etc.) del hospedador (Chaffin er al., 1993; Kanbe et al., 1993; Li & Cutler,
1993). Es el caso de los oligosacaridos del receptor manoproteico de 58 kDa para el
fibrin6geno, que estan implicados en la unién al ligando (Casanova et al., 1992).

Proteinas hidrofébicas. Las interacciones hidrofobicas entre la superficie
celular de C. albicans y las células epiteliales humanas, y también el material plastico
utilizado en clinica, contribuyen a la adherencia, favoreciendo el contacto adhesina-ligando
entre el parésito y la superficie celular, asi como la entrada del hongo a regiones internas del
hospedador (sondas, catéteres, etc). Ademds, esta hidrofobicidad de la superficie celular
ayuda al parasito a evadir la accién de las células fagocitarias del hospedador y a favorecer la
captacion de algunas substancias del medio (Braun, 1994; Chaffin et al.,1998; Ener &
Douglas, 1992; Hazen, 1989, 1990; Hazen et al., 1991; Hazen & Hazen, 1988; Hazen &
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LeMelle, 1990; Klotz & Penn, 1987; Macura, 1987; Vespa et al., 1995). En las propiedades
hidrofdbicas de levaduras y micelios influyen diferentes proteinas de la pared celular, aunque
los micelios son invariablemente hidrofébicos independientemente del carécter de las
levaduras de las que procedan, lo que concuerda con el hecho de que los componentes
hidrofébicos son mas abundantes en los extractos de pared de tubos germinativos que en los
de levadura (Hazen, 1990; Hazen et al., 1988; Hazen & Hazen, 1987, 1988; Lépez-Ribot et
al., 1991, 1994) Las protemas menores de 50 kDa suelen ser h1drofob1cas nuentras que las

| hldroﬁhcas suelen superar los 90 kDa (Hazen & Hazen, 1992 1993), debldo posiblemente a |
una diferente glicosilacién (Hazen & Glee, 1994). Ademas las células hidrofilicas presentan
diferencias estructurales con las hidrofobicas, ya que poseen una capa de fibrillas densa,
compuesta de manoproteinas de alto peso molecular fundamentalmente (Hazen & Hazen,
1992). El paso de una superficie hidrofilica a una hidrofébica podria deberse a cambios en la
longitud y concentracion de las estas fibrillas presentes en la capa externa de la pared de la
célula, o a modificaciones en los niveles de glicosilacion de las manoproteinas de la pared
celular (Hazen &Hazen, 1992, 1993; Hazen & Glee, 1994). También se ha descrito que las
proteinas hidrofébicas presentan adherencia al plastico y a ligandos del hospedador, como la
laminina, el fibrindgeno, 1a fibronectina, y el colageno de tipo IV (Chaffin et al., 1998; Silva
et al., 1995), lo que facilita la interaccion de las células hidrofébicas con el hospedador, y
puede explicar, en parte, el mayor cardcter virulento de las células miceliales.

Fimbrias. Son apéndices filamentosos largos presentes en la superficie celular
de C. dlbicans, formados por una glicoproteina de 66 kDa que presentan la capacidad de
unirse a células epiteliales bucales del hospedador; dicha glicoproteina parece reconocer
especificamente ligandos glicolipidicos del hospedador (Jiménez-Lucho et al., 1990; Yu et
al., 1994a.b).

Proteinas de unién a material plistico. La capacidad que presenta C.
albicans para adherirse a materiales clinicos de plastico, como son los catéteres, protesis, etc.,
contribuye a la aparicion de muchas infecciones nosocomiales. Tras la adhesién, el
microorganismo puede formar biofilms que favorecen o inician la aparicién de infecciones
diseminadas. Se han descrito numerosas especies proteicas y manoproteicas implicadas en la
adhesion a material plastico, cuya expresion depende de muiltiples factores ambientales
(Chaffin et al., 1998).

Lectinas. Son manoproteinas de la superficie celular de C. albicans que

interaccionan con carbohidratos especificos (L-fucosa, N-acetilglucosamina) de las células
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epiteliales del hospedador (intéraccién proteina/carbohidrato), siendo responsables en gran
medida de la adhesion a células del epitelio bucal y vaginal. La expresién de dichas lectinas
parece depender también de condiciones ambientales, como la fuente de carbono. La unién de
C. albicans a los eritrocitos, mediada por lectinas fiingicas, puede estar implicada en la
adquisicién de hierro (Brassart et al., 1991; Cameron & Douglas, 1996; Tosh & Douglas,
1992).

Aglutininas. Se han identificado genes de C. albicans que presentan
homologia con genes de aglutininas fiingicas, cuyos productos génicos podrian estar
.implicados en la interaccién hongo-hospedador (Chaffin ef al., 1998; Hoyer et al., 1995).

Adherencia a proteinas salivares, Streptococcus sp. y otras bacterias. C.
albicans como comensal de la cavidad oral, se adhiere, ademas de al epitelio bucal, a
proteinas salivares y a bacterias de este habitat (Streptococcus, Bacteroides, Lactobacillus,

etc.) para prevenir el aclaramiento por la accion limpiadora de la saliva (Chaffin et al., 1998).
3.- Secrecién de enzimas hidroliticas.

Los enzimas extracelulares son secretados al exterior de la célula donde se encuentran
sus substratos. Cuando la accién de estos enzimas afecta a la funcién y viabilidad del
hospedador, los enzimas se consideran factores de virulencia que contribuyen al
establecimiento de la infeccion, puesto que facilitan la progresién fiingica (Chaffin et al.,
1998).

1) Proteasa acida. La actividad proteolitica extracelular de C. albicans es debida a los
enzimas aspartil-proteasas (Saps: secreted aspartyl proteinases). La secrecién de estos
enzimas aumenta la capacidad del microorganismo de colonizar y penetrar tejidos del
hospedador y de evadir la respuesta inmune de éste. Existe una correlacién entre la virulencia
y los niveles secretados de éstos enzimas en cepas de C. albicans (De Bernardis et al., 1990;
Ghannoum & Abu-Elteen, 1986; Kwong-Chung et al., 1985; McDonald & Odds, 1983; Ross
et al., 1990), y ademas cepas no productoras de Saps son menos virulentas (Kwong-Chung et
al., 1985; McDonald, 1984; McDonald & Odds, 1983). Estos enzimas degradan proteinas
defensivas del hospedador (inmunoglobulinas, complemento), y pueden hidrolizar mucina, lo
que facilitaria la penetracion del hongo a través de la mucosa gastrointestinal (Colina et al.,
1996; Kaminishi et al., 1995; Riichel, 1986; Riichel ef al., 1992). Se ha comprobado, ademas,
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que inhibidores de estas enzimas inhiben la unién a células endoteliales (Frey et al., 1990;
Ray & Paine, 1988). Esta actividad proteolitica de C. albicans se asocia a una
carboxilproteinasa acida de 42-45 kDa, con gran variedad de substratos, siendo activa a un pH
6ptimo de 2,5 a 4,5 (Chaffin ez al., 1998; Douglas, 1988; Riichel ef al., 1992). Se han clonado
y caracterizado nueve genes (SAP) que codifican Saps en C. albicans, y se ha demostrado que
mutantes  nulos en- estos genes muestran una disminucién en la virulencia en modelos
animales de candidiasis diseminada, lo que aporta més evidencias de su implicacién en la
virulencia de C. albicans (Hube et al., 1997; Krestchmar, et al., 1999; Sanglard et al., 1997).

2) Fosfolipasas. Son otras enzimas hidroliticas extracelulares implicadas en la
patogénesis de C. albicans. Se ha demostrado una mayor actividad fosfolipasa en aislados
clinicos de C. albicans que en aislados de levaduras comensales. Aislados con gran actividad
de este enzima son invasivos en un modelo animal de candidiasis, mientras que los que
presentan baja actividad de esta proteina no lo son, correlaciondndose los niveles de actividad
fosfolipasa con la mortalidad (Chaffin et al., 1998; Ibrahim et al., 1995).

3) Otras enzimas extracelulares con actividad hidrolitica. Se ha sugerido la posible
implicacién de otras enzimas extracelulares hidroliticas, como son la esterasa (Tsuboi ef al.,
1996), 1a glucoamilasa (Cohen et al., 1986), la fosfatasa acida (Odds, 1988; Shepherd et al.,
1985) y el factor hemolitico (Bullen, 1981; Manns et al., 1994; Otto et al., 1992; Weinberg,
1978), en la virulencia de C. albicans, aunque atin no se ha demostrado (Chaffin et al., 1998).

4.- Protefna inmunosupresora y mitogénica de células B (ISM).

A partir del sobrenadante de cultivos de C. albicans se ha purificado una proteina de
unos 43 kDa, relacionada con la virulencia, ya que (i) el tratamiento de ratones con esta
proteina, facilita el desarrollo de las candidiasis, (ii) la pérdida de la capacidad de producirla
conlleva a la pérdida de la virulencia de la cepa, y (iii) la inmunizacién con ella protege
completamente a los ratones frente a la infeccién (Tavares et al., 1993, 1995). Proteinas ISM
se han descrito también en virus y bacterias y son factores de virulencia por su efecto
inmunosupresor como consecuencia de una sobreestimulacién de las células B (Martinez et
al., 1998).
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5.- Cambio fenotipico o "switching".

Muchas cepas de C. albicans son capaces de cambiar de manera espontanea, reversible

y a alta frecuencia entre diferentes fenotipos distinguibles por la morfologia colonial (Fig.

1.3), fendmeno denominado "switching" (Soli et al., 1993).

Fig. 1.3. Diferentes fenotipos coloniales presentados por la cepa de C. albicans ATCC 26555. SW
(smooth-white), W (wrinkled), HW (hyper-wrinkled), ISWW (intermediate smooth-white-wrinkled),

ST (star), HM (heavy-myceliated), P (smooth-white-petite), R (ring), F (fuzzy), FR (flat-ring), SR
(stippled-ring); (Martinez et al, 1990).

El "switching" en C. albicans es pleiotropico, afectando a diferentes parametros
morfologicos y fisiologicos. Diferentes cepas pueden presentar un repertorio de morfologias

coloniales distintas, pero las caracteristicas basicas del "switching” son similares en cada
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caso. Algunos de los sistemas de "switching" descritos son: 1) la transicién liso (S: smooth)-
rugoso (R: rough), 2) el "switching" tipo 3153A, que incluye siete morfologias coloniales, 3)
la transicién liso (S: smooth)-micelio denso (HM: heavy myceliated), y 4) la transicion blanca
(W: white)-opaca (O: opaque) (Soll et al., 1993). Las morfologias coloniales pueden variar
tanto que pueden dar la impresién de que pertenecen a diferentes cepas o incluso a diferentes
especies. Una misma cepa puede. generar ocho o mas tipos de colonias cuya morfologia es
heredable e mterconveruble (Slutsky et al., 1985, 1987) La morfologla colonial reﬂeJa
.camblos espacm]es en la proporclén de células en forma de levadura hifa o pseudoh1fa en
diferentes partes de la colonia. Estos patrones espaciales de células con diferente forma
generan diferentes morfologias coloniales (smooth, wrinkled, fuzzy, stippled, ring, star, fried-
egg, etc.). En la transicién white-opaque de la cepa WO-1, las células de las regiones
"opaque" son mas grandes, alargadas y tienen una especie de protuberancias granulosas
distribuidas a lo largo de la superficie celular, mientras que las de las regiones "white" son
levaduras con forma esférica normal, y ambos tipos varian ademis en muchas otras
propiedades bioquimicas (Soll, 1992).

El cambio fenotipico o "switching" afecta a la antigenicidad, morfologia y tamafio
celular, adhesién, secrecién de proteasa 4cida, sensibilidad a las drogas, etc., lo que puede
proporcionar a las células una variabilidad andloga a la recombinacién en una poblacién que
posee ciclo sexual (Soll, 1990, 1992, 1997; Soll et al., 1993). El "switching fenotipico" debe
distinguirse de la transicién levadura-micelio porque ocurre de manera espontanea, reversible,
interconvertible, y a bajas frecuencias, se identifica por variaciones en la morfologia de las
colonias, es heredable y en muchos casos implica mas de dos morfologias diferentes (Soll et
al., 1993). C. albicans no tiene ciclo sexual conocido, por lo que carece de la variabilidad que
proporciona la meiosis. Debido a ello, la capacidad que posee para cambiar entre diferentes
fenotipos es un camino alternativo para obtener la variabilidad necesaria para adaptarse a
cambios ambientales, lo que podria considerarse como un factor de virulencia. El "switching"
podria jugar, por lo tanto, un papel importante en la manifestacion del caracter patégeno, al
conferir a la célula la capacidad para, (i) desarrollar resistencia a los agentes antifingicos, (ii)
invadir nuevos tejidos o localizaciones en el individuo infectado, (jiii) detectar cambios
desfavorables en las condiciones ambientales del organismo afectado, y (iv) evadir la accién
del sistema inmunitario, al inducir cambios en la composicién antigénica, probablemente a
nivel de la superficie (pared) celular (Pérez-Martin et al., 1999; Soll, 1992, 1997; Soll et al.,
1993). A partir de una unica célula C. albicans tiene la capacidad de generar diferentes
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variantes fenotipicas en pocas generaciones. La resultante heterogeneidad de la poblacién es
adecuada para cambios ambientales bruscos: si unas pocas células de la poblacién presentan
el fenotipo necesario para la supervivencia, pueden proliferar y a la vez regenerar de nuevo
una poblacién diversa.

La frecuencia de "switching" entre una forma colonial y otra, es muy alta (10 a 107
por generacién), y puede aumentar por radiacion UV y temperatura. Se desconoce el
mecanismo molecular subyacente responsable del fenémeno del "switching" en C. albicans.
Este fendmeno no puede explicarse por recombinacién meiética, pues C. albicans, siendo
diploide, carece de ciclo sexual conocido. La alta frecuencia de reversion, la existencia de
multiples fenotipos y la alta frecuencia de interconversién con la que las colonias cambian de
un fenotipo a otro, observadas en los sistemas de "switching" de C. albicans, descartan
mecanismos normales de mutacion y de recombinacién mitética (Gow, 1994; Soll, 1992).
Deben existir, por lo tanto, unos mecanismos genéticos que le proporcionen a la célula un
nivel de variacién fenotipica elevado (Soll, 1990). Se han postulado varias hipltesis que
implican fenémenos de transposicién réversible o reordenamientos genémicos que producen
cambios electroforéticos en el cariotipo; dichos cambios estin asociados con variantes
morfoldgicas coloniales (Chen & Fonzi, 1992; Cutler et al., 1988; Iwaguchi et al., 1992;
Lasker et al., 1991, 1992; Rustchenko-Bulgac & Howard, 1993; Sadhu et al., 1991; Scherer &
Magee, 1990; Scherer & Stevens, 1988; Suzuki et al., 1989). Sin embargo, ni la
recombinacién entre secuencias repetidas ni la inestabilidad cromosémica, parecen ser el
mecanismo regulador del "switching fenotipico” (Gow, 1994; Soll, 1990). Una hipétesis mas
reciente indica que el "switching" en C. albicans podria estar controlado de manera similar a
los genes que controlan el tipo sexual en S. cerevisiae, de manera que los genes que controlan
la morfologia colonial estarian localizados en posiciones cromosémicas que pueden existir en
dos estados alternativos: estado silencioso y estado activo, dependiendo de la estructura de la
cromatina. La transicién entre los dos estados parece depender de los genes SIR (silent
information regulator), que se requieren para establecer el estado silencioso (Loo & Rine,
1994; Ramsey et al., 1994). Recientemente se ha clonado y caracterizado el gen SIR2 de C.
albicans, y se ha descrito que mutantes nulos en dicho gen presentan niveles anormalmente
elevados de variacion morfoldgica colonial y de cambios en el cariotipo, lo que indica que la
frecuencia de "switching" en C. albicans y la estabilidad cromosémica, estan bajo el control
de dicho gen mediante la organizacién de la estructura de la cromatina (Pérez-Martin et al.,

1999). Dichos cambios afectan a la expresién de genes especificos de fase (morfologia
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colonial), algunos de los cuales estin implicados en la patogénesis, como los SAP y genes de
resistencia a drogas (Balan et al., 1997; Pérez-Martin et al., 1999).

1.2.- Genética de C.albicans.
1.2.a.- El genoma de C. albicans.

| C. élbicén& es una leﬁaduré diplbide éuyo éontehido en DNA es aproxirhada:hente de
32 Mb (por genoma diploide), con una composicién de G+C entre 34,3 - 37,3 % (Chu et al.,
1993; De Backer et al., 2000; Riggsby, 1990; Sherer & Magee, 1990). Mediante técnicas de
electroforesis de campo pulsante se han identificado 8 pares de cromosomas homélogos, de
tamafios comprendidos entre 4,3 y 1,03 Mb; estos cromosomas se denominan con nimeros
del 1 (el mayor) al 7 (el menor), denominindose R el cromosoma que contiene el DNA
ribosomal (rDNA), cuyo tamafio y movilidad electroforética varia entre cepas dependiendo
del nimero de repeticiones de rDNA (De Baker et al., 2000).

El mapa fisico y la secuencia completa del genoma de C. albicans estan siendo
determinados. El proyecto de secuenciacion realizado en el Stanford Genome Center esta
practicamante terminado (17.4 Mb) e indica que hay més de 8000 ORFs por genoma
haploide; esta densidad génica es similar a la de la levadura Saccharomyces cerevisiae, en la
que se han identificado unas 6000 ORFs por genoma haploide (12 Mb). La secuenciacioén del
genoma completo de C. albicans permitira la identificacién rapida de la funcion de muchos
genes que aportard informacién muy importante para conocer las bases moleculares de la
patogenicidad de C. albicans (De Baker et al., 2000).

Existe un notable polimorfismo en la longitud de los cromosomas entre distintas cepas
de C. albicans (Lott et al., 1987, Magee et al., 1988; Magee & Magee, 1987; Merz et al.,
1988; Snell et al., 1987), siendo también muy frecuente encontrar en una misma cepa
cromosomas homoélogos que pueden separarse por electroforesis de campo pulsante, lo que
indica que su tamafio debe diferir en decenas de kilobases (Riggsby, 1990; Scherer & Magee,
1990). Se han identificado tres modos de variacién cariotipica: aneuploidia, translocacién, y
polimorfismos de tamafio de secuencias homélogas. La primera cepa aneuploide estable fue
una variante de la cepa WO-1 que carece de un cromosoma 7 y de parte de los cromosomas 5
y 6 (Magee & Magee, 1997). Posteriormente, se ha descrito que condiciones de estrés
(nutricionales o presencia de antifiingicos) conducen a la pérdida de algiin homodlogo de algun
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cromosoma; estas cepas tienen tendencia a recuperar el estado diploide por reduplicacién del
homologo restante (Perepnikhatka et al., 1999; Rustchenko, et al., 1997). Las translocaciones
y polimorfismos ocurren a nivel de un elemento repetitivo (MRS: major repeat sequence
region) que se encuentra en todos los cromosomas. Las translocaciones podrian originarse por
entrecruzamiento entre estas regiones en cromosomas no homoélogos. Los polimorfismos se
originan por el nimero de copias de un elemento central de 2 kb de la regién MRS,
denominado RPS, que estd repetido de una a mas de veinticinco veces; cromosomas
homélogos de diferente longitud difieren en el nimero de RPSs en una o mis MRSs. El
significado funcional de estas translocaciones o cambios polimoérficos no estd claro, no
habiéndose relacionado, por el momento, con cambios en la expresion génica. Del mismo
modo, los cambios observados en los fragmentos aneuploides parecen tener lugar a nivel de
MRS o del cromosoma completo. Delecciones e inserciones y/o reorganizaciones en
secuencias unicas del genoma parecen ser bastante infrecuentes (De Backer et al., 2000). Del
mismo modo, la secuencia de DNA de C. albicans varia significativamente entre cepas; el
estudio de algunos genes (ERG11, HSP90) sugiere que puede haber variaciones genémicas
significativas entre distintas cepas de C. albicans (De Backer et al., 2000; Swoboda et al.,
1995; White, 1997).

Al carecer de ciclo sexual, y por tanto, de la variabilidad genética consiguiente, la
inestabilidad genémica de C. albicans (aneuploidia, translocacién, polimorfismos) puede
facilitar la aparicion de variantes con distintas caracteristicas (antigénicas y de virulencia) y

favorecer su éxito como patégeno (Kirsch et al., 1990; Wickes & Petter, 1996).
1.2.b.- Manipulacién genética de C. albicans y anilisis de la funcién génica.

El primer requisito para la manipulacién genética es la disponibilidad de métodos
adecuados para introducir DNA exdgeno en la célula. Dos de los métodos mas ampliamente
utilizados en levaduras, como son el empleo de acetato de litio y de esferoplastos, presentan
limitaciones cuando se aplican a C. albicans. El primero, es rapido y simple pero resulta en
una baja eficiencia; el segundo es mas eficiente pero es mas laborioso y pueden generarse
fusiones celulares que resultan en poliploidia (Herreros et al., 1992; Sanglard et al., 1996).
Del mismo modo, la transformacién de C. albicans mediante electroporacion tampoco

presenta una elevada eficiencia (Brown et al., 1996; Thompson et al., 1998).
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Aunque la transformaci6n integrativa es una herramienta importante para la obtencién
de transformantes estables y el desarrollo de estrategias de interrupcién génica, el empleo de
vectores autoreplicativos es conveniente en muchos otros casos. C. albicans carece de
plasmidos naturales, similares al pldsmido 2 pum de S. cerevisiae. Se han identificado y
empleado secuencias de origenes de replicacion cromosémico de C. albicans (CARS1-3) para
la construccién de- vectores autorreplicativos (Cannon et al., 1992; Pla et al., 1995). La-

eficiencia de transformacion con estos plasmidos es buena pero presentan problemas de
estabilidad. Dada la gran inestabilidad de estos plasmidos, que produce amplias variaciones
en el nimero de copias entre células y la pérdida del mismo en condiciones no selectivas, se
estan realizando estudios para disefiar sistemas mas estables (De Backer et al., 2000).

Por otro lado, la introduccion de DNA exégeno exige el empleo de cepas con
marcadores genéticos .adecuados que permitan una facil seleccién de los transformantes.
Aunque se han descrito distintos marcadores auxotréficos, el mas empleado tradicionalmente
ha sido URA3 (Pla et al., 1996). La manipulacién de cepas sin auxotrofias obliga al empleo de
marcadores dominantes. Puesto que C. albicans es resistente a drogas habitualmente
utilizadas en otros sistemas eucariéticos (cicloheximida, higromicina B, metotrexato, etc.), se
han descrito un reducido nimero de candidatos, como por ejemplo la resistencia a la
tricodermina conferida por el gen de S. cerevisiae RPL3, o la resistencia al 4cido micofendlico
conferida por el gen IMH3 de C. albicans, aunque el empleo de este marcador presenta el
problema de su integracion en el locus cromosémico homélogo (Herreros et al., 1992; Kohler
et al., 1997; Staib et al., 1999).

Para determinar la funcion de genes individuales son esenciales las estrategias
genéticas. La manera clisica de determinar la funcién biolégica de un gen incluye su
inactivacién por delecciéon de la ORF. Debido a la diploidia de C. albicans, al menos dos
etapas consecutivas se requieren para la inactivacion génica. El limitado nimero de
marcadores que se pueden usar dificulta la creacion de cepas con delecciones multiples. Este
problema se ha resuelto mediante la reutilizacién de un mismo marcador, que es facilitada por
la introduccioén de repeticiones directas flanqueando el mismo; dichas repeticiones permiten la
pérdida del marcador por recombinacién intracromosomal. Un sistema de seleccion adecuado
de estos clones es requerido para la nueva reutilizacién del marcador, como es el caso de los
genes URA3 y GALI (Alani et al., 1987; Boeke et al., 1984; Gorman et al., 1991; Langle-
Rouault & Jacobs, 1995).
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Otro aspecto importante es el empleo de cepas adecuadas para la interrupcién génica.
Aunque se han usado distintas cepas de C. albicans (De Backer et al., 2000; Kelly et al.,
1987, 1988; Kurtz et al., 1988), la mayor parte de estudios recientes emplean la cepa CAI-4,
un mutante ura3 obtenido por manipulacion genética a partir de un aislado clinico (Fonzi &
Irwin, 1993), que permite el empleo de URA3 como marcador. Aunqué el empleo de una
unica cepa facilita la comparacién de resultados entre distintos laboratorios, tiene el
inconveniente de que el fenotipo observado corresponde a un tnico fondo genético. Ademas
el empleo de cepas con auxotrofias (ura3, ade2, etc.) limita el estudio de la virulencia, pues
dichos mutantes presentan una menor virulencia en modelos animales (De Backer et al., 2000;
Kirsch & Whitney, 1991). En las estrategias de interrupcién génica tienen que considerarse
algunas cuestiones (De Backer et al., 2000):

1) La integracién por recombinacién homoéloga en la primera etapa de
transformacién es variable (5-90%) y depende de varios factores
(localizacién cromosomal, regiones flanqueantes del "cassette" de
interrupcién, cepa, etc.).

2) La deleccion de genes esenciales o que den lugar a mutantes con muy baja
viabilidad es imposible o muy dificil. La identificacién de genes esenciales
depende, por lo tanto, de una evidencia negativa por lo que la interpretacion
nunca es concluyente. ,

3) Algunos genes estin en mas de una copia por genoma haploide, por lo
tanto, son necesarias mas de dos rondas de interrupci6én génica.

4) De modo parecido, la existencia de familias génicas puede conducir a la
deleccién de un gen distinto al deseado en funcion de las secuencias
empleadas en la construccion del "cassette".

5) La comprobacién de que la integracién ha ocurrido en el sitio correcto
requiere el andlisis mediante PCR con oligonucledtidos adecuados y
mediante Southern blot.

El método mas ampliamente utilizado con éxito para la interrupcién de genes en C.
albicans ha sido la interrupcién secuencial de ambos alelos mediante el empleo de la
estrategia "URA-Blaster" (Fonzi & Irwin, 1993). Dicha estrategia, se deséribe detalladamente
en el apartado 25.1 de "Materiales y Métodos" de esta tesis, puesto que ha sido la empleada
para interrumpir los genes estudiados. No obstante, se han descrito también otras estrategias

alternativas de interrupcién génica (URA-Flipper, interrupcion basada en el empleo de la
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green fluorescent protein, interrupcién en etapa tnica en cepas con dos auxotrofias, métodos
basados en técnicas de PCR, etc.) (De Backer et al., 2000).

Otras alternativas como el "gene silencing mediante interferencia con RNA
antisentido", técnica empleada para interferir la expresion génica por interferencia a nivel de
los promotores en células eucariotas, no ha sido descrita en levaduras, incluyendo las especies
de Candida (De Backer et al., 2000; Del Rosario et al., 1996).

Un modo de estudiar la funcién de un gen es modificar su expresiéon. En C. albicans,
no existen métodos eficientes para bloquear completamente la expresién génica, por lo que las
técnicas de interrupcién génica, anteriormente comentadas, son esenciales para el analisis de
la funcién génica. No obstante un importante problema planteado en este organismo asexual
diploide es la determinacién de la esencialidad de genes especificos. Normalmente un alelo es
inactivado facilmente, aunque en algunos casos el acimulo de mutaciones en un alelo de un
gen esencial evita la interrupcién del alelo intacto. Una estrategia para el estudio de' genes
esenciales es hacer que la expresion del alelo intacto dependa de un promotor regulable. En
estos casos, el empleo de vectores o "cassettes" de integracion que permitan la expresion
condicional de genes, permite estudiar fenotipos terminales en condiciones en las que el gen
no es expresado, asi como analizar el efecto de 1a sobreexpresion en la fisiologia celular. Esta
estrategia también permite el anélisis funcional de cambios en la expresion de genes no
esenciales que causan un fenotipo detectable (Mendoza et al., 1999; Stoldt et al., 1997). Se
han descrito algunos promotores de C. albicans fttiles para la construcciéon de vectores
(integrativos y replicativos), algunos que expresan constitutivamente a distintos niveles el gen
de interés (4DHI, ACTI, TEF3, EF1-02) y otros que lo expresan de manera inducible (GALI,
PCK1, SAP2, MRP1, HEX1, MAL2, MET3) (De Backer et al., 2000).

Para estudiar la regulacion génica y la localizacion de productos génicos es muy
importante el empleo de genes "reporter”. Uno de los problemas que se plantean en este caso,
es que la expresion heterdloga de genes en C. albicans es a veces dificil debido a que C.
albicans presenta desviaciones del codigo genético candnico. Esta desviacion, descrita en
especies del género Candida, consiste en traducir el codén CUG como serina en lugar de
leucina; esta modificacién es la unica alteracion conocida del codigo genético en mRNAs
citoplasmicos tanto de eucariotas como procariotas que implica una nueva reasignacién a un
codén con sentido (Santos et al., 1997; Santos & Tuite, 1995). Aunque los genes de C.
albicans se expresan normalmente en S. cerevisiae, lo que ha permitido el aislamiento de

genes de C. albicans por complementacion en S. cerevisiae (De Backer et al., 2000; Maneu et
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al., 2000b), el caso contrario es poco frecuente (De Backer et al., 2000; Kirsch et al., 1990).
Distintos genes "reporter” se han descrito, tanto heter6logos (LAC4 de Kluyveromyces lactis,
el gen de 1a luciferasa de Renilla reniformis) como homoélogos (URA3, XOGI, METIS, etc.)
(De Backer et al., 2000). Un gen "reporter" muy util es el de la proteina fluorescente verde
(GFP: green fluorescent protein) de medusa (Cubitt et al., 1995); este gen ha sido modificado
genéticamente para adaptarlo a su uso en C. albicans (Cormack et al., 1997). Este sistema
tiene la ventaja de que la induccion puede ser detectada en organismos vivos mediante la
observacién de la fluorescencia conferida por la expresion del gen, y permite la localizacion
subcelular del producto génico cuando se expresa en forma de proteina de fusion con la GFP
(Cormack, 1998).

Como se ha comentado anteriormente, la disponibilidad del genoma completo de
C.albicans, plantea la determinacion de la funcién de los genes descritos. Esto representa un
reto para la comunidad cientifica piblica y privada, que tendrd que abordar a gran escala la
inactivacion de los genes (ambos alelos), y el estudio de los fenotipos correspondientes, tanto
in vivo como in vitro, con objeto de determinar las bases moleculares de la virulencia de C.
albicans; no hay que olvidar que la razén mas importante para el estudio de C. albicans es su
funcién como patégeno humano. Otra cuestion que amplia el campo de trabajo, es el nimero
de cepas a estudiar, que debe ser muy amplio, si se quieren obtener resultados validos. El
empleo de chips de DNA o microarrays de DNA inmovilizado, empleados con éxito en otros
organismos, pueden permitir en C. albicans la deteccién simultinea de la expresién de miles
de genes, descubrimiento de genes a gran escala, bisqueda de polimorfismos y mapeo
genémico. Una alternativa para estudiar la expresion génica es la construccién de fusiones
génicas con la GFP en cada uno de los genes de C.albicans. Una ventaja de este método es la
estabilidad del gen "reporter", que permite la identificacion de genes que se expresen
transitoriamente durante la infeccién (De Backer et al., 2000).

2.- UBIQUITINA Y UBIQUITINACION.

La ubiquitina es una pequefia proteina, de aproximadamente 8.5 kDa, presente en
todas las células eucariotas, que puede encontrarse en forma libre o unida covalentemente, a
través de la glicina C-terminal, a una gran variedad de especies proteicas citoplasmaticas,
nucleares y de membrana, incluyendo receptores de superficie celular. La ubiquitinacion de
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proteinas interviene en una gran variedad de mecanismos reguladores y estd implicada en
muchos procesos celulares importantes: reparacion de DNA, control del ciclo celular,
diferenciacién y desarrollo, respuesta celular a estimulos extracelulares como el calor y otros
tipos de estrés, biogénesis de organulos subcelulares como el ribosoma y el peroxisoma,
modulacién de recepfores de superficie celular y canales iénicos, regulacion de la respuesta
inmune e inflamatoria, regulacién de la transcripcién, infeccion. viral, muerte - celular
programada, patogénesis de ciertas enfermedades degenerativas, presentacion de antigenos,
transduccién de sefiales, etc. (Ciechanover, 1998; Ciechanover et al., 2000a; Finley & Chau,
1991; Hershko et al., 2000; Hershko & Ciechanover, 1992, 1998). Muchas de estas funciones
estdn mediadas por mecanismos degradativos, ya que la ubiquitina actia marcando las
proteinas que han de ser degradadas, y de esta manera se eliminan las proteinas dafiadas o
defectuosas, y se modulan los niveles de proteinas especificas. No obstante, la ubiquitinacién
de ciertas proteinas no siempre implica la participacion de un proceso proteolitico
(Ciechanover, 1998, Ciechanover et al., 2000a); en este sentido, se ha descrito que la
ubiquitinacion tiene también funciones no proteoliticas como direccionar algunas proteinas a
compartimentos subcelulares especificos. La lista de proteinas celulares marcadas por
ubiquitina estd incrementindose rapidamente (reguladores de ciclo celular, supresores
tumorales y moduladores del crecimiento, activadores transcripcionales y sus inhibidores,
receptores de superficie y proteinas de reticulo endoplasmico). Ademads, proteinas mutadas o
dafiadas son reconocidas especificamente por el sistema de la ubiquitina, y a diferencia de sus
formas nativas, son rapidamente eliminadas (Ciechanover, 1998; Ciechanover et al., 2000a;
Hershko & Ciechanover, 1998).

2.1.- Ubiquitina,

La ubiquitina, es una proteina de 76 aminoacidos, aparentemente presente en todas las
células eucariotas, y extremadamente conservada en la evolucién; el anilisis de la estructura
primaria de varias ubiquitinas y sus genes correspondientes revela una marcada conservacién
entre especies, mostrando las variantes de ubiquitina de animales, plantas y levaduras,
diferencias en sélo tres o menos aminoécidos (Finley & Chau, 1991; Ozkaynak et al., 1987).
La estructura terciaria de la ubiquitina, altamente compacta y fuertemente hidrogenada, es
esencialmente idéntica entre la ubiquitina humana, la de levaduras y la de avena (Vijay-
Kumar et al., 1987). Unicamente los 4 aminoicidos C-terminales estin desestructurados,
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sobresaliendo del principal dominio globular de la ubiquitina, para formar el sitio de
ubiquitinacién (Finley & Chau, 1991).

En la molécula de ubiquitina se han identificado dos sitios funcionales (i) el extremo
C-terminal (glicina), por el que la ubiquitina se une a proteinas aceptoras a través de los
grupos amino de la lisina, y (ii) la lisina en posicién 48, que puede servir como lugar aceptor
para la multiubiquitinacién, del mismo modo que la lisina de otras proteinas; la unién de una
ubiquitina a la lisina-48 de la ubiquitina, proporciona una nueva lisina-48 susceptible de ser
ubiquitinada, lo que puede llevar a la formacién de una cadena de grupos de ubiquitina,

| aunque las lisinas en las posiciones 63 y 29 también pueden participar en este tipo de enlaces
(Ciechanover, 1998; Finley & Chau, 1991; Hershko & Ciechanover, 1992, 1998).

La ubiquitina interacciona con un gran numero de enzimas responsables de la
formacién y procesamiento de conjugados ubiquitina-proteina, lo que podria explicar su alto
grado de conservacidn; sin embargo, no se han identificado, a parte de los sitios funcionaleé
citados antes, otros aminoacidos estrictamente esenciales para desempefiar su actividad
(Ciechanover, 1998; Hershko & Ciechanover, 1998; Monia et al., 1990; Wilkinson, 1988).

La estructura rigida de la ubiquitina podria contribuir a disminuir su susceptibilidad a

- la degradacién y aumentar su eficiencia de reciclaje tras ser degradada la proteina de los
conjugados ubiquitina-proteina por acciéon de hidrolasas especificas (Ciechanover, 1998;
Ciechanover et al., 2000a; Hershko & Ciechanover, 1998).

La ubiquitina esta codificada por una familia de genes. En S. cerevisiae se han descrito
cuatro genes (UBII-4) que codifican ubiquitina. La caracteristica mds importante de estos
genes es que codifican proteinas de fusion en las que la ubiquitina estd unida a si misma
(poliubiquitina) o a otras secuencias peptidicas distintas. El gen UBI4 codifica para la
poliubiquitina, que estd formada por cinco subunidades de ubiquitina, unidas cabeza-cola, sin
espacios intermedios, presentando la ultima copia de ubiquitina un aminoédcido extra en su
extremo C-terminal. La funcién de dicho gen es aportar la ubiquitina necesaria para adaptarse
a condiciones de estrés. Mutantes nulos para este gen, crecen bien en condiciones normales,
pero son muy sensibles a distintos tipos de estrés (térmico, nutricional, etc.). En dichas
condiciones, se produce un rapido incremento de proteinas dafiadas o anémalas, toxicas para
la célula, cuya eliminacion requiere un gran aporte de ubiquitina, que proviene de la
poliubiquina; de hecho, la expresion de UBI4 experimenta un gran aumento tras choque
térmico y otras condiciones de estrés, y su promotor contiene secuencias o motivos que

responden a factores transcripcionales de respuesta a estrés (Mager & Moradas-Ferreira,
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1993; Ozkaynak et al., 1987; Simon et al., 1999). Los genes UBII y UBI2 codifican una
subunidad de ubiquitina seguida de un péptido de 52 aminoacidos, idéntico en ambos casos, y
funcionalmente intercambiable, que corresponde a una proteina ribosomal que reside en la
subunidad mayor de los ribosomas. Ambos genes contienen un intrén situado en la zona
préxima al incio de la ubiquitina. El gen UBI3, también codifica una proteina de fusién
formada por ubiquitina unida en su extremo C-terminal a un péptido de 76 aminodacidos que
‘corresponde a una proteina (S34) de la subunidad pequefia del ribosoma. A diferencia de la
deleccic’)h del gen UBI4,‘la interrupcidn de los genes UBII-3 produce fenotipos de crecimiento
lento, especialmente la deleccion de UBI3; la deleccion de UBIl o UBI2 tiene un menor
efecto, al codificar ambos genes productos idénticos, mientras que el doble mutante ubil ubi2
no es viable. La biosintesis de estas proteinas ribosomales en forma de fusiones con
ubiquitina favorece su incorporacion a los ribosomas nacientes o en formacién, y es requerida
para la eficiente biogénesis de los ribosomas (Finley et al., 1989; Finley & Chau, 1991). La
expresion de estos genes (UBII-3) estd coordinadamente regulada con la de otros
componentes implicados en la biogénesis del ribosoma, y en sus secuencias promotoras estin
presentes motivos reguladores similares a los de otros genes de proteinas ribosomales (Finley
et al., 1989; Planta, 1997). El estrés térmico, entre otros, reduce rapida y transitoriamente los
niveles celulares de dichas proteinas, lo que sugiere que ademas de la regulacién de la
transcripcién, también estd implicada la activacion de un mecanismo de degradacion

especifica de mRNAs (Loépez et al., 1999; Mager & Moradas-Ferreira, 1993).

2.2.- Ubiquitinacién.

2.2.a.- Conjugados ubiquitina-proteina.

Existe un amplio grupo de proteinas celulares (nucleares, citopldsmicas, y asociadas a
membrana) a las que se une la ubiquitina (Ciechanover e al., 2000a; Hershko & Ciechanover,
1998). La ubiquitina puede unirse a las proteinas en diferentes configuraciones, segin el
numero y el lugar donde se forman las uniones ubiquitina-ubiquitina, dando lugar a distintos
tipos de moléculas (Fig. 1.4):

(a) las proteinas monoubiquitinadas, también llamadas conjugados ubiquitina-

proteina o conjugados monoubiquitinados, en los que se une una sola

ubiquitina a la proteina.
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(b) en caso de que la ubiquitina se una al extremo N-terminal de la proteina, se
originan proteinas de fusion, que son moléculas lineales formadas como
productos primarios de traduccion y no por modificacién post-traduccional de
proteinas; estas moléculas sirven como precursoras de ubiquitina, y la
presencia de ubiquitina sirve aparentemente para aumentar la eficiencia de
expresion del componente de la fusion diferente a ubiquitina.

() en caso de que se unan varias unidades de ubiquitina a la proteina, se obtienen
distintos tipos de proteinas multiubiquitinadas: (i) cuando varias subunidades
de ubiquitina se unen a diferentes lisinas de la proteina, ésta queda
monoubiquitinada en varios puntos; (ii) si la ubiquitina unida a la proteina se
une a otras subunidades de ubiquitina mediante la lisina-48 y otras lisinas que
puedan servir como sitios aceptores de ubiquitina, la proteina queda
multiubiquitinada en un punto; y por ultimo, (iii) cuando varias subunidades de
ubiquitina se unen formando cadenas en la que cada ubiquitina se une por su
extremo C-terminal (glicina) a la lisina-48 de la ubiquitina anterior, se originan
proteinas multiubiquitinadas por la presencia de cadenas lineales de ubiquitina
(Finley & Chau, 1991).

COOH
Fig. 14. Tipos de proteinas coon
ubiquitinadas. La proteina esta represen-
tada como una linea en la que se indican
los grupos amino (NH2) y carboxilo coon
(COOH) terminales. La molécula de
ubiquitina se representa como un rombo.
(A): proteinas monoubiquitinadas; (B): coox
proteinas de fusion; (C): proteinas
multiubiquitinadas: (1) monoubiquitina-
das en varios puntos, (2 y 3) multiubi-

COOH

quitinadas en un punto por una cadena
ramificada o lineal de ubiquitina (Finley
& Chau, 1991).
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2.2.b.- Enzimas de activacién y unién de ubiquitina.

La unién de ubiquitina a las proteinas para formar conjugados ubiquitina-proteina, es
un proceso complejo que requiere varias etapas (Fig. 1.5): 1) activacién del extremo C-
terminal de la glicina de la ubiquitina, mediante la unién covalente con una cisteina del
enzima activador de ubiquitina (El, proteina activadora), a través de la formacién de un
enlace tiol-éster de alta energia y la hidrdlisis de ATP; 2) transferencia de la ubiquitina
activada a varios enzimas fraﬁspbrtédbrés -cie'ubiqﬁit‘ina (E2, enzimas transportadores N
conjugadores de ubiquitina) y, finalmente, 3) transferencia de la ubiquitina de E2 a proteinas
substrato especificamente unidas a miembros de la familia ubiquitin protein ligasa (E3); la
transferencia de ubiquitina puede hacerse directamente al substrato o a través de la formacién
de un intermedio tiol-éster con la proteina E3. La primera unidad de ubiquitina es transferida
al grupo amino de una lisina interna o bien al extremo amino-terminal del substrato para
generar un enlace isopeptidico o un enlace peptidico-lineal, respectivamente. En sucesivas
reacciones se sintetizan cadenas. de poliubiquitina (multiubiquitina) por la transferencia
adicional de unidades de ubiquitina a la ubiquitina inicialmente unida a la lisina (Ciechanover
et al., 2000a; Hershko & Ciechanover, 1998).

proteina
a1 <
péptidos ATP
{ —> ATP '

Fig. LS. Sistema de ubiquitina.
La ubiquitina (Ub), a través de los
sistemas enzimaticos El, E2 y/o
Ub,-proteina El El-s~Ub E3, es transferida a las proteinas
‘ ; aceptoras (véase texto para maés
A detalle). La actividad E3 se indica
entre paréntesis porque esta impli-

cada sélo en algunas reacciones
de ubiquitinacién. El conjugado
Ub,-proteina tiene dos posibles
rutas alternativas: la degradacion a
péptidos o aminodcidos, o la
simple desubiquitinacién de la
proteina proteina (Ciechanover et al.,
- 2000a; Finley & Chau, 1991;
Hershko & Ciechanover, 1998).
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Enzimas de activacién de ubiquitina (E1). Se han clonado los genes que codifican
para este enzima en levaduras, plantas y humanos. Como en el caso de otros enzimas del
sistema de la ubiquitina, E1 est4 muy conservado en la evolucién. La deleccion del gen que
codifica El en levadura (UBA!) es letal, por lo que este enzima es indispensable en levadura,
ocurriendo lo mismo para sus homdlogos en ratén y humano, lo que indica que la formacién
de conjugados de ubiquitina es esencial para la viabilidad de la célula. Mutantes de E1 no
pueden degradar proteinas de vida corta ni proteinas anormales, sin embargo la tasa de
degradacién de proteinas de vida larga no se afecta. Esto indica que las primeras se degradan
por un sistema dependiente de ubiquitina, mientras que las segundas lo hacen por uno
independiente de esta proteina (Ciechanover et al., 2000a; Hershko & Ciechanover, 1992,
1998).

Enzimas transportadores de ubiquitina (E2). Se denominan también UBCs
("Ubiquitin-Carrier Proteins") y constituyen una familia de enzimas estructural y
funcionalmente heterogénea. Se han aislado varios genes codificantes de estos enzimas en una
misma especie; en levaduras se han caracterizado 11 genes que codifican distintos enzimas E2
(Ubc 1-8, 10, 11, 13), y muchos mas se han descrito en mamifero. El gran ntimero de
miembros que compone esta familia de genes refleja los requerimientos para el
reconocimiento de diferentes proteinas, asi como el reconocimiento de un gran niimero de
enzimas E3. La funcién de algunos enzimas E2 en S. cerevisiae es alin desconocida, mientras
que otros participan en procesos celulares especificos. El producto génico de RAD6/UBC2
participa en la degradacién de substratos reconocidos mediante la regla N-terminal y también
en la reparaciéon del DNA; los productos génicos de UBCI, UBC4 y UBCS5 son responsables
de la degradacion de muchas proteinas de vida corta tanto normales como anormales; los de
UBC6 y UBC?7 juegan un papel importante en la degradacion del regulador transcripcional
MATa2; el de CDC34/UBC3, puede catalizar la monoubiquitinacién de histonas, es esencial
para la viabilidad, y es requerido para la transicion G1—S, probablemente mediante la
degradacion de reguladores de ciclo celular; E2-C, participa también en la degradacion de
algunos reguladores de ciclo celular; etc. (Ciechanover, 1994, 1998; Hershko & Ciechanover,
1998). Probablemente la especificidad funcional de las enzimas E2s se debe a su asociacion
con distintas proteinas E3, y no al reconocimiento directo del substrato (Hershko &
Ciechanover, 1998). |
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Ligasas ubiquitina-proteina (E3). La especificidad del sistema de la ubiquitina estd
conferida por las ligasas E3, aunque son los componentes menos conocidos del mismo. Las
ligasas son proteinas o complejos proteicos que se unen a las proteinas E2 y al substrato. La
interaccion del substrato puede ser directa o a través de proteinas auxiliares. Frecuentemente
la proteina E3 sirve como soporte proteico para la unién de E2 y el substrato. En algunos
casos la ubiquitina activada se transfiere de E2 a una cisteina interna de E3 antes de su
conjugacion con el substrato, actuando, por lo tanto, E3 como proteina catalitica. Las ligasas
E3 pﬁedeﬁ d‘ivi‘dil;se‘eﬂ 6' sﬁbﬁpds én .ﬁn-lci-én- dé lé‘ estructura y/o. dél ﬁpb de Seﬁalés Qué j
reconocen, estando implicadas en procesos especificos en funcién de los substratos

reconocidos (Ciechanover ef al., 2000a).

2.3.- Desubiquitinacién.

Una etapa importante en el sistema de la ubiquitina es la liberacién de ubiquitina de
sus conjugados. Dicha liberacién es esencial para dos procesos: degradaciéon proteica y
biosintesis de ubiquitina. En la degradacién proteica es importante para (i) eliminar la
ubiquitina de los residuos de lisina de los productos de proteolisis, (ii) desensamblar las cadenas
de poliubiquitina y (iii) corregir proteinas erréneamente ubiquitinadas. En la biosintesis de
ubiquitina, la desubiquitinacién es necesaria para generar nuevas moléculas de ubiquitina a
partir de sus precursores biosintéticos. La ubiquitina se sintetiza en distintas formas funcionales.
Una de ellas, poliubiquitina, es una proteina precursora formada por varias ubiquitinas unidas
directamente cabeza-cola sin espacios intermedios; la liberacion de ubiquitina libre implica la
proteolisis enzimatica especifica entre las subunidades fusionadas. La ultima subunidad de
ubiquitina contiene un aminoicido extra C-terminal que debe ser eliminado para liberar el
extremo activo C-terminal (glicina) de la ubiquitina. En otros precursores, la ubiquitina se
sintetiza como proteina de fusién conteniendo en su extremo C-terminal proteinas ribosomales
y sirve como chaperona covalente para su incorporacién al ribosoma, siendo posteriormente
liberada (Ciechanover, 1998; Ciechanover ef al., 2000a).

En general, los enzimas que reciclan ubiquitina son tiol-proteasas que reconocen el
aminoacido o residuo C-terminal de la ubiquitina (Hochstrasser, 1996a; Wilkinson, 1997).
Pueden dividirse en dos clases, segiin liberen moléculas de ubiquitina unidas mediante enlaces
peptidicos lineales o conjugadas via enlace isopeptidico: hidrolasas C-terminales de ubiquitina
(UCHs), y proteasas especificas de ubiquitina (UBPs, isopeptidasas). Las UCHs son enzimas de
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unos 25 kDa que participan en el procesamiento de los productos génicos cotraduccionales de
proubiquitina y en la liberacién de ubiquitina de conjugados con pequefias moléculas (grupos
amino y tiol). Las UBPs son enzimas de unos 100 kDa que catalizan la liberacion de ubiquitina
de conjugados con proteinas celulares o de cadenas libres de multiubiquitina después de la
degradacién del substrato. Una gran cantidad de UBPs estdn codificadas en el genoma de
levaduras y eucariotas superiores, lo que indica Que pueden tener funciones especificas como el
reconocimiento de substratos marcados distintamente. Estos enzimas difieren, ademas, en sus
caracteristicas: (i) algunos se encuentran en forma libre mientras que otros estan asociados con
el complejo proteasomal 19S; (ii) algunos requieren ATP para su actividad y otros son
independientes de aporte energético, y (iii) su mecanismo de accién también difiere pues
algunos son sensibles a ubiquitin-aldehido mientras que otros no lo son (Wilkinson, 1997).

La inactivaciéon de estos enzimas desubiquitinadores produce una inhibicién de la
proteolisis mediada por ubiquitina. Esto, probablemente, es consecuencia de dos efectos:
agotamiento del "pool" intracelular de ubiquitina libre y la saturacién del proteasoma con
cadenas de poliubiquitina cortadas, libres de substrato. La desubiquitinacién también puede
acelerar la proteolisis por recorte de las cadenas de poliubiquitina a una longitud mas
eficientemente reconocida por el proteasoma. La desubiquitinacién también puede servir como
funcién correctora liberando ubiquitina de substratos erréneamente conjugados, inhibiendo asi
su proteolisis (Ciechanover, 1998; Ciechanover et al., 2000a; Wilkinson, 1997). Como se ha
mencionado anteriormente, la desubiquitinacion también puede tener funciones reguladoras
especificas, por ejemplo, enzimas especificos desubiquitinadores regulan el silenciamento
transcripcional en S.cerevisiae: el producto del gen UBP3 interacciona especificamente con la
proteina SIR4, que es un inhibidor de este proceso (Moazed & Johnson, 1996).

2.4.- Sistemas de degradacién proteica dependientes de ubiquitina.

La degradacion proteica intracelular controla los niveles de proteinas especificas y la
eliminacién de proteinas dafiadas. Este proceso es altamente selectivo ya que algunas
proteinas son degradadas en minutos, mientras que otras son muy estables (Hershko &
Ciechanover, 1992). Las funciones de la proteolisis se resumen en: 1) recambio continuo de
muchas proteinas reguladoras; 2) eliminacién de ciertas proteinas reguladoras en respuesta a
sefiales especificas; 3) eliminacion de proteinas defectuosas por mutaciones, condiciones de

estrés, etc., y 4) recambio rdpido del exceso de proteinas en forma libre, que normalmente
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forman parte de complejos multi-subunidad (Finley & Chau, 1991). En células eucariotas
(mamiferos y levaduras) existen dos sistemas distintos de degradacién proteica: el sistema
lisosomal y el sistema proteasomal dependiente de ubiquitina, que actian sobre substratos
diferentes a consecuencia de su diferente localizacion subcelular, aunque probablemente

existe alguna interconexién entre ambos (Ciechanover, 1994; Roth & Davis, 1996).
2.4.a.- Sistema lisosomal.

Las hidrolasas lisosomales (proteasas, lipasas, fosfatasas, etc.) se encuentran dentro de
los lisosomas (vacuolas), por lo que la degradacién lisosomal requiere el transporte de las
proteinas substrato al interior de estos organulos, y esto debe ocurrir por endocitosis (que
permite la internalizacién de material extracelular y de proteinas de membrana), o por
autofagia (degradacién de proteinas intracelulares), mediante la formacién de lisosomas
secundarios (fagosomas y autofagosomas) (Hicke & Riezman, 1996; Roth & Davis, 1996;
Seglen & Bohley, 1992). El sistema lisosomal en levaduras corresponde a la vacuola,
organulo donde se localizan las hidrolasas correspondientes (Jones, 1991). Esta via de
degradacion parece ser la principal para las proteinas de membrana plasmatica, como es el
caso de los dos receptores de feromonas de levadura: receptor del factor a (Ste3p) (Roth &
Davis, 1996), y el receptor del factor o (Ste2p) (Hicke & Riezman, 1996); permeasas para el
uracilo (Roth & Davis, 1996; Volland et al., 1994) e inositol (Lai et al., 1995; Roth & Davis,
1996); el transportador ABC Ste6 del factor a (Kolling & Hollenberg, 1994); la proteina
transportadora PdrSp (Egner & Kuchler, 1996; Roth & Davis, 1996); etc. Sin embargo,
muchas proteinas citoplasmicas pueden ser degradadas también por esta via bajo condiciones
de estrés celular, ya que mediante autofagia son incorporadas al lisosoma (vacuola) (Roth &
Davis, 1996; Seglen & Bohley, 1992).

La ubiquitinacion esta implicada en esta via actuando como sefial para la endocitosis y
consiguiente degradacién en el lisosoma/vacuola de complejos receptor-ligando (Finley &
Chau, 1991; Gilon et al., 1998; Hicke & Riezman, 1996; Hochstrasser, 1996b; Swaminathan
et al., 1999). Esta ubiquitinacién de receptores de membrana plasmética se induce como
consecuencia de la unién a sus respectivos ligandos (Cenciarelli et al., 1992; Hicke &
Riezman, 1996; Mori ef al., 1992; Paolini & Kinet, 1993; Roth & Davis, 1996), y a su vez es
necesaria para que se produzca la endocitosis y aumenten las tasas de turnover vacuolar,
siendo la ubiquitinacién un factor limitante para la internalizacién (Hicke & Riezman, 1996;
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Roth & Davis, 1996; Shih et al., 2000). Por tanto, la ubiquitinacion es una sefial para la
endocitosis de proteinas de membrana, y para su degradacién por via lisosomal. No obstante,
no todas las proteinas de membrana se degradan por esta via, ya que también lo hacen por la
via proteasomal. Parece ser que la distinta ubiquitinacién de dichas proteinas es el factor que
discrimina entre ambas; asi, la mutiubiquitinacién es requerida para la degradacion
proteasomal, mientras que la monoubiquitinacion es suficiente para la endocitosis y posterior
degradaci6n lisosomal (Hicke & Riezman, 1996; Lucero et al., 2000; Shih e? al., 2000).

Por otra parte, se ha sugerido que la ubiquitinacién de los receptores de membrana
plasmitica, ademas estar implicada en endocitosis y degradacién, actia modulando la
funcionalidad del receptor mediante procesos reversibles de ubiquitinacién/desubiquitinacion
(Paolini & Kinet, 1993; Roth & Davis, 1996).

En los procesos de autofagia, la ubiquitina también estd implicada, bien porque la
ubiquitinacién es necesaria para el marcaje de las proteinas destinadas a la degraﬂacién
lisosomal (Doherty et al., 1989; Hershko & Ciechanover, 1992; Laszl6 et al., 1990), o bien
porque la ubiquitinacién es requerida para la biogénesis de las vacuolas autofigicas
| (Ciechanover, 1994; Finley & Chau, 1991; Hershko & Ciechanover, 1992).

2.4.b.- Sistema proteasomal.
El proteasoma: estructura y funcion.

El proteasoma es el principal sistema de degradacion proteica selectiva en células
eucariotas. Las proteinas destinadas a ser degradadas por este sistema son ligadas a varios
polipéptidos de ubiquitina (cadenas de multiubiquitina), y degradadas por el proteasoma, un
complejo proteolitico especifico que actia sobre las proteinas ubiquitinadas. Este complejo
proteolitico 26S degrada la proteina de los conjugados ubiquitina-proteina hasta pequefios
péptidos y aminoacidos, en un proceso que requiere la hidrélisis de ATP, y libera las
moléculas de ubiquitina para su reutilizaciéon, por accion de varias isopeptidasas (UBPs)
(Ciechanover, 1998; Ciechanover et al., 2000a; Hershko & Ciechanover, 1998; Voges et al.,
1999). '

Los proteasomas son estructuras que aparecen en, gran nimero en el nicleo y
citoplasma celular, pudiendo difundir libremente entre ambos compartimentos (Ciechanover,
1994; Finley & Chau, 1991; Glickman er al., 1998; Hershko & Ciechanover, 1992). Las
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proteinas substrato que son degradadas por este sistema son, por lo tanto, proteinas nucleares
y citosélicas principalmente, entre las cuales destacan proteinas anormales y proteinas de vida
corta, tanto en condiciones normales como de estrés (Ciechanover, 1994; Finley & Chau,
1991; Hershko & Ciechanover, 1992; Hicke & Riezman, 1996; Roth & Davis, 1996). También
son degradadas por el proteasoma algunas proteinas de membrana, pero en este caso para ser
reconocidas por el proteasoma, deben ser multiubiquitinadas y no monoubiquitinadas, puesto
que Ia monoubiquitinacién media la intemalizacién y reconocimiento preferencial por la
maquinaria endocitica con la consiguienfe degradacion lisosomal (Ciechanover, 1994; Finley
& Chau, 1991; Hicke & Riezman, 1996). Sin embargo, la degradacién de las proteinas de
membrana es un proceso mas complejo que la accion del sistema proteasomal dependiente de
ubiquitina, ya que los componentes del proteasoma no tienen acceso al dominio ectopldsmico
de estas moléculas (Ciechanover, 1994). Es posible que los receptores de membrana se
puedan marcar para ser degradados por ambas vias: lisosomal y proteasomal dependiente de
ubiquitina; estas proteinas tienen dominios citos6licos que estin expuestos al proteasoma,.
pero también tienen dominios ectoplasmicos que no pueden ser degradados por las proteasas
citosdlicas, por no quedar accesibles a ellas, pero que pueden quedar en el interior de
endosomas o lisosomas secundarios durante el reciclaje de la membrana o la endocitosis
mediada por receptor. Esto supone la existencia de una relacién entre los dos sistemas
proteoliticos (Ciechanover, 1994; Hicke & Riezman, 1996); de hgcho la inactivacién del
sistema proteasomal provoca una inhibicién de la degradacién lisosomal inducida por estrés y
una detencién en la maduracién de los fagolisosomas (Ciechanover, 1994; Gropper et al.,
1991; Lenk ef al., 1992).

La multiubiquitinacion de las proteinas substrato necesaria para la degradacioén por el
sistema del proteasoma, puede realizarse mediante adicion covalente de moléculas de
ubiquitina a diferentes lisinas de la proteina substrato, o bien a una tnica formando una
cadena de multiubiquitina, siendo esta segunda opcién la mis probable para la degradacion
por este sistema, seguramente porque debe producirse un reconocimiento de la cadena de
multiubiquitina por la proteasa antes de la degradacién (Finley et al., 1994; Finley & Chau,
1991). |

El proteasoma 26S, es un complejo multicomponente de aproximadamente 2 MDa,
formado por el ensamblaje de tres multisubunidades, de 250-650 kDa, designadas CF-1, CF-2
y CF-3, por un proceso dependiente de ATP. El componente CF-3 (o CP. "core particle") fue

identificado como el complejo de proteasas "multicatalitico” 20S, muy conservado en la
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evolucién desde levaduras a mamiferos. Se trata de una particula cilindrica que constituye el
cuerpo central del complejo 268, organizada como una pila de cuatro anillos (dos exteriores
denominados o y dos interiores B) formados por siete subunidades polipeptidicas diferentes
(017, B17) de masa molecular comprendida entre 15 y 30 kDa, que contiene en su cara interna
o lumen los sitios cataliticos activos (subunidades f). Los otros dos componentes del
- proteasoma, son subunidades reguladoras (RPs "regulatory particles", o CF-1 y CF-2, o
complejos 19S) que se unen a los extremos del CP (20S) dando lugar a un complejo en forma
de pesa (26S) (Ciechanover, 1994; Coux et al., 1996; Finley & Chau, 1991; Glickman et al.,
1998, 1999; Hershko & Ciechanover, 1992). Existen complejos en que el proteasoma esta
doblemente flanqueado por dos subunidades reguladoras (RP,CP), y otros que sélo tienen una
subunidad reguladora en uno de los extremos (RP;CP). Las multisubunidades CF-1 y CF-2
estan formadas a su vez por subunidades de mas de 30 kDa, contienen los sitios de unién de
ATP necesarios para la conversion de los conjugados de ubiquitina en pequefios péptidos por
las proteasas del complejo (Hershko & Ciechanover, 1992). Cada RP estd formada por 17
proteinas diferentes, formando dos subcomplejos: €l subcomplejo "base”, que consiste en 6
ATPasas y tres proteinas adicionales, y el subcomplejo "tapa”, que estd formado por 8
subunidades. Estas subunidades reguladoras confieren la especificidad del complejo para las
proteinas ubiquitinadas, lo que sugiere que deben contener sitios de unién especificos para los
conjugados ubiquitina-proteina; se ha descrito en levaduras una proteina de unién a ubiquitina
en la particula 19S, aunque probablemente deben existir mas componentes con esta capacidad
puesto que dicha subunidad proteica no es esencial (Rubin et al., 1997; van Nocker et al.,
1996). Una segunda funcién del complejo 19S, conferida probablemente por las subunidades
ATPasa, es crear una puerta de entrada en el anillo o a través de la que los conjugados
ubiquitina-proteina pueden ser transferidos desde las subunidades RP a los sitios proteoliticos
contenidos en el componente 20S (CP) para su posterior degradacién. Por tanto, la entrada de
substratos en el interior del proteasoma estd gobernada por las subunidades reguladoras (19S),
que controlan la entrada al interior de la multisubunidad central (Gréll et al., 1997). Ademas
dicho complejo actia desnaturalizando las cadenas polipeptidicas para que puedan insertarse
en la camara proteolitica (complejo 20S). Las multisubunidades reguladoras del proteasoma
de levaduras y células de mamifero son muy similares, lo que sugiere que las caracteristicas
mecanisticas especificas del proteasoma se han conservado a lo largo de la evolucién
(Ciechanover, 1994, 1998; Ciechanover et al., 2000a; Glickman et al., 1998, 1999; Hershko
& Ciechanover, 1998; Voges et al., 1999).
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No obstante, la ubiquitinacién no es siempre esencial para el reconocimiento por el
proteasoma. Algunas proteinas, como el enzima de vida corta ornitina-descarboxilasa, son
degradados por el complejo 26S de un modo independiente de ubiquitina (Murakami e? al.,
1992). Lo mismo ocurre con proteinas de vida larga, que son degradadas por el proteasoma
pero por una via independiente de ubiquitina (Ciechanover, 1994), aunque la mayor parte de
éstas se degradan en los lisosomas (Finley & Chau, 1991; Rechsteiner, 1987). Por tanto, el
proteasoma puede reconocer y degradar de un modo especifico proteinas no-ubiquitinadas, y
.lasl sﬁbu‘nic‘lades. reguiador?.s puédén ‘teﬁer‘ funcion.es. adicionélés; ademas ‘dell récdnoéixhiénté |
especifico de los conjugados ubiquitinados (Ciechanover, 1994).

La interrupcion de genes que codifican para diferentes subunidades del proteasoma en
levaduras es letal, lo que indica qhe los proteasomas son esenciales para la viabilidad celular
(Finley & Chau, 1991; Fujiwara et al., 1990). Algunos ejemplos de proteinas celulares que
son degradadas por el sistema proteasomal dependiente de ubiquitina son: ciclinas miféticas;
oncoproteinas (E6, c-Fos, c-Mos, c-Jun, etc.); la proteina supresora de tumores p53; varios
receptores de superficie celular (receptor MEL-14 de linfocitos, receptor PDGF, receptor de la
hormona de crecimiento, receptor de células T, receptor de la inmunoglobulina E, etc.),
aunque en ninguno de éstos se ha demostrado una clara correlacion entre ubiquitinacién y
degradacién proteasomal; reguladores transcripcionales, como el represor MATo2 de
levadura; proteinas dafiadas y mutadas; etc. (Ciechanover, 1994; Finley & Chau, 1991;
Hershko & Ciechanover, 1992; Hochstrasser et al., 1999; Kolling & Hollenberg, 1994).

El sistema proteasomal dependiente de ubiquitina no est4 implicado sélamente en la
destruccién completa de sus proteinas substrato, sino también en la protéolisis limitada y
procesamiento post-traduccional en el que se generan fragmentos o péptidos biolégicamente
activos, como el procesamiento de antigenos de Clase I (Ciechanover, 1994).

Por tanto, mediante el sistema proteasomal se degradan proteinas reguladoras
especificas, por lo que este tipo de proteolisis juega un papel importante en muchos procesos
celulares, incluyendo control metabolico, progresion del ciclo celular, transduccién de sefial,
etc. tal y como se ha citado anteriormente (Ciechanover, 1994, 1998; Ciechanover et al.,
2000a; Gilon et al., 1998). Algunos de estos procesos se resumen en el apartado 2.5.
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Seiiales para la ubiquitinacién

En esta ruta de degradacioén proteica dependiente de ubiquitina la etapa critica es el
reconocimiento de secuencias especificas dentro del substrato por los enzimas
ubiquitinadores. Numerosos substratos del sistema proteasomal son reconocidos por las
diferentes ligasas (E3) a través de motivos especificos. El motivo mejor estudiado es la
denominada regla del aminodcido N-terminal: algunas proteinas son marcadas para la
conjugacion y consiguiente degradacién por esta via seglin la naturaleza de su aminoéacido de
la posicién N-terminal, de manera que segin cuél sea este aminoacido, la vida media de la
proteina puede variar en un amplio rango (mas de 20 h a menos de 3 min), por lo que la
estabilidad metabodlica de una proteina puede ser dependiente de la identidad de su
aminoicido N-terminal (Finley & Chau, 1991; Hershko & Ciechanover, 1992; Varshavsky,
1992, 1996; Varshavsky et dl., 2000). Esta regla refleja la especificidad de los sitios de unién
del enzima E3c para los aminoéacidos del extremo N-terminal de las proteinas substrato.

Sin embargo, existen otras vias de reconocimiento de los substratos para su
ubiquitinacién. Por ejemplo, muchas proteinas de vida extremadamente corta (como algunas
ciclinas de levadura y el activador transcripcional GCN4), contienen regiones con secuencias
PEST (prolina, icido glutdmico, serina, y treonina), normalmente flanqueadas por grupos de
aminodcidos con carga positiva, cuya fosforilacion sirve de sefial para el reconocimiento por
los enzimas E3 (Kornitzer et al., 1994; Yaglom et al., 1995). No obstante, la fosforilacién de
ciertas proteinas en aminoacidos no pertenecientes a secuencias PEST también pueden servir
como sefial para la degradacion por esta via (Diehl et al., 1997).

Otro ejemplo de secuencia diana para la ubiquitinacion es la denominada "destruction
box", inicialmente descrita en ciclinas mitdticas y otros reguladores del ciclo celular, que
consiste en un motivo de 9 aminoacidos (consenso Rj(A/T)2(A)sLa(G)sXs(I/V)7(G/T)s(N)o)
(Ciechanover, 1998).

Normalmente los residuos de lisina que sirven como sitios de ubiquitinacién no son
especificos, o no forman parte, de los motivos de reconocimiento (Ciechanover, 1998).

La presencia de los motivos anteriormente citados en la estructura primaria de una
proteina no implica necesariamente la degradacién constitutiva de la misma. Estos motivos
pueden estar inaccesibles y s6lo ser expuestos al sistema de la ubiquitina cuando la proteina se
desnaturaliza o los complejos proteicos se disocian en subunidades. Por ejemplo, el

enmascaramiento de una sefial de degradacién por heterodimerizaciéon bloquea la proteolisis
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del factor de transcripcién heterodimérico MAT0o2- MATal (Johnson et al., 1998). De manera
similar la unién del factor MyoD a su promotor especifico bloquea su degradacion. Algunos
substratos Unicamente son reconocidos por sus ligasas si estin asociados a una proteina
auxiliar o chaperona que actia como elemento de reconocimiento en trans (Hershko &
Ciechanover, 1998). Del mismo modo, la fosforilacién, simple o multiple, de algunas
proteinas impide su ubiquitinacion y, por lo tanto, su degradacién (Ciechanover, 1998; Musti

et al., 1997; Nishizawa et al., 1992). Por otro lado, la fosforilacién de ciertos receptores de
| fnembraha ﬁxﬁdos é sus ligandos, én aminoécidos bertenecientes a la sefial de iﬁtefnélizaciéﬁ
SINNDAKSS, es necesaria para la ubiquitinacién y posterior internalizacién del complejo
receptor-ligando (Hicke et al., 1998). Como se ha comentado anteriormente, la fosforilacion
de las secuencias PEST pueden ser necesarias para la ubiquitinacién y degradacién de ciertas
proteinas (Komitzer et al., 1994; Yaglom et al., 1995).

2.5.- Otros procesos dependientes del sistema de la ubiquitina.

Como se ha indicado anteriormente, la ubiquitina puede unirse covalentemente a
muchas proteinas celulares, tanto para servir de sefial para la degradaciéon de las mismas,
como con otros fines, algunos no conocidos todavia. La ubiquitina es una molécula central en
el mecanismo de regulacion de la célula, que controla, mediante el sistema de la
ubiquitinacién, los niveles de proteinas especificas, siendo este proceso esencial para la
regulacién de muchos procesos celulares de gran importancia. Segun cuil sea la funcién de
las proteinas a las que se une la ubiquitina, la ubiquitinacién puede intervenir en una gran
variedad de mecanismos reguladores, pudiendo muchos de ellos implicar mecanismos-
degradativos (Finley & Chau, 1991; Hershko & Ciechanover, 1992; Roth & Davis, 1996). A

continuacion se describen brevemente algunos de estos procesos.
2.5.a.- Reparacion de DNA.

Mutantes de levaduras deficientes en enzimas conjugadores de ubiquitina (E2)
(mutaciones en RAD6/UBC?2) presentan una serie de defectos en el metabolismo del DNA
(hipersensibilidad a la radiacion UV, rayos X y mutigenos quimicos; crecimiento lento;
recombinacién meidtica y esporulacion defectivas; etc.) (Finley & Chan, 1991; Spence et al.,
1995). RAD6 es inducido por dafio en el DNA y durante la esporulacion, aunque su expresién
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basal es también relativamente elevada durante el ciclo celular mitético (Madura et al., 1990).
Por tanto, la actividad conjugadora de ubiquitina de RAD6 tiene funciones de reparacion del
DNA, que implica la ubiquitinacion localizada de proteinas cromosomales (histonas) que
flanquean el lugar dafiado (Robzyk et al., 2000; Spencer & Davie, 1999). La ubiquitinacién
por RAD6 puede activar la reparacién del DNA, mediante: a) alteracién de la estructura de la
cromatina del lugar dafiado, b) marcaje del lugar dafiado para al unién de enzimas
reparadores, o c) exposicion del DNA dafiado a estos enzimas tras la degradacién de proteinas
cromosomales ubiquitinadas (Finley & Chau, 1991).
| Por otro lado, el gen UBI4 también se induce en presencia de agentes que dafian el
DNA, por lo que la poliubiquitina podria desempefiar un papel en la reparacion de éste; sin
embargo no estd claro, ya que mutantes ubi4 no son sensibles a la luz UV (Finley & Chau,
1991).

2.5.b.- Control del ciclo celular.

El control de la proliferacion y progresion del ciclo celular, tanto en células normales
como cancerosas, es ejercido por cambios en los niveles de proteinas reguladoras, de vida
corta, muchas de las cuales (ciclinas mitdticas, p53, etc.) son degradadas por la via del
proteasoma dependiente de ubiquitina. Las ciclinas presentan caracteristicas estructurales
requeridas para la degradacion por esta via, siendo la regulacién de la progresion mitética el
papel mejor caracterizado de la ubiquitina en el ciclo celular (Finley & Chau, 1991). Por
tanto, la ubiquitinacion regula el ciclo celular a través de la degradacioén de las ciclinas (A, B,
D, E), mediante el control de su multiubiquitinacién llevada a cabo por los enzimas
conjugadores E2 (CDC34/UBC3). Mutantes cdc34 presentan un bloqueo en la transicién G1/S
o en la fase G2/M del ciclo celular, como consecuencia de su incapacidad de formar cadenas
de multiubiquitina, y por tanto degradar ciclinas mitéticas (Baumer e al., 2000; Finley et al.,
1994; Finley & Chau, 1991). Inhibidores de la ciclin-quinasa (CKI) también estin regulados
por ubiquitinacién (King et al., 1996; Koepp et al., 1999; Shirane et al., 1999). Ademss, la
oncoproteina E6 induce la proliferacion celular porque promueve la degradacién, mediante
ubiquitinacién, del activador transcripcional p53, que tiene actividad supresora de tumores y
esta implicado en mecanismos de control negativo del crecimiento en células normales (Band
et al., 1991; Ciechanover et al., 1991; Finley & Chau, 1991; Scheffner et al., 1990).
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Por otro lado, la expresion del gen de la poliubiquitina (UBI4) en levaduras esta
regulada durante la meiosis. Los niveles de transcrito de UBI4 aumentan significativamente
cuando las células diploides de levadura se exponen a condiciones de esporulacién,
seguramente porque la ubiquitina es necesaria para la degradacion de proteinas intracelulares
durante este proceso (Treger et al., 1988).’ Ademés, ios mutantes diploides ubi4/ubi4 son
incapaces de esporular, y las esporas haploides con la mutacién ubi4 son incapaces de

germinar (Finley et al., 1987), lo que indica que la poliubiquitina es necesaria en ambos‘

proceéos (esporulacién y germinacién de la espora).
2.5.c.- Respuesta al calor y otros tipos de estrés.

Todas las células presentan una respuesta rapida a condiciones ambientales adversas
(aumentos de temperatura, estrés metabélico, agentes oxidantes, anilogos de amino4acidos,
etc., colectivamente conocidas como "condiciones de estrés"), que consiste en inducir la
sintesis de un grupo de proteinas, conocidas como proteinas de estrés o proteinas de choque
térmico (hsps, "heat shock proteins"), una de las cuales es la ubiquitina (Barmes ef al., 1987,
Finley & Chau, 1991; Mager & Moradas-Ferreira, 1993). En condiciones de estrés se
produce un aumento en los niveles de proteinas dafiadas o desnaturalizadas que son t6xicas
para la célula y cuya degradacién es dependiente de ubiquitina (Raboy et al., 1991). Como
consecuencia de ello, se necesita un exceso de ubiquitina para compensar la deplecién debida
a la formacién de conjugados ubiquitina-proteinas téxicos, y mantener los niveles de
ubiquitina libre en las cé€lulas (Finley et al., 1987; Mager & Moradas-Ferreira, 1993).

En la levadura S. cerevisiae €l gen responsable de proporcionar esta ubiquitina es el
gen de la poliubiquitina (UBI4), cuyo promotor presenta elementos de respuesta a estrés
(STRE) y elementos de choque térmico (HSEs); la expresion de UBI4 es muy baja en células
en crecimiento exponencial, y se induce por diferentes condiciones de estrés (Finley & Chau,
1991; Moskvina et al., 1999; Ruis & Schuller, 1995; Simon et al., 1999). Ademas los genes
que codifican para los enzimas conjugadores de ubiquitina UBC4 y UBCS, cuya presencia es
requerida para la degradacién selectiva de muchas proteinas de levadura, también se inducen
por estrés, y el doble mutante en estos genes presenta una fuerte reducciéﬁ en la tasa de
degradacion proteica en estas condiciones (Finley & Chau, 1991).

La importancia de la ubiquitinacién en la respuesta celular al estrés se deduce no sélo
por el hecho de que los genes UBI4, UBC4 y UBCS sean inducibles por condiciones de estrés,
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sino también por el fenotipo sensible a estrés presentado por los mutantes en estos genes
(Finley & Chau, 1991). El mutante ubi4 y el doble mutante ubc4 ubc5 son mas sensibles que
la cepa salvaje al estrés por calor crénico (incubacion prolongada a 38°C) (Bao & Fukuhara,
2000; Finley et al., 1987; Finley & Chau, 1991).

2.5.d.- Biogénesis del ribosoma.

En levaduras en crecimiento exponencial la ubiquitina se genera mediante el
procesamiento de los productos génicos UBII-3, que codifican proteinas hibridas formadas
por una subunidad de ubiquitina unida en su extremo C-terminal a un péptido distinto (véase
apartado 2.2.a de esta introduccion). El procesamiento proteolitico de dichas proteinas genera
la liberacion de los componentes peptidicos diferentes a ubiquitina, que son proteinas
ribosomales. La asociacion transitoria entre la ubiquitina y estas proteinas promueve su
incorporacién al ribosoma naciente y es necesaria para una eficiente biogénesis del mismo y
el ensamblaje de sus subunidades. Los péptidos unidos a ubiquitina de los productos génicos
UBIl y UBI2, cuya secuencia es idéntica, residen en la subunidad grande del ribosoma
(subunidad 60S), mientras que el de UBI3 reside en la pequefia (subunidad 40S) y
corresponde a la proteina ribosomal de levadura S34 (Finley e al., 1989; Finley & Chau,
1991; Redman & Rechsteiner 1989). Los genes que codifican para estas proteinas ribosomales
se han encontrado en muchas especies eucariotas, siempre asociadas a secuencias de
ubiquitina (Finley & Chau, 1991).

El mecanismo por el cual la ubiquitina aumenta la eficiencia con la que las proteinas
ribosomales alcanzan su destino final se puede comparar con el de las proteinas conocidas
como "chaperonas moleculares", por el que su asociacion no covalente con otras proteinas
promueve su incorporacion a estructuras oligoméricas mas complejas (Ellis, 1990). La
asociacién covalente cotraduccional de una chaperona a su ligando, como es el caso de la
ubiquitina a estas proteinas ribosomales, tiene varias ventajas potenciales: (1) la chaperona N-
terminal estd unida, y puede proteger a su ligando, desde el momento en que éste es
sintetizado; (2) no es necesaria la presencia de un sitio especifico de reconocimiento en el
ligando para que la chaperona se una a él, y (3) la chaperona puede bloquear
transitoriamente, o proteger, el extremo N-terminal de su ligando, que puede actuar como
sefial para su degradacién (Finley et al., 1989; Finley & Chaun, 1991).
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2.5.e.- Biogénesis del peroxisoma.

En S cerevisiae y otras especies fiingicas se han identificado algunos genes necesarios
para la biogénesis del peroxisoma, cuya secuencia es similar a la de los enzimas conjugadores
de ubiquitina. La ubiquitinacion podria estar implicada en el ensamblaje del peroxisoma y en
la translocacién proteica a través de la membrana peroxisomal (Crane et al., 1994; Koller et
al., 1999; van der Klei et al., 1998; Wiebel & Kunau, 1992).

2.5.f.- Regulacién de receptores de superficie celular.

Como ya se ha comentado anteriormente, la monoubiquitinacion de receptores de
superficie celular esta implicada en su degradacién por via lisosomal (Ste3p, Ste2p, Ste6, etc.)
(Hicke & Riezman, 1996; Kolling & Hollenberg, 1994; Roth & Davis,' 1996). La
ubiquitinacién de estos receptores de membrana plasmatica se induce como consecuencia de
la unién a sus respectivos ligandos, y es necesaria para que se produzca la endocitosis y
aumenten las tasas de turnover vacuolar (Cehciarelli et al., 1992; Hicke & Riezman, 1996;
Kolling & Hollenberg, 1994; Mori et al., 1992; Paolini & Kinet, 1993; Roth & Davis, 1996,
Shih et al., 2000). Ademas, también se ha descrito que receptores de membrana pueden ser
degradados por la via proteasomal cuando son multiubiquitinados (véase apartado 2.4.a de
esta introduccion) (Hicke & Riezman, 1996). Por tanto, la ubiquitinacién es una sefial tanto
para la endocitosis de proteinas dé membrana, con la consiguiente degradacién por la via del
lisosoma, como para su degradacion por la ruta del proteasoma (Hicke & Riezman, 1996).

Sin embargo, existen varios receptores de superficie celular (receptor MEL-14 de
linfocitos, receptor PDGF, receptor de la hormona de crecimiento, receptor de células T,
receptor de la inmunoglobulina E, etc.) en los que no se ha demostrado una clara correlacién
entre la ubiquitinacién y la degradacién (Ciechanover, 1994; Hicke & Riezman, 1996;
Kolling & Hollenberg, 1994; Roth & Davis, 1996), por lo que la funcién de la ubiquitinacién
de estas proteinas de superficie celular no estd determinada claramente. Se ha sugerido que la
ubiquitina  (ubiquitinacién/desubiquitinacién reversible) puede actuar modulando 1la
funcionalidad de los re_ceptorés (Paolini & Kinet, 1993; Roth & Davis, 1996).
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2.5.g.- Regulacién de la transcripcién.

En células de mamifero se han encontrado histonas ubiquitinadas asociadas a DNA
(Robzyk et al., 2000; Spencer & Davie, 1999). Aunque la ubiquitinacion podria participar en
la regulacion de la transcripcién mediante cambios locales de las histonas, de modo parecido a
su participacion en la reparacién del DNA_(véése apartado 2.5.a), su funcién en este proceso
no estd clara, pudiendo ser simplementé intermediarios de la degradacion (Finley & Chau,
1991). El sistema de la ubiquitina controla la transcripcién de determinados grupos de genes
mediante la modulacién de distintos factores de transcripcién (E2F-1, p53, c-Jun, etc.), cuyos
niveles estdn regulados por ubiquitinacion (Hateboer et al., 1996; Scheffner et al., 1990;
Treier et al., 1994).

2.5.h.- Infeccién viral

Las infecciones virales se caraéterizan por alteraciones globales en el metabolismo
celular, en los que la ubiquitina y la ubiquitinacién juegan un papel importante, tanto en el
desarrollo de la infeccién, como en los mecanismos de defensa de la célula infectada (Chelbi-
Alix & de The, 1999; Everett et al., 1998a,b; Strack et al., 2000). El sistema proteasomal de la
ubiquitina también esta implicado en el fenémeno de la oncogénesis viral (Band et al., 1991;
Scheftner et al., 1990).

2.5.i.- Diferenciacion celular.

Diferentes observaciones indican que el sistema de la ubiquitina estd implicado en la
diferenciacién celular: (1) se ha descrito la expresion diferencial de enzimas del sistema de la
ubiquitina dependiendo del tipo celular (Bachmair er al., 1990); (2) alteraciones en el sistema
de la ubiquitina producen anomalias en ciertos tejidos (Pickart & Vella, 1988), y (3) la
implicacién de la ubiquitina en procesos diferenciativos simples, como la germinacién y
esporulacion en levaduras, se ha descrito en el apartado 2.5.b de esta introduccién (Finley et
al., 1987). |
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2.5.j.- Transduccién de seiial.

Esta funcién es consecuencia de la participacion del sistema de la ubiquitina en la
regulacién de los receptores de membrana, o bien a nivel de otros componentes del sistema de
transduccién (Gereben et al., 2000; Isaksson et al., 1996).

2.5.k.- Apoptosis.

Recientemente se ha demostrado la implicacién del sistema proteasomal de la
ubiquitina en la regulacién de la apoptosis en diferentes células (Mimnaugh et al., 2000;
Naujokat et al., 2000; Pasquini ef al., 2000). También se ha demostrado que el sistema
proteasomal regula la degradacién de survivina de manera dependiente del ciclo celular.
Dicha proteina es un regulador de la divisioén celular y se requiere para proteger a las células
de la apoptosis durante el ciclo mitético. De esta manera, el sistema proteasomal participa en
el control de la apoptosis y del ciclo celular (Deveraux & Reed, 1999; Zhao et al., 2000).

Un caso extremo es el de la degeneracion programada de los musculos
intersegmentales (ISMs) en la mariposa Manduca sexta (Myer & Schwartz, 1996; Schwartz et
al., 1990) que eventualmente lleva a muerte celular; la induccién del gen de la poliubiquitina
acompafia la degeneracién, presumiblemente porque la ubiquitina se requiere en mayor
cantidad en la proteolisis asociada a la degeneracion (Finley & Chau, 1991), lo que indica la
participacion de la ubiquitina/ubiquitinacion en los procesos de muerte celular programada.

2.6.- Implicacién del sistema de la ubiquitina en la patogénesis de _enfermedades.

Teniendo en cuenta el amplio rango de substratos y procesos en los que el sistema de
la ubiquitina estd implicado, no es sorprendente que alteraciones en dicho sistema estén
implicadas en la patogénesis de ciertas enfermedades tanto hereditarias como adquiridas
(Ciechanover, 1998; Ciechanover et al., 2000b; Schwartz & Ciechanover, 1999). Estas
patologias pueden clasificarse en los siguientes grupos:

1. Tumores. En ciertos tumores de origen virico se ha demostrado una correlacién entre la

patologia y los bajos niveles de supresores (pS3, v-Jun, etc.), o bien los altos niveles de

oncoproteinas viricas, debiéndose, ambos casos, a alteraciones en la tasa de degradacion de
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los mismos mediada por el sistema de la ubiquitina (Aviel et al., 2000; Band et al., 1991;
Reinstein et al., 2000; Scheffner et al., 1990, 1993; Storey et al., 1998; Treier et al., 1994).
2. Enfermedades genéticas. Algunas patologias de origen genético se deben a la sintesis de

proteinas mutantes que son procesadas por el sistema de la ubiquitina de manera distinta a la
proteina salvaje, lo que contribuye a la patologia de la enfermedad (fibrosis quistica, sindrome
de Liddle, etc.) (Staub et al., 1997, Ward et al., 1995). En otros casos (sindrome de
Angelman) la proteina afectada es directamente un enzima del sistema de la ubiquitina (E6-
AP) (Kishino et al., 1997).

3. Respuesta inmune. Algunos virus, (Epstein-Barr, citomegalovirus, etc.) han desarrollado

sutiles mecanismos para escapar al sistema inmunolégico, que implican la participacion del
sistema de la ubiquitina (Levitskaya et al., 1997; Wiertz et al., 1996).
4. Enfermedades neurodegenerativas. Mediante técnicas de inmuno-histoquimica se ha

demostrado el enriquecimiento de conjugados de ubiquitina en placas seniles, lisosomas,
endosomas y en varios cuerpos de inclusién y fibras degenerativas en muchas enfermedades
neurodegenerativas, como Alzheimer, Parkinson, Creutzfeld-Jakob, etc. De estos estudios
| morfolégicos no se puede deducir la funcién del sistema de la ubiquitina en el desarrollo de
estas patologias. Aunque un defecto o alteracion en alguno de los enzimas del sistema podria
estar implicado, parece mas probable que la causa sea una alteracion, hereditaria o adquirida,
en una de las proteinas substrato, que la hace resistente a la proteolisis con la consiguiente
acumulacién del substrato y/o del conjugado resultante en agregados y cuerpos de inclusién
(Andersen, 2000; Lopez-Salon et al., 2000; Lowe & Mayer, 1990; Mayer et al., 1996;
Suenegawa et al., 1990).
S. Degeneracién muscular, La pérdida de musculo esquelético, que acompafia a diversos
estados patolégicos, se produce como consecuencia de una aceleraciéon de la proteolisis
mediada por el sistema de la ubiquitina, aunque los estimulos extracelulares y la transduccién
de sefial para activar el sistema de la ubiquitina en las diferentes patologias es ain
desconocido (Mitch & Goldberg, 1996).

- 3.- OBJETIVOS DE ESTE TRABAJO.

Las lineas generales de investigacion de nuestro grupo se centran en el estudio y

caracterizacién de las moléculas y/o estructuras flngicas implicadas en la interaccién
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parasito-hospedador, bien por representar factores de virulencia o por modular la respuesta
inmune (Chaffin ef al., 1998; Martinez et al., 1998). Como se ha indicado anteriormente, la
adhesién de C. albicans a las células o tejidos del hospedador es un factor de virulencia que
contribuye al establecimiento y desarrollo de la infeccién. Debido a que la estructura mas
externa de C. albicans es su pared celular, las interacciones fisico-quimicas entre la célula
-flingica y el hospedador tienen lugar mediante moléculas de la misma, siendo, por tanto,
proteinas y manoproteinas de la pared celular fingica los principales mediadores de la
‘adhesi()n. Nuestro grupo ha caracterizado un receptor de 37 kDa para la laminina (Lépei- |
Ribot et al., 1994). Al intentar clonar el gen para este receptor por inmunorastreo de una
libreria de ¢cDNA de C. albicans, se aislé un clon de 0.9 kb correspondiente al gen de la
poliubiquitina. Estudios posteriores demostraron la presencia de ubiquitina en la superficie
celular de C. albicans (Sepilveda et al., 1996a), y el anilisis mediante electroforesis
bidimensional e inmunotransferencia con anticuerpos frente a ubiquitina y frente a distintos
receptores de C. albicans (las especies mp58 y p37, y el receptor para C3d), indicd que estos.
receptores podrian estar ubiquitinados. Por lo tanto, al igual que se ha descrito en células
eucariotas superiores, la ubiquitina podria modular la funcionalidad de estos receptores y por
tanto la interaccién de C. albicans con los tejidos del hospedador (Sepilveda et al., 1996b).

Por otro lado, el sistema de la ubiquitina es practicamente desconocido en C. albicans,
habiéndose descrito unicamente un cDNA que codifica un enzima conjugador de ubiquitina
(UBC4) (Damagnez, et al., 1995).

Con estos antecedentes, se planted como objetivo el estudio del sistema de la
ubiquitina en C. albicans, incluyéndose en una primera etapa el aislamiento y caracterizacion
de genes que codifican ubiquitina, para posteriormente estudiar su expresion, caracterizar los
productos génicos mediante interrupcién de las secuencias codificadoras, y determinar la

funcién de los mismos mediante el anélisis fenotipico de los mutantes nulos.
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Materiales y Métodos

1.- CEPAS UTTLIZADAS.

1.1.- Cepas bacterianas.

En este trabajo se han utilizado dos cepas de la especie bacteriana Escherichia coli,

cuyas caracteristicas mas relevantes se resumen en la tabla II.1.

UTILIZACION
CEPA GENOTIPO RELEVANTE EN ESTE REFERENCIA
TRABAJO
DHS54 |F, ¢80d, lacZAM15, endAl, recAl, |Transformacién |Hanahan, 1983
hsdR17 (v, my'), supE44, thi-1, d, y purificacién de
gyrA96, A(lacZY A-argF), U169 vectores
plasmidicos .
JM109 |endAl, recAl, syrA96, thi, hsdR17 Transformacion | Yanisch-Perron
(e, my"), relAl supE44 X', A(lac- y purificacién de |et al., 1985.
proAB), [F', traD36, proAB, vectores
lac19ZAM15] plasmidicos

Tabla IL1. Cepas de E. coli utilizadas en este trabajo.

1.2.- Cepas fiingicas.

Las cepas de Candida albicans empleadas para la realizacion de este trabajo se indican

en la tabla I1.2, y las de Saccharomyces cerevisiae en la tabla I1.3.

2.- MEDIOS DE CULTIVO.

2.1.- Bacterias.

Medio LB (Luria-Bertani) (Miller, 1972):

Triptona (Pronadisa) 10g
Extracto de levadura 5g
NaCl S5g
Agua destilada c.s.p. 1 litro
pH 7-74

Agar (para medio sélido) 15g
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CEPA GENOTIPO RELEVANTE cpa | UTILIZACION| prprpENCIA
PARENTERAL| ENESIE
TRABAJO
26555 habitual ATCC
WO-1 libreria Soll, et al.,
gendmica 1987
CAI4 Aura3::immd434/Aura3::imm434 SCs314 interrupcion Fonzi & Irwin,
génica 1993

AUBI4-H1 | Aubi4::hisG-URA3-hisG/UBI4 CAI4 interrupcion este trabajo
Aura3::imm434/Awra3::imm434 génica

AUBI4-H2 | Aubi4::hisG/UBI4 AUBI4-H1 interrupcién este trabajo
Aura3::imm434/Aura3::imm434 génica

AUBI4-6* | Aubid::hisG/Aubi4::MET3-URA3 | AUBI4-H2 interrupcién este trabajo
Aura3::imm434/Aura3::imm434 génica

AUBI4-7 | Aubid::hisG/Aubid::MET3-URA3 |AUBI4-H2 interrupcion este trabajo
Aura3::imm434/Aura3::imm434 génica

AUBI3-H1 | Aubi3::hisG-URA3-hisG/UBI3 CAI4 interrupcion este trabajo
Aura3::imm434/Aura3::imm434 génica

AUBI3-H2 | Aubi3::hisG/UBI3 AUBI3-H1 interrupcién | este trabajo
Aura3::imm434/Aura3::imm434 génica

AUBI3-33 | Aubi3::hisG/Aubi3::MET3-URA3 | AUBI3-H2 interrupcién este trabajo
Aura3::imm434/Aura3::imm434 génica

Tabla IL.2. Cepas de C. albicans utilizadas en este trabajo. (* El promotor MET3 de esta cepa no es funcional.
Véase "Resultados y Discusién" para mas detalle).

CEPA GENOTIPO RELEVANTE CEPA UTILIZACION EN REFERENCIA
PARENTERAL ESTE TRABAJO
SEY2101 | MATa ura3-52 leu2-3 leu2-112 transformacién con Emretal., 1983
ade?2 suc2-A9 pLC7, pINV4, pINV3
SUB60 | MATa ubi4-A2::LEU2 lys2-801 DF5 transformacién con pPR1 |Finley et al.,
leu2-3,112 ura 3-52 his3-A200 trp1- 1987
1
SUBI121 | MATa Aubi3::HIS3 lys2-801 leu2- |DF5 transformacién con pPR2 | Finley et al.,
3,112 ura3-52 his3-A200 trpl-1 1989
SUB62 | MATa lys2-801 leu2-3,112 wra3-52 |DF5 control Finley et al.,
his3-A200 trpl-1 1987

Tabla IL3. Cepas de S. cerevisiae utilizadas en este trabajo. Las cepas SUB 60, 121 y 62 fueron cedidas por el
Dr. D. Finley (Harvard Medical School, Boston, USA).
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Medio LB-ampicilina

Para la seleccién y cultivo de cepas transformadas con plasmidos, se suplementé el
medio LB con ampicilina a una concentracion final de 100 pg/ml, a partir de una solucién
concentrada (0.1 g/ml) previamente esterilizada por filtracién.

Medio LB-ampicilina-IPTG-X-gal
~ Para diferenciar entre los transformantes sin actividad B-galactosidasa (con pldsmidos
recombinantes) dé aquellos Con actividad [-galactosidasa (con plasmido sin inserto), el medio
de cultivo LB-ampicilina se suplement6 con IPTG (a partir de una solucién 100 mM en agua)
a una concentracion final de 0.5 mM, y X-gal (a partir de una soluciéon de 20 mg/ml en N,N-
dimetil-formamida) a una concentracién final de 0.05 mg/ml. Los clones con actividad B-
galactosidasa originan colonias azules por hidrélisis enzimatica del X-gal.

Medio TB (Terrific Broth):

Preparado segin las instrucciones del fabricante (Sigma). Este medio se utiliz6
adicionado de ampicilina (100 pg/ml) para el crecimiento de transformantes bacterianos y
posterior purificacién del DNA plasmidico.

2.2.- Levaduras.

Medio sintético de Lee (Lee et al., 1975):

(NH4)2S04 5g
MgSO4 7 H,0 02g
HK,PO, anhidro 25¢g
NaCl 5¢g
Glucosa 125¢g
Prolina 05g
Biotina 0.001 g
Agua destilada c.s.p. 1 litro
pH 6.8-7.0

Agar (para medio solido) 15g

Medio YPD
Extracto de levadura 10g
Triptona (Pronadisa) 20g
Glucosa 20g
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Agua destilada c.s.p. 1 litro
pH 6-7
Agar (paramedio sélido) 15g

En algunos casos, indicados en el texto, se utilizé6 este mismo medio con sacarosa al
2% (medio YPS), en lugar de glucosa, y Antimicina A a una concentracion final de 2 ppm (a
partir de una solucién de 10 mg/ml en etanol) para inhibir la respiracién.

Medio SD
Base nitrogenada de levadura (YNB) 17g
Sulfato aménico 5g
Glucosa 20g
Agua destilada c.s.p. 1 litro
pH 6-7
Agar (para medio sélido) 15¢g

Para el cultivo de cepas con auxotrofias, se adicionaron al medio minimo (SD) los
nutrientes correspondientes a la concentracion final de 20 mg/l, (en el caso de adenina,
uracilo, triptéfano e histidina), y de 30-40 mg/1 (en el de leucina y lisina).

El medio de cultivo se suplement6 con uridina (a partir de una solucion de 15 mg/ml,
esterilizada por filtracién), a una concentracién final de 25-50 pg/ml para el crecimiento de
las cepas Ura™ de C. albicans (CAI-4 y derivadas).

3.- CONDICIONES DE CULTIVO.

Las bacterias (E. coli) se cultivaron rutinariamente a 37°C en estufa (medio sélido) o
en incubador orbital a 200 rpm (medio liquido).

Las levaduras (C. albicans y S. cerevisiae) se cultivaron a 28°C, también en estufa o
incubador orbital a 200 rpm, segun se tratara de un medio sélido o liquido, respectivamente.
La obtencion de C. albicans en forma de micelio se realizd a partir de levaduras en ayuno
metabdlico, segin el método descrito por Casanova et al., (1989). Para ello, C. albicans se
creci6 en medio de Lee, a 28°C, hasta fase exponencial tardia de crecimiento. Las células se
recogieron por centrifugacién a 3000 rpm durante 10 min, se lavaron con agua destilada
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estéril y se resuspendieron en un volumen de agua destilada estéril. Esta suspensién se incubd
a 28°C con agitacién durante 3 h y seguidamente se mantuvo durante 48-72 horas a 4°C
(ayuno metabélico o estrés nutricional). Posteriormente, estas células se recogieron por
centrifugacién y se diluyeron 1:5 en medio de Lee precalentado a 37°C. Esta suspensién se
incubd a 37°C con agitacién hasta la obtencién de micelio (aproximadamente el 90% de las
células forman tubo germinativo después de 3 h de induccién). De manera similar, se obtiene
un cultivo de células levaduriformes incubando células en reposo metabdlico en medio de Lee
 a28°C. | R

El crecimiento celular se valor6 midiendo la DOgyp en un espectrofotémetro
Pharmacia Biotech Ultrospec 2000 UV/Visible, y la cantidad de células se determind, cuando
fue necesario, utilizando una curva patrén en la que se relaciona la DOsoo con €l peso seco y/o

nimero de células por ml de cultivo.

4.- PLASMIDOS.

pGEM-T (Promega):
Utilizacién: clonaje de productos de PCR.
Caracteristicas: entre otros elementos destacan los siguientes:
- una timina 3' terminal a ambos lados de la molécula lineal, que permite el
ligamiento directo de productos de PCR
- el gen que confiere resistencia a la ampicilina, lo que permite la seleccién de
los transformantes con este pldsmido en un medio que contenga este
antibiético
- un fragmento de DNA que comprende el promotor del gen lacZ y la
secuencia que codifica para la B-galactosidasa (péptido o). Dentro de esta
secuencia codificante contiene ademas un sitio de clonaje multiple que no
interrumpe el marco de lectura del gen. Cuando se transforma con este vector
una cepa de E. coli que no tiene actividad B-galactosidasa porque tiene una
deleccién en el gen lacZ del operén lac en la zona préxima al operador
(regién del péptido ), se complementa dicha deficiencia y se recupera la

actividad (0-complementacién). En un medio que contenga IPTG (isopropil-
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B-D-tiogalactopiranésido), inductor de la sintesis de la B-galactosidasa, y el
substrato cromogénico X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranési
do), aparecerdn colonias azules por la hidrélisis del X-gal. Si se incorpora
DNA exégeno en el sitio de clonaje miltiple del vector, las colonias
apareceran blancas, puesto que el inserto interrumpe el gen lacZ plasmidico e
impide la complementacién. Por tanto, las bacterias que llevan los pldsmidos
recombinantes dardn lugar a colonias blancas y las que no los lleven,
colonias azules (seleccion azul-blanca).

pEMBLYe23 (Baldari & Cesareni, 1985):
Utilizacién: vector empleado para construir la libreria genémica utilizada en este
estudio. Es util para transformar tanto bacterias como levaduras.
Caracteristicas: entre otros elementos contiene:
- ¢l gen que proporciona resistencia a la ampicilina
- el fragmento de DNA del gen lacZ y su promotor, descrito anteriormente, que
permite la seleccion de los transformantes por el color de las colonias
- €l gen URA3 de S. cerevisiae, que se puede utilizar como marcador selectivo
para la seleccién de transformantes por complementacién
- el replicén del pldsmido de 2 pm de S. cerevisiae, fragmento de DNA
plasmidico que permite la replicacién auténoma del pldsmido en la levadura

y su mantenimiento en alto nimero de copias.

pUC18 y pUC19 (Messing, 1983):
Utilizacién: subclonaje de fragmentos de DNA.
Caracteristicas: entre otras destacan:
- ¢l gen que proporciona resistencia a la ampicilina
- ¢l fragmento de DNA del gen JacZ y su promotor, descrito anteriormente, que

permite la seleccion de los transformantes por el color de las colonias.

PMB7 y p5921 (Fonzi & Irwin, 1993):
Utilizacién: experimentos de interrupcién génica secuencial de los dos alelos en C.

albicans.
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Caracteristicas (Fig. IL 1): estos plasmidos contienen el cassette hisG::URA3::hisG
(Fonzi & Irwin, 1993) consistente en el gen URA3 de C. albicans flanqueado por
repeticiones directas del gen hisG de Salmonella typhimurium. El plasmido p5921 es
el precursor de pMB7 y so6lo difieren uno de otro en un sitio de restriccion BamWi

presente unicamente en la secuencia hisG de pMB7.

E, Se, K, Bg
Pv EV,
Be
Pv
EV
HP S X B He EV
E>-Se, K, Bg
Pv EV,
pMB-7
673 kb
HP,S X B He EV

s pUCI8 m hisG g] URA3
1kb

Fig. I1.1. Plasmidos p5921 y pMB7. Dianas de enzimas de restriccion: H (//mdlll), P (Pstl), S (Sali),
X (Xbal), B (BamHI), Pv (Pvull), E (EcoRl), Se (Sacl), K (Kpnl), Bg (Bglll), EV (EcoRV), Hn
(Hincll), C (Clél), Be (Bell).
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pCaDis (Care et al., 1999):
Utilizacion: interrupcion de un alelo de un gen y colocacion simultanea de una copia
intacta del gen bajo el control del promotor regulable MET3, para la obtencion de
mutantes nulos condicionales.
Caracteristicas (Fig. I1.2): entre otros elementos contiene:

- el gen que proporciona resistencia a la ampicilina

- el gen URA3 de S. cerevisiae, que se puede utilizar como marcador para

seleccion de transformantes por complementacion
- el promotor MET3 con un sitio multiple de clonaje en su extremo 3' para

subclonar el extremo 5' del gen a interrumpir.

B, X,S,P, H
X
pCaDis
5370 pbs
N
. ) Xm
Fig. I1.2. Plasmido
pCaDis. Dianas de enzimas
de restriccion: B {BamRI), P
(Pstl), H (HindOS), B 1 1 | promotor MET3 ifU URA3 1 1 Ampr
(BamUI), X (Xbal), S (Sali), 1 kb
M (Munl), N (Ndel), Xm
(Xmril).

5.- AMPLIFICACION DE DNA MEDIANTE LA REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA (PCRt.

En general, la amplificacion se realizd en tubos de 0.2 mi con un volumen final de
reaccion de 50 pl, que contenia Ing-lpg del DNA a amplificar, 5 pl de tampdn de reaccidon
10x (Promega), 7 pl de MgCb 25mM, 1 pl de solucién concentrada de dNTPs (10 mM en

cada nucleotido), 20-40 pm de cada oligonucledtido (2 pl de una solucioén a una concentracion
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de 10-20 pm/ul), 0.5 pl de Tag DNA polimerasa (Promega) (5 unidades/ul) y agua destilada
estéril (c.s.p. 50 pl). El enzima se adicioné después de la primera etapa de 1 min a 95°C segiin
el protocolo de amplificacién. En caso de amplificar DNA a partir de células enteras, éstas se
tomaron con un palillo estéril a partir de la colonia de interés, y se resuspendieron
directamente en la mezcla de reaccién (Jenowski ef al., 1995). Antes de iniciar el protocolo de
amplificacion, se adicionaron 30-40 pl de aceite mineral estéril sobre cada reaccién para
~ evitar la evaporacién. S ‘ o _ o

La amplificacion se llevd a cabo en un termociclador Gene-E (Techne), de acuerdo
con el siguiente programa: en primer lugar se desnaturalizé el DNA manteniéndolo 1 min a
95°C, y a continuacién, después de afiadir la Tag polimerasa, se realizaron 29 ciclos de tres
etapas, la primera de 40 seg a 95°C, para desnaturalizar el DNA, la segunda de 30 seg a 60°C,
para la hibridacién de los oligonucle6tidos al DNA y por ultimo, la tercera de 2 min a 72°C,
de elongacién o extension de las cadenas de DNA. A continuacién, se realizé un tltimo ciclo

con esas tres etapas en el que la etapa de extensién fue de 15 min, en lugar de 2 min, a 72°C.

6.- ELECTROFORESIS DE DNA.

La separacién electroforética de fragmentos de DNA se realizd en geles de agarosa a
una concentracion variable entre 0.7 y 1.5% segun el tamafio de los fragmentos a separar,
utilizdndose rutinariamente una concentracién de 0.8%, que se aument6 cuando se requeria
una separacién de fragmentos de DNA pequefios.

Los geles se prepararon solubilizando en caliente la agarosa (Pronadisa) en el tampdn
de electroforesis (TAE).

Antes de cargar las muestras a analizar en el gel, se les afiadi6 1/6 de su volumen de
tamp6n de carga, para darles densidad y visualizar el frente de la electroforesis.

En cada electroforesis se cargaba una muestra de fragmentos de DNA de tamafio
conocido (1 png de DNA del fago lambda digerido con EcoRI/HindIIl, Boérhinger—
Mannheim) que se utiliz6 como patrén para determinar el tamafio de los fragmentos de DNA.

Las electroforesis se realizaron a voltaje constante (50-100 V) durante 2-3 horas.
Finalizada la electroforesis, los geles se sumergieron en una solucién acuosa de bromuro de
etidio a una concentracién de 10 pg/ml durante 20-30 min. Los fragmentos de DNA se
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visualizaron en un transiluminador de luz UV (360 nm) fotografidndose utilizando un equipo
Polariod MP-4.

» TAE 10x: 48.4 g Tris, 11.42 ml 4cido acético glacial, 3.8 g EDTA-Nas , pH 8.0, agua
~ destilada c.s.p. 1 litro.

® Tampén de carga: azul de bromofenol 0.25% (p/v), glicerol 40% (v/v), en TAE.

7.- PURIFICACION DE _FRAGMENTOS DE DNA A PARTIR DE GELES DE
AGAROSA.

Después de la separacion de los fragmentos de DNA mediante electroforesis en geles
de agarosa de bajo punto de fusion (Pronadisa), las bandas de DNA de interés detectadas con
ayuda del transiluminador de luz UV, se cortaron de gel con un escalpelo estéril y se
transfirieron a un tubo de microcentrifuga (300 pl de agarosa como maximo, por tubo). El
DNA se purificé utilizando el kit Wizard PCR Preps DNA Purification System (Promega)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Para ello, los tubos de microcentrifuga, que
contenian las porciones de agarosa con el DNA de interés, se introdujeron en un bafio de agua
a 65°C hasta la fusién de la agarosa, y a continuacion se les afiadié 1 ml de resina a cada tubo,
y se mezclaron bien. La mezcla DNA/resina fue pipeteada al interior de una jeringuilla y
pasada a través de una minicolumna donde queda retenida. Después de pasar 2 ml de
isopropanol al 80% frio para lavar la mezcla DNA/resina y, tras secar ésta por centrifugacién
(20 seg a 12.000 rpm), el DNA se eluy6 introduciendo 50 ul de TE o agua estéril (cuando el
DNA iba a utilizarse para ligamientos) y centrifugando, al cabo de 1 min, durante 20 seg a
12.000 rpm. El eluido se recogio6 en tubos de microcentrifuga estériles.

®» TE: Tris-HC]1 10 mM pH 8.0, EDTA 1 mM.

8.- CUANTIFICACION DE DNA.

La estimacion aproximada de la cantidad de DNA de una muestra se realiz6 mediante

separacion electroforética de una alicuota de la misma y la posterior comparaciéon de la

62



Materiales y Métodos

intensidad de la banda obtenida con la intensidad de las bandas de los patrones de peso
molecular, cuyo tamafio (y cantidad) son conocidos.

Una cuantificacion mdas exacta se realizd espectrofotométricamente. Se midié la
absorbancia a 260 nm de 2 y 4 pl de muestra diluidos en 1 ml de tampén TE o agua. La
cantidad de DNA se calcula teniendo en cuenta que una unidad de absorbancia equivale a una
concentracién de 50 pg/ml. Asi la concentracién de DNA de la muestra viene dada por la
~ siguiente formula:

[AQu)+A@pu)]- 50 pg/ml- 1,006 ml

DNA muestra (ug/pl) =
6 ul

Este método espectrofotométrico también cuantifica RNA, por lo que el contenido de DNA de
algunas muestras (DNA plasmidico) puede estar sobreestimado. Para determinar la posible
contaminacién de la muestra por proteinas, se midi6é también la absorbancia de las mismas
alicuotas de muestra a 280 nm. Si la relacion A (260 nm)/A (280 nm) es préxima a 2, la
contaminacidn por proteinas podia considerarse despreciable.

Cuando la concentracion de DNA de una muestra era baja, el DNA se concentré por
precipitacion. Para ello, se afiadié NaCl a la muestra (concentracién final de 0.3 M), y 2.5
voliumenes de etanol absoluto frio, dejandola un minimo de 2 h a -20°C. Después de
centrifugar 15 min a 15.000 rpm, lavar con etanol frio al 70% y secar en bomba de vacio, se
disolvié en el volumen apropiado de agua destilada estéril o TE.

9.- DIGESTION DE DNA CON ENZIMAS DE RESTRICCION.

_ Las reacciones de digestion se realizaron en un volumen final de 20-30 ul
conteniendo:
- DNA plasmidico (1-3 pg), o DNA cromosomal (10 pg)
- enzima (5-10 unidades) (Boerhinger-Mannheim o Promega)
- 2-3 ul del tampén (10x)
-1 pl de RNasa A (10 pg/ul)
- agua destilada estéril para completar el volumen.
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La mezcla de reaccion se incubd 1-3 horas a 37°C en caso de digestion de DNA
plasmidico, o toda la noche a 37°C en caso de digerir DNA cromosomal.
Cuando en una misma reaccién se emplearon dos enzimas de restriccién diferentes, el

tampén utilizado fue uno compatible para los dos enzimas.

®» RNasa A: RNasa pancreédtica (RNasa A) al 1% (p/v) en TE, NaCl 25 mM. La posible
presencia de DNasas se elimind por calentamiento (20 min a 95°C). Tras enftiamiento a
temperatura ambiente se dispenso en alicuotas y se guardé a -20°C.

10.- LIGAMIENTO DE FRAGMENTOS DE DNA.

La uni6én entre fragmentos de DNA con extremos cohesivos o romos se realiz6 con el
enzima T4 DNA ligasa (Boerhinger Mannheim o Promega). La relacién molar vector/inserto
utilizada habitualmente fue 1/5. La reaccion se realizé en un volumen final de 10 ul en tubos
estériles de 0.2 ml, conteniendo las cantidades apropiadas de DNA de vector e inserto (0.1-0.5
)Lg) calculadas segin la férmula:

G- Vi- Kby I

Cy * Vv' Kbl V

siendo:
Ci y Cy — concentracién original de inserto y de vector
Vi y Vy — volumen de inserto y de vector en la reaccion de ligamiento
kby y kb; — tamafio del vector y del inserto
I/V — relacién molar inserto/vector en la reaccion de ligamiento
Ademiss del DNA la mezcla de reaccion contenia 1 pl del tampén de la ligasa (10x), 3
unidades de T4 DNA ligasa y agua destilada estéril hasta un volumen final de 10 pl. La

reaccion se incubd a 14°C durante toda la noche, y al dia siguiente se utiliz6 para transformar

células competentes de E. coli.

En los casos en que el vector podia religar consigo mismo, la reaccién se calent6 a 50-

55°C durante 5 min antes de adicionar la ligasa y el tamp6n.
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11.- TRANSFORMACION DE E.coli.

11.1.- Obtencién de células competentes.

Se sembrd la cepa adecuada de E. coli (DH50 o JM109) en 5 ml de medio LB, y se
cultivé toda la noche a 37°C hasta fase estacionaria. Seguidamente, se inoculé un matraz con
100 ml de LB precalentado a 37°C con 0.5 ml de ese cultivo, y se incubé a 37°C hasta la fase
éxboﬁenciél dé créciniiento (D0600 = 0.6) (unas 2-2.5 horas). Las células se recogieron por
~ centrifugacion a 7.000 rpm durante 10 min a 0-4°C, y el sedimento se resuspendi6 en 20 ml de
CaCl; 50 mM frio. Tras mantenerlo a 0-4°C durante 5-6 horas, se recogieron las células por
centrifugacién durante 5 min a 7.000 rpm a 0-4°C, y se resuspendieron en 2 ml de CaCl; 50
mM frio. Se transformaron alicuotas de 200 pl de esta suspension.

11.2.- Transformacién.

Para transformar células de E. coli con DNA exégeno (plasmido purificado o el
producto de una reaccién de ligamiento), se mezclaron 200 pl de células competentes con el
DNA exdgeno (10-20 pl, 0.1-1 pg) en un tubo de microcentrifuga estéril, y esta mezcla se
mantuvo a 0-4°C durante un minimo de 30 min. A continuacién se dié un choque térmico a

~ 42°C durante 90 seg, y pasado este tiempo se enfrio el tubo en hielo durante 2 min.
11.3.- Seleccion de transformantes.

Después de la transformacién, se afiadi6 1 ml de LB a los tubos con las células
transformadas y, tras mezclar por inversion, se incubé la suspensién a 37°C durante 1 hora
para que las células transformadas expresaran la resistencia a ampicilina. Alicuotas de 100 pl
de esta suspension se sembraron en placas de medio selectivo (LB- ampicilina), ya que los
plésmidos utilizados confieren resistencia a este antibiético, y se incubaron a 37°C durante 24
horas. Para poder diferenciar los transformantes que habian incorporado el pldsmido con el
inserto de aquellos que lo habian hecho sin el inserto, a las placas de LB-ampicilina se les
afiadieron 100 pl de IPTG 100 mM y 50 pl de X-Gal 20 mg/ml, con lo que los transformantes
con el plasmido intacto aparecian de color azul, mientras que los que habian incorporado el

plasmido recombinante aparecian de color blanco (véase apartado 4).
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11.4.- Anilisis de transformantes.

Habitualmente los transformantes (6-12) se analizaron sembrando cada colonia en 5
ml de LB-ampicilina, incubédndose a 37°C durante toda la noche. Seguidamente se purifico el
DNA plasmidico por un método rapido ("minipreps") (véase apartado 12.1.a), se digirié con
enzimas de restriccion adecuados y los fragmentos de DNA resultantes se separaron por
electroforesis en un gel de agarosa. Analizando el tamafio de los fragmentos de DNA

obtenidos se determino si los transformantes contenian la construccion plasmidica deseada.

12.- PURIFICACION DE DNA.

12.1.- Purificacién de DNA plasmidico de E. coli.
12.1.a.- Purificacién a pequefia escala ("minipreps').

Se utilizd para analizar rapidamente el DNA plasmidico de los clones transformantes.
Se inocularon 5 ml de LB-ampicilina con cada transformante seleccionado, y se incub6 a
37°C durante toda la noche. Las células de 0.5-1 ml de cultivo se recogieron por
centrifugacién a 10.000 rpm durante 5 min en tubos de microcentrifuga, y se resuspendieron
en 200 pl de tamp6n STET, manteniéndose a 0°C (en hielo). A continuacién se afiadieron 40
ul de una solucién de lisozima (10 mg/ml) a cada tubo, y tras mezclarse por inversién, se
introdujeron rapidamente en agua hirviendo, donde se mantuvieron durante 50-60 seg, para
provocar la lisis celular y liberacion del DNA plasmidico de las células. A continuacién los
tubos se enfriaron en hielo (0°C), donde se mantuvieron durante 10 min. Pasado este tiempo,
se centrifugaron 15 min a 12.000 rpm, y se eliminé de cada tubo cuidadosamente, con ayuda
de un palillo estéril, el sedimento (con los restos celulares y el DNA cromosémico). A cada
sobrenadante se afiadieron 400 pl de isopropanol 100% frio (-20°C) y se mantuvo 15 min a
-20°C para precipitar el DNA. El precipitado se recogi6 por centrifugacion a 12.000 rpm 10
min y se precipitd de nuevo el DNA plasmidico resuspendiendo el sedimento en 200 pl de
TE/NaCl 0,3 M, afiadiendo 200 pl de isopropanol 100% frio (-20°C) y manteniendo la mezcla
un minimo de 15 min a -20°C. Después se recogi6 el precipitado por centrifugacion durante
10 min a 12.000 rpm, se lavé el sedimento con 500 pl de etanol al 80% frio (-20°C), y se seco

66



Materiales y Métodos

a vacio durante 15 min. El DNA plasmidico asi purificado se resuspendié en agua destilada
estéril (20-50 pul).

®» Tampén STET: Tris-HCI 50 mM pH 8.0, Triton 5% (v/v), sacarosa 8% (p/v), EDTA 50
mM.

12.1.b-- Purificacién a gran escala ("maxipreps").

Se utiliz6 el método de la lisis alcalina, originariamente descrito por Bimboin y Doly
(1979), con algunas modificaciones. Se inocularon 500 ml de medio LB-ampicilina con una
colonia del transformante de E. coli cuyo pldsmido se deseaba purificar y se incub6 a 37°C
durante 6-7 horas (hasta fase exponencial tardia). A continuacién se afiadieron 80 mg de
cloramfenicol y se siguié incubando a la misma temperatura y agitacién durante toda la
noche. Este tratamiento inhibe la sintesis proteica y detiene el crecimiento celular sin impedir
que el plasmido se replique. Las células se recogieron por centrifugacién durante 10 min a
5.000 rpm a 0°C. El sedimento se resuspendié en 10 ml de tampdn GTE, y seguidamente se
afiadieron 15 ml de NaOH 0.2 N / SDS 1% (p/v) recién preparado, y se agitd suavemente
(para no romper el DNA cromosomal durante la lisis celular) por inversién durante 10-15
min, hasta homogeneidad y transparencia y se mantuvo en hielo durante 15 min. A
continuacién, se neutralizé la solucién alcalina afiadiendo 15 ml de acetato potasico 3 M pH
4.8, se mezclo por inversién y se mantuvo en hielo durante 15 min. Se centrifugé a 10.000
rpm durante 15 min a 0°C para eliminar los restos celulares y el DNA cromosomal
precipitado. Al sobrenadante se le afiadié RNasa A a una concentracién final de 20 pg/mly se
incubd a 37°C durante 20 min, tras lo cual se realizaron dos extracciones con 20 ml de
cloroformo. A la fase acuosa resultante se le afiadié un volumen de isopropanol 100% frio
(-20°C), y se mantuvo a -20°C durante 10 min para precipitar el DNA. Se recogi6 el
precipitado por centrifugacién a 10.000 ;pm durante 10 min a 4°C, se lavé con etanol frio
(-20°C) al 70%, y se secd a vacio. El precipitado se disolvi6 en 3.2 ml de agua destilada estéril
y se precipité de nuevo el DNA plasmidico afiadiendo 0.8 ml de NaCl 4 M y 4 ml de PEGgooo
al 13% (p/v) y manteniéndose la mezcla en hielo durante 20 min. El DNA plasmidico
precipitado se recogi6 por centrifugacién a 10.000 rpm durante 15 min a 4°C, y el sedimento
se lav6 con etanol frio (-20°C) al 70%, se secd a vacio y se resuspendi6 en 1.5 ml de TE o
agua destilada estéril.
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®» Tampén GTE: Glucosa 50 mM, Tris-HC1 25 mM pH 8.0, EDTA 10 mM pH 8.0.
» Acetato potisico 3 M, pH 4.8: 29.4 g acetato potésico, 11.5 ml acido acético, y agua
c.s.p. 100 ml.

12.1.c.- Purificacién para secuenciacion.

Se sigui6 el mismo método que el descrito en el apartado anterior, pero adaptado a un
volumen inicial de 5 ml de cultivo del transformante. El medio de cultivo utilizado
preferentemente fue "Terrific Broth" (Sigma), en el que se consigue un rendimiento superior

puesto que se incrementa en 4-8 veces el n° de bacterias/ml.

12.2.- Purificacién de DNA cromosomal de levaduras.

12.2.a.- Purificacién a pequefia escala.

Se crecié la cepa de levadura (C. albicans o S. cerevisiae) en 10 ml de medio liquido
YPD o SD, suplementado con los aminoacidos requeridos en cada caso, a 28°C, durante toda
la noche hasta fase estacionaria. Las células del cultivo se recogieron por centrifugacion a
3.000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente. El sedimento celular se resuspendi6é en 0.5
ml de agua destilada estéril y se transfiri6 a un tubo de microcentrifuga. Tras centrifugar las
células para eliminar el sobrenadante, se afiadieron perlas de vidrio (0.5 g, didmetro 425-600
um) y se agité en "vortex" a alta velocidad, durante 5-10 intérvalos de 1 min cada uno,
intercalados con periodos de 1 min en hielo, hasta comprobar mediante exdmen microscépico
que se habia conseguido una rotura del 80-90% de las células. A continuacién se afiadieron
200 pl de "breaking buffer”, 200 il de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25/24/1, v/v) y
200 pl de TE, y se agitd con ayuda del "vortex" durante 15-30 seg. A continuacién se
centrifugd durante 5 min a 12.000 rpm a temperatura ambiente, y se transfiri6 la fase acuosa a
un tubo de microcentrifuga nuevo, al que se afiadi6 1 ml de etanol 100% frio (-20°C), se
mezclé bien por inversién y se mantuvo a -20°C durante 30 min. Después se centrifugd
durante 5 min a 12.000 rpm a 4°C, y el precipitado se resuspendié en 400 pl de TE, y se
incub6 con RNasa A (3 pl, 10 mg/ml) a 37°C durante 5 min para degradar el RNA. A
continuacion se afiadieron 30 pl de NaCl 4 M y 1 ml de etanol 100% frio (-20°C), se mezcl6

bien por inversioén y se mantuvo a -20°C durante 30 min para precipitar el DNA cromosomal.
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El precipitado de DNA cromosomal se recogi6 por centrifugacién a 12.000 rpm a 4°C durante
5 min, se lav6 dos veces con etanol al 70% frio (-20°C), y a continuacién se secé a vacio. El
sedimento de DNA cromosomal se disolvi6 suavemente en 100 pul de TE manteniéndolo
durante una noche a 4°C y posterior homogeneizacién de la disolucion mediante pipeteo
suave, para evitar la fragmentacién del mismo. Por esta misma razén el DNA cromosomal ya

disuelto era mantenido a 4°C.

®» "breaking buffer': Triton X-100 2% (v/v), SDS 1% (p/v), NaCl 100 mM, Tris-HCI 10
mM pH 8.0, EDTA 1 mM pH 8.0.

12.2.b.- Purificacién a gran escala.

Se sigui6 el método descrito por Rothstein (1985) que implica la obtencién de
protoplastos. Se sembré la cepa de levadura en 2 litros de medio de Lee y se incubé a 28°C
hasta fase exponeﬁcial de crecimiento. Las células se recogieron por centrifugacion durante 5
min a 5.000 rpm, se lavaron con 40 ml de agua destilada estéril, y a continuacién con 20 ml
de tampén A. Después de los lavados, el sedimento celular se resuspendié en 40 mil de
tampdn A y se adicionaron 0.5 mg/ml de Zimoliasa 20T (ICN Biomedicals, Inc.) (preparacién
enzimética comercial con actividad B-glucanasa) y 0.5 ml de B-mercaptoetanol, incub4ndose a
37°C con agitacién suave (70 rpm) hasta la obtencién de protoplastos (unos 45-60 min). Una
vez formados los protoplastos, se recogieron por centrifugaciéon durante 5-10 min y se
resuspendieron suavemente en 5 ml de tampén A, con ayuda de una pipeta Pasteur. A
continuacion se completd el volumen a 45 ml con este mismo tampén, los protoplastos se
homogeneizaron suavemente y se centrifugaron durante 10 min a 3.000 rpm,
resuspendiéndose, de nuevo, en 10 ml de tampén A. Después esta suspension concentrada de
protoplastos se fue afiadiendo lentamente sobre 50 ml de TCES, con 10 ul de B-
mercaptoetanol, en un vaso de precipitados estéril con agitacién continua pero suave, para
lisar los protoplastos sin romper el DNA cromosomal. Posteriormente se incubd a 65°C, en
baiio de agua, durante 15 min para completar la lisis y destruir las DNasas. Al lisado, una vez
enfriado en hielo durante 10 min, se afiadieron 30 ml de acetato potasico 3 M pH 4.8, se
mezclé suavemente y la mezcla se mantuvo 1 hora en hielo para que precipitar el SDS y las
proteinas. El precipitado fue eliminado mediante centrifugacién a 5.000 rpm durante 20 min a
4°C, y el DNA del sobrenadante se precipitdé con 0.6 volimenes de isopropananol frio
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(-20°C), durante 10 min en hielo. E1 DNA se recogié mediante centrifugacion a 3.000 rpm
durante 10 min, se lavé con etanol al 70%, se secé a temperatura ambiente y se resuspendi6
suavemente en 25 ml de tampén TE manteniéndose en agitacion (85 rpm) durante toda la
noche a temperatura ambiente. Para eliminar el RNA contaminante se afiadié 0.5 ml de RNasa
al 1% y se incubd a 37°C durante 0.5-1 hora. A continuacion se realizaron dos extracciones
con un volumen de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25/24/1, v/v). El DNA presente en la
fase acuosa fue precipitado con acetato de sodio 3 M (a una concentracién final de 0.3 M), y
0.6 volumenes de isopropanol frio (-20°C), mezcldndose bien y manteniéndose en hielo

‘durante unos minutos. El sedimento de DNA se recogié por centrifugaciéon a 3.000 rpm
durante 10 min, se lavé con etanol al 70%, se sec6 al aire y se resuspendi6 en 2 ml de tampé6n
TE mediante agitacion suave (90 rpm) durante toda la noche a temperatura ambiente. Al dia
siguiente, el DNA se reprecipitdé con 4.5 ml de EtAcAm mezclandolo suavemente por
inversion a temperatura ambiente. Las fibras de DNA formadas se recogieron enn‘olla’.ndolaé
en una pipeta Pasteur estéril, se lavaron con etanol al 70% frio (-20°C), se secaron al aire a
temperatura ambiente y se resuspendieron en 1 ml de tampén TE, a una concentracién final de
1-5 pg/ul. Alicuotas de esta solucién se guardaron a 4°C en tubos de microcentrifuga.

% Tampén A: KC10.6 M, EDTA 100 mM pH 8.0.

®» TCES: Tris-HC1 0.2 M pH 8.0, NaCl 0.2 M, EDTA 50 mM pH 8.0, SDS 2% (p/v).

®» EtAcAm: 6 volimenes de etanol 100%, 1 volumen de acetato aménico 7.5 M. Guardar a
4°C.

13.- MARCAJE NO RADIACTIVO DE SONDAS DE DNA.

Los fragmentos de DNA utilizados como sondas en experimentos de hibridacién
fueron marcados de forma no radiactiva, mediante el "DIG DNA Labeling and Detection Kit"
de Boerhinger Mannheim, que utiliza la digoxigenina, un hapteno esteroide, para marcar el
DNA. Las sondas de DNA marcadas con digoxigenina se sintetizan enzimaticamente
mediante el fragmento Klenow de la DNA Polimerasa I de E. coli y oligonucledtidos de
secuencia corta y aleatoria que sirven como cebadores. Para ello, el DNA a marcar se
desnaturaliza por calor y posteriormente el fragmento Klenow sintetiza las cadenas

complementarias al molde a partir de los cebadores, en presencia de una mezcla de dNTPs.
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Uno de estos nucleétidos (el dUTP) esta marcado con digoxigenina. (DIG-dUTP), por lo que
las cadenas de DNA de nueva sintesis incorporan la digoxigenina a su estructura.

El DNA para ser utilizado como sonda, se purificé a partir de gel de agarosa (véase
apartado 7) y fue marcado de acuerdo con las instrucciones del fabricante del kit. E1 DNA
(0.5-3 ug), diluido en agua destilada estéril hasta un volumen de 15 pl, se desnaturalizd
durante 10 min a 100°C, tras lo que se enfri6 rapidamente en hielo-etanol. A continuacién se
~ afiadieron 2 pl de una mezcla de hexanucle6tidos concentrada (10x), 2 pul de una mezcla de
dNTPs concentrada (IOX) en la que el dUTP estd marcado con DIG, y 1 pl del enzima de
Klenow (2 U/pl), todo ello suplementado por el kit. Tras incubar esta mezcla toda la noche a
37°C, se afiadieron 2 pl de una solucion de EDTA 0.2 M pH 8.0 para parar la reaccién de

marcaje.

14.- TRANSFERENCIA DE DNA A FILTROS DE NYLON (SOUTHERN BLOT).

14.1.- Por capilaridad.

Se realiz6 segin el método descrito por Southern (1975) y modificado por Sambrook
et al. (1989). Después de separar los fragmenios de DNA mediante electroforesis en gel de
agarosa, y tincién con bromuro de etidio para visualizarlos, se 1avo el gel con agua destilada y
se sumergi6 en una bandeja con HCl 0.25 M durante 30 min (renovando la solucién a los 15
min), con agitacién suave. Después de este tratamiento, el gel se lavd en agua destilada, y fue
sumergido en una solucion desnaturalizante (NaOH 0.5 M y NaCl 1.5 M) durante 30 min en
agitacion suave (renovando la solucion a los 15 min). A continuacién se lavo el gel con agua
destilada y se sumergié en una solucién neutralizante de Tris-HCl 0.5 M pH 7, NaCl 1.5 M,
manteniéndose en agitacion durante 30 min (renovando la solucién a los 15 min), para
neutralizar el pH. Finalmente el gel se sumergié durante 15 min en tampén SSC 20x, el
mismo tampdn que se utiliz6 para realizar la transferencia. Seguidamente el DNA se transfirié
por capilaridad durante toda la noche a temperatura ambiente a una membrana de Nylon
cargada positivamente (Borhinger-Mannheim). El montaje utilizado se describe a
continuacién. Sobre una bandeja en la que se colocaré el tampdn de transferencia SSC 20x, se
disponen los siguientes elementos de abajo a arriba: un soporte sobre el que se colocan 2 tiras

de papel de filtro embebidas en el tampén de transferencia y en contacto con el fondo de la
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bandeja, 3 papeles de filtro Whatman 3MM impregnados de tampén de transferencia, el gel
con el DNA a transferir, la membrana de Nylon, otros 3 papeles de filtro Whatman 3MM,
papel absorbente y un peso de 0.5-1 kg. El tampén de transferencia se coloca en la bandeja y
por capilaridad asciende hasta el papel absorbente, transfiriendo el DNA desde el gel al filtro.
Entre el gel y el filtro se sellaron los bordes con parafilm para que todo el flujo del tampén se
realizara tnicamente a través del sistema. El peso se colocé para asegurar un contacto
adecuado entre todos los elementos de la transferencia. La transferencia se realizé durante
toda la noche y el dia siguiente la membrana de Nylon se lavé con SSC 2x, se secd a
temperatura ambiente y posteriormente el DNA se fijé covalentemente a la misma (véase
apartado 15).

® SSC 20x : NaCl 3 M, citrato-Na3 0.3 M, pH 7.0.
14.2.- Mediante vacio.

Se realiz6 con el equipo Vacuum Blotter (modelo 785) de Bio-Rad, siguiendo las
instrucciones del fabricante. En primer lugar, se depurinizé el gel manteniéndolo sumergido
durante 15 min en una bandeja con HCI 0.25 M con agitacion suave. A continuacién se lavo
dos veces con agua destilada para eliminar el HCI, y se desnaturaliz el DNA sumergiendo el
gel en una soluciéon de NaOH 0.5 M, y manteniéndolo en agitacién durante 30 min.
Posteriormente se mantuvo sumergido en SSC 10x (durante 5-10 min a temperatura ambiente)
y se transfirié a un filtro de Nylon (Boerhinger-Mannheim) utilizando esta misma solucién
como tampoén de transferencia, durante 90 min a una presion de 5 pulgadas de mercurio. Tras
la transferencia, el filtro de Nylon se lavé con SSC 2x durante 5 min, posteriormente se seco a
temperatura ambiente, y se procedié a fijar covalentemente el DNA al mismo (véase apartado
15).

15.- FIJACION DE DNA A FILTROS DE NYLON.

El DNA se fij6 normalmente a los filtros de Nylon por calor, manteniéndolos durante

30 min a 120°C en horno Pasteur, o bien, durante 5 min en microondas a mixima potencia.

72



Materiales y Métodos

16.- HIBRIDACION DNA/DNA Y REVELADO.

Para la hibridacion DNA/DNA y detecciéon de la misma se utilizé6 el "DIG DNA
Labeling and Detection Kit" (Boerhinger-Mannheim), siguiendo las instrucciones del

fabricante.
16.1.- Prehibridacidn.

La prehibridacién tiene por objeto bloquear los lugares del filtro donde no se han
unido acidos nucleicos para evitar que la sonda se una de forma inespecifica. Se realizd
poniendo en un tubo de hibridacién la membrana de Nylon junto con el tampén de
hibridacién (20 ml/100 cm® de membrana), incubdndose a continuacién a 68°C durante al

menos 1 hora en el horno de hibridacién, con movimiento constante de rotacién.

®» Tampén de hibridacién: SSC 5x, agente bloqueante 1% (a partir de la solucion de
bloqueo concentrada al 10%, p/v), N-lauroylsarcosina 0.1% (a partir de una solucién al 10%,
p/v), SDS 0.02% (a partir de una solucién al 10%, p/v).

® solucién de bloqueo concentrada: agente bloqueante (Boerhinger-Mannheim) en tampén
1 a una concentracion de 10% (p/v). La disolucién se prepara en caliente y se guarda a 4°C.

®» Tampén 1: dcido maleico 0.1 M, NaCl 0.15 M, pH 7.5 (ajustado con NaOH sélido).

16.2.- Hibridacién.

Una vez finalizada la prehibridacion, el tampén de hibridacién se sustituy6é por nuevo
tampén de hibridacién (5 ml/100 cm® de membrana) con la sonda marcada (0.25 pg/ml de
tampén), previamente desnaturalizada por calentamiento a 100°C durante 10 min. Los filtros
se incubaron a 68°C durante toda la noche en el horno de hibridacién. Durante este proceso, la
sonda de DNA marcada con digoxigenina, hibrida especificamente con las cadenas
complementarias de DNA fijadas a 1a membrana de Nylon.
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16.3.- Lavados.

Tras la hibridacion, los filtros se lavaron dos veces durante 5 min a temperatura
ambiente con SSC 2x, SDS 0.1% (p/v) (100 ml/100 cm® de membrana). A continuacién se
realizaron otros dos lavados de 15 min a 68°C con SSC 0.1x, SDS 0.1% (p/v) (100 ml/100
cm’ de membrana). Estos lavados se realizan para eliminar la sonda de aquellas zonas del
filtro en que la hibridacion no es completamente especifica (homologia parcial de las

secuencias).

* Cuando el objetivo de la hibridacion fue detectar secuencias relacionadas pero no
idénticas a la sonda (homologia parcial), las condiciones de hibridacién se modificaron
ligeramente para detectar este tipo de hibridacién. En este caso, la temperatura de
prehibridacién e hibridacién fue de 65°C y los dos tltimos lavados del filtro se eliminaron.
Las hibridaciones realizadas en estas condiciones se han denominado "no estrictas" para
 diferenciarlas de las usuales, denominadas "estrictas". Alternativamente se mantuvieron
condiciones de hibridacién "no estrictas" realizando los dos ultimos lavados a temperatura

ambiente en lugar de 68°C.

16.4.- Revelado inmunolégico.

El revelado se realiz6 siguiendo las instrucciones del fabricante (Boerhinger-
Mannheim). Los filtros se lavaron durante 1 min con 100 ml de tampén 1 para equilibrar la
membrana. A continuacion los filtros se bloquearon manteniéndolos sumergidos en tamp6n 2
durante 30 min. Después cada filtro se incub6 durante 30 min con 20 ml de la solucién de
anticuerpo diluido, para que éste se uniese a la sonda marcada. El anticuerpo empleado era un
anticuerpo policlonal anti—digbxigenina, obtenido en oveja y conjugado con fosfatasa alcalina;
este anticuerpo se empled diluido en tampén 2 (dilucién 1:5000, 150 mU de fosfatasa
alcalina/ml). El anticuerpo conjugado no unido se eliminé lavando dos veces durante 15 min
con 100 ml de tampén de lavado. A continuacién los filtros se equilibraron durante 2 min con
20 ml de tampén 3 y, por ultimo, los filtros se incubaron a temperatura ambiente y en
oscuridad con 10 ml de soluciéon de revelado recién preparada. Las bandas de hibridacion se

detectaron debido al precipitado coloreado que se forma como consecuencia de la reaccion
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catalizada por la fosfatasa alcalina. Para parar la reaccién, las membranas se lavaron con 50

ml de TE o agua durante 5 min.

®» Tampén 2 (solucién bloqueante): solucién concentrada de bloqueo diluida 1:10 en
tampon 1 (concentracién final 1% de agente bloqueante).

®» Tampén de lavado: tween 20 0.3% (v/v) en tampén 1

®» Tampén 3 (tampén de revelado): Tris-HCI 100 mM, NaCl 100 mM, MgCL 50 mM, pH
9.5.

®» Solucién de revelado (se utiliza recién preparado): 45 pl de solucion NBT (nitroblue
tetrazolium) (suministrado por el kit), 35 ul de solucién X-fosfato (5-bromo-4-cloro-3-
indolilfosfato) (suministrado por el kit), 10 ml de tampén 3.

17.- PURIFICACION DE RNA DE LEVADURA.

El RNA total de C. albicans se purific basicamente siguiendo la técnica descrita por
Denis et al., (1981) para S. cerevisiae. El RNA se obtuvo a partir de cultivos de la cepa de C.
albicans en las condiciones requeridas en cada caso (fase de levadura, tras la induccion de
micelio, o tras choque térmico), que se especifican en "Resultados y Discusion". Los cultivos
en 500 ml de medio de Lee o YPD, se enfriaron répidamente en hielo y las células se
recogieron por centrifugaciéon durante 5 min a 5.000 rpm a 4°C. El sedimento se lavé con
agua destilada estéril fria y se resuspendié en 1.5 ml de tampon LETS frio (en hielo). Esta
suspensién se pas6 a un tubo Corex (de 30 ml de capacidad) que contenia 11 g de perlas de
vidrio (didmetro 425-600 pm) estériles, y se le afiadieron 1.5 ml de fenol/LETS. A
continuacion se rompieron las células realizando una serie de 10 ciclos de un minuto de
agitacion en "vortex" seguido de otro minuto de reposo en hielo, hasta conseguir que las
células estuvieran rotas en mis de un 90%. Después se afiadieron 3.5 ml de tampon LETS y,
tras agitar, se centrifug durante 10 min a 5.000 rpm a 4°C. Las proteinas de la fase acuosa se
eliminaron mediante cuatro extracciones con fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25/24/1,
V/V), y otra mas con cloroformo. Finalmente, el RNA de la fase acuosa se precipit6 afiadiendo
un volumen de LiCl 5 M y manteniéndo la mezcla a 4°C durante toda la noche. Al dia
siguiente, el precipitado de RNA se recogié por centrifugacion durante 40 min a 10.000 rpm,
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se 1avo con etanol al 80%, se secd a vacio y se disolvi6 en 200 ul de agua destilada estéril o
TE. Posteriormente se hicieron alicuotas que se guardaron a -20°C.

Para evitar la actuaciéon de RNasas, todos los tampones y soluciones utilizados fueron
tratados previamente con DEPC (0.1%, v/v) durante 2 horas a 37°C y autoclavados después.
El material de plastico se tratd de igual modo con una solucién de DEPC a la misma
concentracién y se autoclavé posteriormente. El material de vidrio se esteriliz6 durante un

minimo de 4 horas en horno Pasteur a 180°C.

El RNA presente en las muestras se cuantificé espectrofotométricamente de igual
modo que se cuantifica el DNA (véase apartado 8), pero teniendo en cuenta que una unidad de

absbrbancia equivale a una concentracién de 40 pg/ml de RNA (Sambrook ef al., 1989).

® LETS: LiCl1 0.1 M, EDTA 0.01 M, Tris-HCl 0.01 M pH 7.4, SDS 0.2% (p/v).
% Fenol/LETS: Fenol equilibrado con LETS

Para obtener RNA de levadura tras choque térmico siguiendo el método
anteriormente descrito, se incubd la cepa C. albicans ATCC 26555 en un litro de YPD a 28°C
hasta la fase exponencial de crecimiento (DOggo= 0.35) y se tomaron 200 ml de cultivo, que
constituirian la muestra a tiempo 0. A los 800 ml restantes se les afiadieron 800 ml de agua
estéril a 56°C, con lo que se obtuvo un volumen total de 1600 ml a una temperatura de 42°C,
temperatura a la que se llevaron a incubar rdpidamente. A los 5, 15 y 30 min se tomaron 400
ml de muestra para purificar el RNA total. Las muestras de RNA correspondientes al choque
térmico a 23°C, se obtuvieron de un modo similar, pero en este caso, al cultivo de C. albicans
ATCC 26555 en YPD a 28°C en fase exponencial de crecimiento, se le afiadieron 400 ml de
agua estéril a 4°C para obtener 1200 ml a 23°C. De este volumen se tomaron 300 ml de
muestra a los tiempos 5, 15 y 30 min, para purificar el RNA total (Maneu et al., 1997).

En cuanto a la obtencién de las muestras de RNA de C. albicans ATCC 26555 en
condiciones de ayuno metabélico a 37°C, levaduras en fase exponencial de crecimiento en
medio de Lee, se recogieron por centrifugacion, se resuspendieron en agua, y se incubaron a
37°C durante 3 h, tomidndose 400 ml de muestra en este momento, para posteriormente
purificar el RNA. A continuacién el resto de células se mantuvieron a 4°C durante 24 h,
tomandose 400 ml de muestra para purificar el RNA total.
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18.- ELECTROFORESIS DE RNA.

Las moléculas de RNA fueron separados en geles de agarosa desnaturalizantes
conteniendo agarosa 1% y formaldehido 2.5% (v/v) en tampén NBC. La agarosa se solubiliz6
en caliente en el tampon, se enfrid a 65°C durante 5 min, se afiadié el formaldehido y se
mezcld mediante agitacion.

o Pa.ta preparar las muestras, el RNA total (5-10 pg) se adicion6 a un tubo de

microcentrifugé que contenia 2 pl de NBC 10x, 3 pl de formaldehido, 10 pl de formamida y
~agua en c.s.p. 20 pl. La mezcla se incub6 durante 5 min a 65°C para desnaturalizar el RNA, Y,
tras enfriar en hielo, se afiadieron 5 pl de tampén de carga y 0.5 pl de bromuro de etidio 10
mg/ml. Como tampén de electroforesis se utiliz6 NBC. Tras cargar las muestras en el gel, se
realizo la electroforesis'a un voltaje constante de 100 V durante 90 min. Cuando las muestras
entraron en el gel, se mantuvo el tampén en agitacién durante el resto de la electroforesis, con
ayuda de dos agitadores magnéticos.

El RNA presente en las muestras se observd, al igual que el DNA, en un
transiluminador de luz UV (360 nm).

Todas las soluciones, material de plastico y material de vidrio que iba a entrar en
contacto con el RNA, fueron tratados tal y como se ha descrito en el apartado 17, para evitar

la presencia de RNasas.

®» NBC 10x: acido bérico 0.5 M, citrato-Na; 10 mM, NaOH 50 mM, pH 7.5.

19.- TRANSFERENCIA DE RNA A FILTROS DE NYLON (NORTHERN BLOT).

19.1.- Por capilaridad.

Antes de transferir el RNA del gel de agarosa a la membrana de Nylon, el gel se lavo
en primer lugar con agua destilada estéril durante 5 min para eliminar el formaldehido. A
continuacién, el gel se mantuvo 30 min en una solucién de NaOH 0.05 M, para hidrolizar
parcialmente el RNA y mejorar la transferencia, y después otros 30 min en Tris-HC] 0.1 M
pH 7.5 para neutralizar. Posteriormente, se sumergié en tampén SSC, y se procedié a realizar
la transferencia a una membrana de Nylon cargada positivamente (Boerhinger-Mannheim)
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equilibrada con tampén SSC en un montaje similar al descrito para la transferencia de DNA
en al apartado 14.1, utilizando SSC como tampén de transferencia. El gel se dejé transferir
por capilaridad a temperatura ambiente durante toda la noche. Una vez transferido el RNA a
la membrana de Nylon, ésta se enjuagd con agua, y las bandas de RNA ribosomal se
observaron con un transiluminador de luz UV, marcéndose su posicién con un lapiz graso (ya
que servirian ‘después como referencia para determinar el tamafio de las bandas de
hibridacién). A continuacién se dejé secar la membrana a temperatura ambiente y se fij6
covalentemente el RNA a la misma (véase apartado 20).

Todas las soluciones, material de plastico y material de vidrio fueron tratados segun se

ha descrito anteriormente.
19.2.- Mediante vacio.

Se realiz6 con el equipo Vacuum Blotter (modelo 785) de Bio-Rad, siguiendo las
.instrucciones del fabricante. En primer lugar, se lavo el gel con agua destilada estéril. A
continuacién se sumergié el gel en una solucién de NaOH 50 mM, manteniéndolo en
agitaciéon durante 15 min, para hidrolizar parcialmente el RNA y mejorar la eficiencia de la
transferencia. Posteriormente a este tratamiento, se enjuagd en agua, se mantuvo sumergido
en SSC 10x y se transfirié a un filtro de Nylon (Boerhinger-Mannheim), utilizando esta
solucion como tampén de transferencia, durante 90 min a una presién de 5 pulgadas de
mercurio. Tras la transferencia, el filtro de Nylon se sumergié en SSC 2x y se mantuvo
durante 5 min. Se marcé la posicién de las bandas de RNA ribosomal con un lapiz graso, tras
visualizacién al transiluminador de luz UV. Posteriormente, se secé la membrana de Nylon a
temperatura ambiente y se procedié a fijar covalentemente el RNA a la misma (véase
apartado 20).

20.- FIJACION DE RNA A FILTROS DE NYLON.
El RNA se fij6 a los filtros de Nylon mediante calor, de igual modo al descrito para el

DNA, manteniéndolo 30 min a 120°C (horno Pasteur), o bien durante 5 min en microondas a
maxima potencia.

78



Materiales y Métodos

21.- HIBRIDACION RNA/DNA Y REVELADO.

Para la hibridacién RNA/DNA se utiliz6, al igual que en la hibridacion DNA/DNA, el
"DIG DNA Labeling and Detection Kit" (Boerhinger-Mannheim), siguiendo las instrucciones
del fabricante. Para llevar a cabo la deteccién se utilizé el Lumigen PPD kit (Boerhinger-
Mannheim).

21.1.- Prehibridacién.

Previamente ala I;rehibridacién, la membrana. de Nylon fue lavada dos veces en 100
ml de SSC 0.1x, 0.5% SDS (p/v) durante 15 min a 65°C, para eliminar todo el formaldehido,
lo que ayudo a disminuir considerablemente el "background” en el revelado. |

Se prehibrid6 para bloquear los lugares reactivios del filtro y evitar que la sonda se una
de forma inespecifica. Para ello, el filtro se incubé com tampén de hibridacién (1 ml/ 10‘cm2 de
membrana) a 50°C durante 1-3 horas en el horno de hibridacion.

® Tampoén de hibridacién: formamida 50% (v/v), SSC 5x, KH,PO4 50 mM pH 7.2,
lauroylsarcosina 0.1% (a partir de una solucién al 10%, p/v), SDS 7% (p/v), agente
bloqueante (proporcionado por el fabricante) 2% (p/v). Una vez disueltos los componentes
calentando a 60-70°C se afiadieron 50 pl de DNA de timo de ternera (Sigma) (10 mg/ml),
desnaturalizado por calor (10 min a 100°C) y 20 pl de RNAt de levadura (25 mg/ml). Se
trataron con DEPC las soluciones de SSC, KH,PQO, y Lauroylsarcosina.

21.2.- Hibridacién.

Una vez finalizada la prehibridacion, el tampém de hibridacién se sustituyé por nuevo
tampén de hibridacién (1 ml/10 cm® de membrana) con la sonda marcada (0.25 pg/ml de
tamp6n), previamente desnaturalizada por calentamienito a 100°C durante 10 min. Los filtros
se incubaron a 50°C durante toda la noche en el horno de hibridacién. Durante este proceso, la
sonda de DNA marcada con digoxigenina, se une a llas moléculas de RNA complementarias
fijadas a la membrana de Nylon. '
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21.3.- Lavados.

Tras la hibridacidn, los filtros se lavaron dos veces con SSC 2x, SDS 0.1% (p/v) (100
ml/100 cm® de membrana), durante 5 min a temperatura ambiente, y otras dos veces con SSC
0.2x, SDS 0.1% (p/v) ( 100 mI/100 cm’ de membrana) durante 20 min a 65°C.

21.4.- Revelado inmunolégico.

El revelado se realiz6 siguiendo las instrucciones del fabricante (Boerhinger-
Mannheim). El fundamento del método es el mismo descrito para el revelado de la
hibridacién DNA/DNA (apartado 16.4), si bien en este caso, se realiz6 una deteccion
quimioluminiscente, utilizindose como substrato para la visualizacién de las bandas el
CSPD® (Lumigen PPD kit, Boerhinger-Mannheim). Este método es més sensible ya que la
sonda se detecta mediante impresién quimioluminiscente en una placa de autorradiografia
(Kodak). El procedimiento seguido fue el siguiente: cada filtro se lavé durante 5 min con 40
ml de tampén 1, a temperatura ambiente, para equilibrar la membrana; a continuacién se
bloquearon los filtros manteniéndolos sumergidos en tampén 2 (40 ml/filtro) durante 30 min.
El anticuerpo policlonal de oveja anti-digoxigenina conjugado con fosfatasa alcalina se diluy6
a 150 mU/ml (1:5000) en tampén 2 y cada filtro se incubé durante 30 min con 10 ml de la
solucién de anticuerpo diluido (sobre una pieza de parafilm y con agitacién moderada), para
que éste se uniese a la sonda marcada. El anticuerpo conjugado no unido se elimin6 lavando
dos veces durante 30 min con 40 ml de tampdn 1. A continuacién los filtros se equilibraron
durante 5 min con 20 ml de tampén 3, y se incubaron a temperatura ambiente con 1 ml de
tampdn 3 con CSPD® diluido 1:100 durante 5 min, sobre una pieza de parafilm en oscuridad.
A continuacién se elimin6 el exceso de liquido de los filtros, y cada filtro se envolvié en
plastico, se selld y se incubd durante 15 min a 37°C. Seguidamente el filtro se puso en
contacto con una placa de autorradiografia (Kodak) para detectar la sefial quimioluminiscente
de la sonda.

®» Tampoén 1: Tris-HC1 0.1 M pH 7.5, NaCl 0.15 M, Tween 20 0.1% (v/v).

® Tamp6én 2: agente bloqueante (suministrado por el fabricante) 1% (p/v) en tampén 1.
®» Tampoén 3: Tris-HC1 0.1 M pH 9.5, NaCl 0.1 M, MgCl; 40 mM.
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22.- SECUENCIACION DE DNA.

Todas las reacciones de secuenciacién se realizaron por el método de terminacién de
cadena descrito por Sanger et al., (1977), empleando el kit "Tag DyeDeoxy Terminator Cycle
Sequencing” (Applied Biosystems, Inc), de acuerdo con sus instrucciones. Las secuencias se
determinaron con el - secuenciador - automitico modelo 370A de Applied Biosystems. Se
secuenciaron las dos hebras complementarias de cada fragmento de DNA utilizando
oligonucledtidos forward y reverse universales (Promega), asi como oligonucledtidos
sintéticos deducidos de la secuencia (suministrados por Pharmacia Biotech y GIBCO BRL).

Tanto las reacciones de secuenciacion como la determinacién de las secuencias se

realizaron en el servicio de secuenciacién de DNA del SCSIE (Universitat de Valéncia).

23.- ANALISIS DE SECUENCIAS DE DNA.

23.1.- Bisqueda en bases de datos.

Las secuencias nucleotidicas y de aminoacidos se analizaron y compararon con otras
secuencias de las bases de datos (EMBL, GeneBank, Stanford, etc.) utilizando los pfogramas
FASTA (Genetics Computer Group, Madison, WI) y BLAST (National Center for
Biotechnology Information) (Pearson & Lipman, 1988).

23.2.- Célculo de la divergencia entre dos secuencias de nucleétidos.

La divergencia entre dos secuencias nucleotidicas correspondientes a secuencias
codificantes, se calculé siguiendo la férmula de Kimura & Ohta (1972). Esta férmula corrige
la sustituciéon nucleotidica observada por posibles miltiples sucesos en una posicion

determinada.

K°=-(3/4)In[1-(4/3)K]
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siendo: K’ — divergencia
K — numero de sustituciones nucleotidicas en lugares que no afectan a
la traduccién (cambios silenciosos), dividido por el ntimero total

de dichos lugares.

Un codén presenta por término medio 2.25 lugares en que una sustitucion nucleotidica
afectan a la traduccién, y 0.75 lugares en los que una sustitucion no afecta la traduccién
~ (Hohmann & Gozalbo, 1989).

23.3.- Anilisis del uso de codones en las secuencias nucleotidicas.

Se determiné el uso relativo de codones en cada uno de los genes de C. albicans
estudiados en el presente trabajo determinando la frecuencia relativa (expresada en tanto por

ciento) de los distintos codones para cada aminoacido.

~ 24.- RASTREO DE UNA LIBRERIiA GENOMICA.

A partir de una libreria genémica de C. albicans (cepa WO-1) en la que los fragmentos
de DNA (5-10 kb) fueron clonados entre los sitios HindIIl y BamHI del vector plasmidico
pEMBLYe23 (cedida por la Dra. B. B. Magee, Universidad de Minnesota, EEUU), se realiz6
una dilucién 1:10.000, de la cual se sembraron diferentes cantidades de células (200, 100 y 50
ul) en placas de LB-ampicilina que se incubaron a 37°C hasta la aparicién de colonias. Se
eligieron las cuatro placas que contenian el mayor niimero de colonias posible con una
separacién suficiente para el posterior anilisis (aproximadamente 2.000-4.000 colonias por
placa Petri de didmetro 15 cm). Estas cuatro placas fueron empleadas para el rastreo siguiendo
basicamente los métodos de Grunstein y Hogness (1975) y Hanahan y Meselson (1983): se
colocé una membrana de Nylon (Boerhinger-Mannheim) sobre la superficie de cada placa
marcando bien la posicion y orientacién de cada filtro en cada placa, y se mantuvo durante 5
min a temperatura ambiente, tras lo cual se retiraron cuidadosamente los filtros de las placas y
se dejaron secar al aire. Las placas, una vez retirados los filtros, se incubaron a 37°C durante
4-16 horas, para permitir que siguieran creciendo las colonias y poder identificar y recuperar

mejor las que se detecten positivas tras el rastreo. Las membranas se colocaron boca arriba
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sobre un papel Whatman 3MM y 8 papeles de filtro, empapados con una solucién
desnaturalizante (NaCl 1.5 M, NaOH 0.5 M), y se mantuvieron durante 5 min para lisar las
bacterias. A continuacion los filtros se trataron de manera similar, durante otros 5 min, con
una solucién neutralizante (Tris-HCI 0.5 M pH 7.0, NaCl 1.5 M). Finalmente, los filtros se
saturaron de manera similar con tampén 6x SSC, tras lo cual se dejaron secar al aire. El DNA
se fijé a los filtros de Nylon mediante calor (30 min a 120°C en horno Pasteur, o bien durante
5 min en microondas 2 méxima potencia). A continuacién los filtros se prehibridaron a 65°C
tal y como se ha descrito en el apartado 16.1. Antes de hibridar con la sonda se eliminaron los
restos de células no fijadas sobre el filtro. A continuacion se hibridaron a 65°C con la sonda,
siguiendo el protocolo descrito en el apartado 16.2. Como sonda se utiliz6 el fragmento de 0.9
kb de cDNA que codifica la poliubiquitina de C. albicans (Sepiilveda et al., 1996a). Los
lavados de los filtros se realizaron tal y como se explica en el apartado 16.3, realizandose los
dos 1ltimos lavados bien a 65°C (2 filtros) o a temperatura ambiente (los otros 2 filtros), y la
detecciéon inmunoldgica se realizé segiin el apartado 16.4. A continuacién se localizaron en
las placas originales las colonias que dieron una reaccién positiva en la hibridacion, se
tomaron con un palillo estéril, se sembraron en 5 ml de medio LB-ampicilina y se incubaron a
37°C durante toda la noche. En aquellos casos en que la presencia de colonias muy préximas
no garantizaba haber realizado la siembra sélo con el clon positivo, se realizé un segundo
rastreo a partir de estos cultivos para aislar definitivamente los clones positivos. Para ello, se
aislaron colonias a partir de los mismos en placas de LB-ampicilina y seguidamente se realizé
un segundo rastreo siguiendo el mismo método que el utilizado para realizar el primero. De
igual modo, una vez identificados los clones positivos, se sembraron en 5 ml de medio LB-
ampicilina incubandose a 37°C. A partir de estos cultivos se purificaron los plasmidos de cada

uno de los clones positivos obtenidos tras el rastreo de la genoteca.

25.- INTERRUPCION GENICA EN C. albicans.

25.1.- Técnica de interrupcién secuencial de los dos alelos mediante el cassette
hisG::URA3::hisG.

Esta estrategia de interrupcion génica fue desarrollada inicialmente para S. cerevisiae

(Alani et al., 1987) y modificada posteriormente para su aplicacién en C. albicans (Cervera et

83



Aislamiento y caracterizacion de los genes UBI3 y UBI4 de C. albicans

al., 1998; Fonzi & Irwin, 1993), y obtener mutantes nulos con las dos copias de un
determinado gen interrumpidas. Este método emplea un "cassette" que consta del gen URA3
de C albicans flanqueado por repeticiones directas del gen hisG de Salmonella typhimurium.
Este "cassette" se empled para reemplazar la mayor parte de la region codificante del gen de
C. albicans a interrumpir, tal y como se describe en los apartados 1.6.A y 2.6.A de
"Resultados y Discusion". Dada la naturaleza diploide de las cepas de C albicans, el
procedimiento de interrupcion de un gen consiste basicamente en los siguientes pasos:

1) interrupcion de un alelo del gen en una cepa Ura”de C albicans (cepa CAl-
4) mediante la transformacidn integrativa con la construcciéon de interrupcion adecuada (el
"cassette" hisG::URA3::hisG flanqueado por los extremos 5'y 3' del gen a interrumpir).

2) eliminacion del gen URA3 de los transformantes Ura+ (con un alelo
interrumpido) para restaurar el fenotipo Ura-, lo que permite de nuevo el uso de URA3 como
marcador selectivo. Esto se consigue mediante recombinacidon intracromosomal entre las
secuencias hisG, lo que da lugar a la escision del marcador URA 3, y de una copia de kisG, con
lo que el alelo queda interrumpido por una copia de 4isG, tal y como se representa en la Fig.
I1.3. Los segregantes Ura" se seleccionaron en medio con acido 5-fluoroorotico (5-FOA) a
una concentracion de 0.1% (p/v) (Boeke et al, 1984), y con uridina para permitir su
crecimiento. En estas condiciones las
células Urat+ no crecen debido a la
toxicidad del 5-FOA. El producto del
gen URA3  (orotidina-5-fosfato-
descarboxilasa) transforma el acido
5-fluoroorodtico en 5S-fluorouracilo,
un compuesto toxico para la célula,
por lo que las cepas Ura+ mueren en
presencia de este compuesto.

3) interrupcion  del
segundo alelo del gen mediante una
estrategia similar a la seguida en la ORE deleen ey ARG URES
interrupcion del primer alelo.

Fig. IL.3. Recombinacién intracromosomal entre las
secuencias hisG del "cassette" de interrupcion secuencial
hisG::URA3::hisG. Véase texto para mas detalle.
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se muestra un diagrama esquematico del proceso de interrupcion

cassette" de interrupcién

1* transformacion

alelo 2 (interrumpido)

seleccion con 5-FOA

alelo 1

alelo 2 (interrumpido)

2" transformacién con el "casstte" de interrupcion

alelo 1 (interrumpido)

alelo 2 (interrumpido)

seleccion con 5-FOA

alelo 1 (interrumpido)

alelo 2 (interrumpido)

s B O RF del gen ainterrumpir H hisG B URA3
1 kb

Fig. 11.4. Diagrama esquematico del proceso de interrupcion secuencial de los dos alelos de un gen mediante
el empleo del "cassette" hisG::URA3::hisG. Véase texto para mas detalle.
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25.2.- Técnica de obtencién de un mutante nulo condicional a partir del mutante

heterocigético.

Esta técnica sirve para discemir si la imposibilidad de obtencion de un mutante nulo
para un determinado gen mediante la técnica descrita en el apartado anterior, es debida a una
baja eficiencia de transformacion, o bien a que el gen que se intenta interrumpir es esencial
para la viabilidad de C. albicans. Esta técnica permite la construccion, a partir del mutante
heterocigdtico para el gen en estudio, de una cepa en la que la tinica copia del gen esta bajo el
control de un promotor regulado estrictamente, lo que permite estudiar no s6lo el caracter
esencial del gen, en cuyo caso la cepa seria viable sé6lo en condiciones en las que el promotor
esté activado, sino que, en caso de no ser esencial, permite observar las consecuencias
fenotipicas de la ausencia de funcioén cuando la expresién del gen esté reprimida (Care ef al.,
1999) . El promotor regulable utilizado es el del gen MET3 de C. albicans. El gen homdlogo
de S. cerevisiae codifica para el enzima ATP sulfuro-liasa (ATP: sulfato adeniltransferasa, EC
2.7.7.4) que cataliza la producciéon de adenosina 5'-fosfosulfato (APS) a partir de sulfato
inorganico y ATP, el primer paso en la asimilacién de sulfato inorganico (Marzluf, 1997;
Thomas & Surdin-Kerjan, 1997). La expresion del gen MET3 es reprimida por metionina,
cisteina y por S-adenosil metionina (SAM), aunque la naturaleza del verdadero represor es
controvertida (Mountain et al., 1991; Ono et al., 1996; Thomas et al., 1989).

Esta metodologia utiliza el pldsmido pCaDis (véase apartado 5) que permite
interrumpir un gen y colocar simultineamente una copia intacta del mismo bajo el control del
promotor MET3. El procedimiento consiste basicamente en los siguientes pasos:

1) subclonar el extremo 5' del gen a interrumpir a continuacion del promotor
MET3 en el plasmido pCaDis

2) linearizacion del plasmido obtenido cortando dentro del fragmento 5' del gen
a interrumpir, bien utilizando un unico sitio de restriccibn o bien mediante PCR con
ologonucleétidos divergentes

3) recombinaciéon homdloga del plasmido linearizado con la copia intacta de la
cepa Ura™ heterocigética para el gen en cuestién, generando una copia completa del gen bajo
el control del promotor MET3, y quedando el extremo 5' del gen bajo el control del promotor
homélogo (Fig. I1.5).
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ipromotor del m ORF del gen — extremoS delaORF H promotor MET3 m URA3 [ 1 Amp*
1gen ainterrumpir a interrumpir del gen a interrumpir =1 r
1kb

Fig. 11.5. Diagrama del proceso de interrupcién para la obtencién de un mutante nulo condicional utilizando el
plasmido pCaDis para transformar integrativamente una cepa heterocigética para el gen en cuestion. Dianas de
enzimas de restriccion: B (BamHI), P (Pstl), H (Hindlll), E (£coRI), X (Xbal), S (Satl). Véase texto para mas
detalle.

La eliminacion del marcador URA3 por recombinacion de regiones homologas
(regiones 5' del gen), con la consiguiente reversion al mutante heterocigdtico (Ura-), debe
evitarse mediante el cultivo de la cepa transformante siempre en medio selectivo, sin uridina.

La represion completa del promotor MET3 requiere una combinacién de metionina 2.5

mM y cisterna 0.5 mM, aunque siempre hay una minima expresion basal (del 1%

aproximadamente) (Care ef al., 1999).

26.- TRANSFORMACION DE LEVADURAS.
26.1.- Transformacién rapida.
Este método se utilizd6 normalmente para la transformacion no integrativa de DNA

plasmidico en levaduras (C. albicans o S. cerevisiae). Se utiliz6 el método descrito por Elble

(1992). La cepa adecuada de levadura se cultivé en YPD a 28°C durante toda la noche, hasta
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alcanzar la fase tardia de crecimiento exponencial o la fase estacionaria de crecimiento. Las
células de 5 ml de medio de cultivo se recogieron por centrifugacion durante 5 min a 5.000
rpm, en tubos de microcentrifuga estériles. El sedimento celular se resuspendioé en 200 il de
tampon TE/LiAc/PEG, y se adicionaron 100 ug de DNA "carrier" (DNA de timo de temnera,
Sigma) desnaturalizado y 1 pg del DNA plasmidico que se deseaba introducir en la levadura.
A continuacion se adicionaron 0.5 ml de tamp6n TE/LiAc/PEG y se homogeneiz6 con ayuda
de un "vortex". La suspension se incubd toda la noche (16-20 horas) a temperatura ambiente
sin agitacion, y posteriormente las células se recogieron por centrifugacién (5 min a 5.000
rpm) y se lavaron con TE estéril. El sedimento celular se resuspendié en 200 pl de agua
destilada estéril y alicuotas de 100 pl se sembraron en placas de medio selectivo, incubandose

a 28°C hasta la aparicion de transformantes (2-5 dias).

® Tampén TE/LiA¢/PEG: Tris-HCl 10 mM pH 7.5, EDTA 1 mM, LiAc 0.1 M, PEGaono
40% (p/v).

26.2.- Transformacién mediante choque térmico.

Esta técnica se utiliz6 para la transformacion integrativa de C. albicans con DNA
exogeno. Se utilizo el método descrito por Sanglard et al. (1996), que se describe a
continuacién. Se sembr6 la cepa a transformar en 5 ml de YPD y se incubd durante toda la
noche a 28°C. El cultivo se diluy6 en 50 ml de YPD hasta una DOggo = 0.1, y se incubd a 28°C
hasta una DOgpo = 0.5 (10’ UFC/ml). A continuacién, las células se recogieron por
centrifugacion a 5.000 rpm durante 10 min a 4°C y se lavaron 2 veces con 10 ml de TE y una
vez con 1 ml de TE/LiAc recién preparado. El sedimento celular (5 x 10° UFC) se
resuspendi6 en 200 pl de TE/LiAc y se guardd en hielo hasta la transformacién. En un tubo de
microcentrifuga se afiadié por este orden: 300 pl de solucién PEG recién preparada, 50 pl de
la suspension de levaduras, 50 pg de DNA "carrier" (DNA de timo de ternera, Sigma)
desnaturalizado (en un volumen no superior a 5 pl), 20-30 ug del DNA plasmidico que se
desea introducir en la levadura linearizado (en un volumen no superior a 5 ul). Se mezcld por
inversién varias veces y se incub6é un minimo de 1 hora a 28°C. A continuacién se dié6 un
choque térmico en bafio de agua a 42°C durante 15 min, y tras enfriar a temperatura ambiente,

las células se recogieron por centrifugacién a 5.000 rpm durante 5 min. El sedimento celular
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se lavé con tamp6n TE y se resuspendi6 en 200 pl del mismo tampén. Se sembraron alicuotas
de 100 pl en placas de medio selectivo, que se imcubaron a 28°C hasta la aparicion de
transformantes (2-5 dias).

®» LiAc 10x : LiAc IM pH 7.5 (ajustado con 4cido acético).

® TE/LiAc (preparar justo antes de su uso): 2 ml TE 10x, 2 ml LiAc 10x, 16 ml agua.

~ % solucion PEG (preparar justo antes de su uso): 1.6 ml PEGae0 50% (p/v, esterilizado por
filtracién), 0.2 ml TE 10x, 0.2 ml LiAc 10x. |

26.3.- Seleccion de transformantes.

Los transformantes se seleccionaron por su crecimiento en medio minimo (SD)
suplementado con los requerimientos necesarios, detierminados por el genotipo de la cepa
empleada y la auxotrofia complementada por el DINA utilizado para transformar (medio

selectivo).
26.4.- Anilisis de los transformantes.

26.4.a.- Transformacién no integrativa.

1.- Comprobacién de los marcadores genéticos.
Para comprobar el fenotipo (auxotrofias) dle los transformantes, se observo el
crecimiento en medio minimo (SD) suplementado con todos los requerimientos necesarios,

excepto el que se examinaba cada vez.

2.- Test de estabilidad del plismido.

Esta prueba permite comprobar si un determinado caracter (pérdida de una auxotrofia)
se debe 6 no a la presencia de un plasmido. El método se basa en que al crecer el
transformante de interés en condiciones no selectivas (medio rico), el plasmido se pierde en
parte de la poblacién microbiana en cada divisién celular, de manera que la proporcién de
células sin plasmido aumenta en cada generacioén puesto que las células estin creciendo en
medio no selectivo y la presencia del plismido no les confiere ninguna ventaja en estas

condiciones. Por lo tanto, la deteccién de colonias sin un determinado marcador genético tras
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el crecimiento en condiciones no selectivas, indica la asociacién entre dicho marcador y el
plasmido.

Para ello, se sembrd el transformante a analizar en 5 ml de medio YPD, y se incubd
durante toda la noche a 28°C hasta fase estacionaria de crecimiento. De ese cultivo se tomaron
15 ul para inocular otros 5 ml de YPD, que se incubaron igualmente toda la noche a 28°C
hasta fase estacionaria de crecimiento. De este segundo cultivo se sembr6 por estria una placa
de YPD que se incub6 a 28°C hasta la aparicién de colonias (24 horas). Seguidamente se
realizaron réplicas en placas del medio selectivo adecuado y de medio rico (YPD). Las
colonias crecidas en YPD que no contengan el pldsmido, recuperan la auxotrofia
complementada por el mismo, y por lo tanto no son capaces de crecer en el medio selectivo. A
continuacién se calculd el porcentaje de células que habian perdido el plasmido, lo cual
depende del tipo de plasmido y de la cepa empleada.

26.4.b.- Transformacién integrativa: anailisis de la integracién de DNA exdgeno

en el cromosoma.

La integracion de DNA exdgeno en el cromosoma de C. albicans fue analizada
mediante reacciones de PCR con oligonucleétidos deducidos de la secuencia (tanto del DNA
insertado como de secuencias adyacentes al sitio de integracién). También se maﬁzé
mediante Southern blot, tras digestion del DNA cromosomal con enzimas de restriccion
adecuados, separacién de los fragmentos obtenidos en geles de agarosa, e hibridacion con la
sonda. En ambos casos, a partir del tamafio de los fragmentos amplificados y/o detectados con
la sonda, se puede demostrar el sitio de integracién del DNA exégeno.

27.- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD INVERTASA.

La actividad invertasa presente en la pared celular (espacio periplasmico) de la
levadura se determiné en células intactas (Gascon & Lampen, 1968; Mormeneo &
Sentandreu, 1982). Se trata de un enzima extracelular que hidroliza determinados aziicares
(como sacarosa y rafinosa) para utilizar los monosacaridos obtenidos como fuente de carbono

(Carlson, 1987; Gozalbo & del Castillo, 1994). Una unidad de actividad invertasa se define
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como la cantidad de enzima que hidroliza 1 pmol de sacarosa por minuto de reaccién. La
actividad relativa se expresa como mU invertasa/mg peso seco de células.

El método para determinar la actividad invertasa consiste en poner en contacto las
células con el substrato (sacarosa), de manera que si hay actividad invertasa extracelular, se
hidrolizaré la sacarosa en glucosa y fructosa. A continuacién la glucosa formada se cuantifica
mediante el método -de la glucosa-oxidasa, midiéndose a 540 nm el color desarrollado
(Gascon & Lampen, 1968; Mormeneo & Sentandreu, 1982). Las reacciones bioquimicas

responsables de la aparicién de color se indican a continuacién:

B-D-Glucosa + O; + H,O0 _GOD | Acido D-Glucénico + H,0,

H,0; + o-Dianisidina reducida POD H;0 + o-Dianisidina oxidada

(incolora) (roja)

El método seguido para determinar la actividad invertasa fue el siguiente: se recogio la
cantidad de células adecuada por centrifugacion durante 5 min a 5.000 rpm a 4°C.
Seguidamente, el sedimento celular se lavé varias veces con acetato potdsico 0.1 M pH 4.5
frio. A continuacién, se afiadieron al sedimento 80 ]l de ese mismo tampén y 20 pl de
sacarosa 0.5 M en tampén acetato. Se agitd bien y se incubd a 30°C en bafio de agua durante
el tiempo deseado en cada caso, para que actuara la invertasa. Posteriormente, se afiadieron 2
ml de la solucién C, recién preparada, y se sigui6 incubando durante 20 min a la misma
temperatura. Pasado ese tiempo, la reaccién se paré afiadiendo 2.5 ml de HCl 6 N. Las
muestras se centrifugaron para eliminar las células, y se midi6 la DO de los sobrenadantes a
540 nm.

Para poder determinar la cantidad de glucosa formada durante la reaccién, es necesario
construir una curva patrén con distintas cantidades de glucosa (0-140 pg). Ademas, la
cantidad de células empleada y el tiempo de reaccion, deben ajustarse con objeto de obtener
absorbancias dentro de escala. En caso de levaduras con poca actividad invertasa, se
recogieron muestras de 10 ml de cultivo y el tiempo de reaccion fue de 20 min. En el caso de
levaduras coh una actividad invertasa intermedia, se recogieron alicuotas de 0.5-1 ml y se

mantuvieron durante 10 min en contacto con la sacarosa. En el caso de levaduras con mucha
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actividad invertasa, se recogieron alicuotas de 0.25-0.5 ml de cultivo y el tiempo de reaccién
fue de 10 min.

®» Solucién C: mezcla de las soluciones A y B en proporcion 2:1.

®» Solucién A: 100 mi fosfato potisico 0.1 M pH 6.5, 600 U peroxidasa (POD) (Sigma),
1.300 U glucosa oxidasa (GOD) (Sigma).

# Solucién B: 100 ml fosfato potasico 0.1 M pH 6.5, 90 mg o-Dianisidina (Sigma).

28.- DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE SUPERVIVIENTES (VIABILIDAD
CELULAR) EN EXPERIMENTOS DE ESTRES TERMICO

28.1.- Medio de cultivo sélido.

Se utiliz6 este tipo de medio éuando la temperatura utilizada en el choque térmico
podia permitir el crecimiento de las células. Se crecieron las cepas a estudiar en diferentes
medios de cultivo a 28°C hasta fase exponencial o fase estacionaria, y se calculd la
concentracién de microorganismos (n° microorganismos/ml). A continuacién se hicieron las
diluciones adecuadas en cada caso para obtener una suspension en agua destilada estéril con
2000 UFC/ml. Alicuotas de 100 pl de esa suspensién (200 UFC) se sembraron, por triplicado,
en placas con el medio de cultivo adecuado y posteriormente las placas se sometieron a un
choque térmico a la temperatura deseada (38-40°C) durante diferentes tiempos. Tras el choque
térmico, las placas se incubaron a 28°C para permitir la formacién de colonias por las células
viables. Al cabo de 2-3 dias se contaron las colonias crecidas en cada una de las placas, se
hizo la media de los triplicados con su desviacion estindar y se calculd el porcentaje de
supervivientes tomando como valor de referencia (100% de supervivientes) el obtenido para
el tiempo 0 de tratamiento.

28.2.- Medio de cultivo liquido.
Se utilizé este tipo de medio cuando la temperatura de choque utilizada era lo

suficientemente elevada como para no permitir el crecimiento de las células, o bien cuando se

trabajé con células en fase estacionaria cuyo crecimiento se encontraba ya detenido. En todos
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los casos se comprobdé que no habia aumento de la poblacién microbiana durante el choque
térmico. Se crecieron las cepas a estudiar en diferentes medios de cultivo a 28°C hasta fase
exponencial o fase estacionaria, y se calculé la concentraciéon de microorganismos (n°
microorganismos/ml). A estos cultivos liquidos se les dié un choque térmico en bafio de agua
a la temperatura deseada y a diferentes tiempos de tratamiento se fueron tomando alicuotas
que se diluyeron para obtener una suspensién -en agua destilada- estéril con 2000 UFC/ml.

Alicuotas de 100 ul (200 UFC) de esas suspensiones se sembraron, por triplicado, en placas
Petri con el medio de cultivo adecuado que fueron incubadas a 28°C para permitir la
formacién de colonias por las células viables. Al cabo de 2-3 dias se contaron las colonias
crecidas en cada una de las placas, se hizo la media de los triplicados con su desviacién
estandar, y se calculd el porcentaje de supervivientes tomando como valor de referencia

(100% de supervivientes) el obtenido para el tiempo 0 de tratamiento.
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Resultados y Discusion

1.- AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DEL GEN UBI4 DE C. albicans.

1.1.- Rastreo de una libreria genémica empleando un ¢cDNA de poliubiquitina
como sonda.

lC<l)n 6bjet6 dé é.islé; llos' génés ciue' cédiﬁcésén brdteihaé rélaéioﬁadaé cdn ia ublqultma |
en C. albicans, se realizd un rastreo, en condiciones de baja astringencia, de una libreria
genémica construida a partir de DNA cromosomal de la cepa WO-1 de C. albicans en el
vector plasmidico pEMBLYe23 (Baldari & Cesareni, 1985), empleando como sonda el cDNA
de 0.9 kb de la poliubiquitina de C. albicans, previamente aislado y subclonado en el vector
plasmidico pGEM-T (Promega) (Sepiilveda et al., 1996a). .

Se analizaron aproximadamente unas 24.000 colonias (lo que representa
aproximadamente unas 8 vueltas al genoma), obteniéndose quince posibles clones positivos,
de los que tras un segundo rastreo se confirmaron trece verdaderos positivos.

1.2.- Anilisis del DNA cromosomal de los clones aislados.

Con objeto de examinar el nimero de clones diferentes de que disponiamos, se
purifico el DNA plasmidico de los trece clones aislados y se digiri6 con los enzimas de
restriccion HindIll y BamHI, para separar el inserto, correspondiente al fragmento genémico
aislado, del vector plasmidico mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. En todos los
clones se detectd6 un fragmento de 7.3 kb, correspondiente al vector pEMBLYe23,
encontrandose ademas, cuatro fragmentos (de 4, 2.3, 1.8 y 0.8 kb), en doce de los trece clones
analizados (Fig. III.1, calle 1), siendo, por lo tanto, el tamafio total del inserto genémico de
estos clones de unas 9 kb. En el clon restante se encontraron sélo dos fragmentos ademas del
correspondiente al vector plasmidico, (de 0.95 y 1.85 kb) (Fig. IIL.1, calle 2), siendo el tamafio
total del inserto genémico de 2.8 kb. Por lo tanto, de los trece clones positivos se tenian s6lo
dos distintos: doce pldsmidos de un mismo clon que contenia el fragmento de DNA de 9kb y
que se denominé pPRI, y el tnico plasmido del clon que contenia el inserto de 2.8 kb,

denominado pPR2.
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Fig. III.1. Analisis de restriccién del DNA plasmidico de los clones
positivos obtenidos tras el rastreo de la libreria gendmica con el cDNA de
la poliubiquitina como sonda. El DNA plasmidico (1 (ig) se digiri6 con
los enzimas de restriccion HindUl y BamH]I y los fragmentos obtenidos se
separaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. En la calle 1
se muestra el resultado obtenido en doce de los trece clones analizados
(pPR1); en la calle 2 se muestra el resultado obtenido en el clon restante
(pPR2). A la izquierda se muestra la migracion de los estandares de peso

molecular (DNA del fago Xgtl 1 digerido con los enzimas de restriccion
EcdKLy HindUl).

Con el fin de averiguar si los dos clones diferentes correspondian al mismo gen o a
genes distintos, se purificaron ambos plasmidos y se procedié a determinar los mapas de
restriccion de los mismos. Para ello se hicieron digestiones simples, con diferentes enzimas
de restriccion, y dobles, con distintas combinaciones de éstos, y a continuacidén se analizaron
los fragmentos de DNA resultantes (Fig. 1.2 A y C), construyéndose los mapas de
restriccion de ambos insertos genoémicos (véase Fig. 1I1.3 A y Fig. 111.30 A). La determinacion
de las bandas o fragmentos que hibridaron con la sonda de cDNA utilizada en el rastreo,
permitid localizar los genes dentro de los insertos correspondientes (Fig. II1.2 B y D). Los

resultados obtenidos permitieron concluir que se trataba de dos genes diferentes.

1.2.a.- Mapa de restriccion de pPRI.

Como se ha citado anteriormente, se determind el mapa de restriccién del inserto
genomico de pPRI1. Dicho inserto contiene tres sitios de corte Hindlll, ademas del presente en
el sitio multiple de clonaje del vector (Fig. II1.3 A).

El analisis mediante Southern blot de los fragmentos de restriccion que hibridaban con
la sonda de cDNA, permiti6 localizar el gen en el fragmento de restriccion HindUIl/HindUI de
1.8 kb (Fig. II1.2 B, calle 1). La correcta ubicacion de los sitios de restriccion ii/wdlll dentro
del inserto gendmico, asi como la orientacion del gen se determind mediante PCR, utilizando

el oligonucleotido universal de pUC/M13 "reverse” (que hibridaba en el extremo HindU! del
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Fig. III.2. Analisis mediante Southern blot de pPR1 y pPR2. El DNA plasmidico de pPRI y pPR2 (1 |ig) se
digirié con distintos enzimas de restriccion, los fragmentos obtenidos se separaron mediante electroforesis en
geles de agarosa al 0.8% (A, C) y se analizaron mediante Southern blot con la sonda de cDNA de la
poliubiquitina (B, D). Los paneles A y B corresponden a pPRI (calle 1: Hindlll; calle 2: Hindlll/BamHI; calle
3. BamHI; calle 4: BamHIIEcoBI; calle 5: £coRI; calle 6: £coRl//z>?dIII; calle 7: Sall; calle 8: Sail/EcoKlI; calle
9: Pstl; calle 10: Xbal). Los paneles Cy D corresponden a pPR2 (calle 1: HindUI; calle 2: HindllVBamHI, calle
3. BamHI; calle 4. BamHVEcoRI; calle 5: £coRI; calle 6: £coRI//mdIll; calle 7: XhoVHindlll; calle 8:
XhoUBamiHI; calle 9: Xhol; calle 10: XhoUEcoRI). En el centro se muestra la migracion de los estandares de
peso molecular.

vector pEMBLYe23) y los oligonucleotidos 3F3 y 3R3 deducidos de la secuencia (véase tabla
IIL. 1), obteniéndose un amplificado de 1.9 kb en el primer caso y ausencia de amplificado en
el segundo. Por lo tanto, la zona del promotor del gen correspondia al extremo BamHI del
inserto gendémico del plasmido (dicha informacidon no se obtiene por la secuenciacion del gen

debido a que se secuencio solo el fragmento Hindll/Hindlll de 1.8 kb).
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Fig. 1I[.3. Panel A: Mapa de

restriccion  del fragmento de A B X H W uUBx u XH
DNA genomico de C. albicans
clonado en el plasmido pPRI. La
region codificante (ORF) del gen
UBI4 aparece en color azul. La

flecha indica el mRNA trans- B H  UBMi H

crito. Dianas de enzimas de = omam 1 1 PPR3

restriccion:  H  (Hindlll), X PN 1302 - pUCIS

(Xbal), B (BamHI). Panel B: o

Estrategia de secuenciacion del A1 pUCMI3 ()

gen UBH4. Las flechas indican el *irs

inicio, la direccion y la longitud .

de los tramos secuenciados. Los Y n3R; He

oligonucledtidos empleados se
describen en la tabla III. 1.

Para confirmar el mapa de restriccion, se realizo un analisis del DNA cromosomal de
C. albicans ATCC 26555 mediante Southern blot, empleando como sonda el ¢cDNA de la
poliubiquitina, en condiciones de hibridacion estrictas y no estrictas (Fig. 111.4). En todas las
digestiones realizadas se obtuvieron dos sefiales de hibridacion, excepto para Pst/ que di6 una

sefial unica (Fig. lIl.4 A, calle 5), y Hindlll que di6 tres sefiales (Fig. II1.4 A, calle 1), en

21.2 —

51— 5.1-
4.2- 4.2-
35— 35
20- 20

1.5- 15—
1.3- 1.3-
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05 -

Fig. 1I1.4. Analisis mediante Southern blot de DNA cromosomal de C. albicans ATCC 26555. Cada calle
contiene 10 fig de DNA cromosomal digerido con Hindlll, BamHI, EcoRV, EcoRl, Xbal, Sali, y Pstl (calles 1-7
respectivamente). Como sonda se utiliz6 el fragmento de 0.9 kb de cDNA de la poliubiquitina de C. albicans, en
condiciones de hibridacion no estrictas (panel A) y estrictas (panel B).
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condiciones de hibridacién no estrictas. Estos resultados indican que en el genoma de C.
albicans se encuentran otras secuencias que codifican proteinas relacionadas con la
ubiquitina, ademas de la poliubiquitina. En condiciones de hibridacién estrictas (Fig. II.4 B)
s6lo se obtuvo una sefial de hibridacién para cada digestion, excepto para HindIIl que dié dos
sefiales. Estos resultados indican la existencia de una séla copia del gen de la poliubiquitina
en el genoma de C. albicans; y que la cepa de C. albicans ATCC 26555 presenta un
polimorfismo de restriccién, encontrindose cada alelo del gen en un ﬁagme_ntp Hz’ndIII
| divfer‘envtezr uﬁo de .l 8 kb, quc cbnéuefdé con el mapa de restriccion obtenido para el fragmento
clonado de la cepa WO-1 de C. albicans, y otro de 4.2 kb, que también concuerda con el
mapa de restriccion obtenido si eliminamos uno de los sitios de restriccion HindIIl. Por lo
tanto, pPR1 contiene el gen de la poliubiquitina de C. albicans, que se denominé UBI4, de

acuerdo con la nomenclatura utilizada en S. cerevisiae.
1.2.b.- Secuenciacién del gen UBI4 y anilisis de la secuencia.

El fragmento HindIll de 1.8 kb del plismido pPR1 que contenia el gen de interés
(UBI4) se subclond en el sitio HindIll del plasmido pUC18, obteniéndose un nuevo pldsmido
que se denominé pPR3.

La doble cadena del fragmento de 1.8 kb que contiene el gen se secuencid
completamente, empleando en primer lugar los oligonucledtidos universales de pUC/M13
"forward" y "reverse", y posteriormente, nuevos oligonucleétidos sintéticos, deducidos de la
region secuenciada (tabla IIL.1). La estrategia de secuenciacion se indica en la figura II1.3 B.

La regién secuenciada consta de 1.791 pb y contiene el gen UBI4 y sus secuencias:
adyacentes. Su andlisis demostr6 la existencia de un marco abierto de lectura de 687
nucleétidos que codifica los 229 aminodcidos de la poliubiquitina de C. albicans. Dicha
proteina estd formada por tres subunidades idénticas de ubiquitina, de 76 aminoacidos cada
una, unidas directamente cabeza-cola, sin espacios intermedios, teniendo la Gltima subunidad
un aminoicido de més en el extremo C-terminal. Esta organizacién concuerda con el
fragmento de cDNA de poliubiquitina previamente caracterizado por nuestro grupo, y
empleado como sonda (Sepulveda et al., 1996a).
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LOCALIZACION
NOMBRE SECUENCIA EN LA SECUENCIA
GENOMICA

extremo 5° | extremo 3’
IF2 GTCGTGACCTTACGTACAGCACAC -220 - 197
3F3 CGCCGGTAAACAATTAGAAGATGGC 135 159
3FS CATATATATACAAATCTACAAGCAATGC -24 4
3R3 GTTGTAGTCAGACAAGGTTCTACC 408 385
3R2 GTTTAGGCGAAAACTAAAGTTTGCC 917 893
3RS GCAGCAATGATTATAAAAAATTAGAAACC 710 682

Tabla ML1. Oligonucledtidos sintéticos utilizados como cebadores en la secuenciacién del gen UBI4 de C.
albicans. La posicién de los extremos 5' y 3' est4 numerada respecto al sitio de inicio de la traduccién. Nétese
que los oligonucleétidos F y R hibridan con cadenas complementarias.

La secuencia de aminoédcidos codificada por cada subunidad de ubiquitina del gen
UBI4 de C. albicans es idéntica a la codificada por la ubiquitina de S. cerevisiae, lo que
confirma que se trata de una proteina extremadamente conservada entre especies (Finley &
Chau, 1991; Finley & Varshavsky, 1985; Ozkaynak et al., 1987). El gen UBIH4 de S.
cerevisige contiene cinco subunidades de ubiquitina en Ilugar de las tres que tiene el gen en C.
albicans, y el aminoécido extra que presenta la Gltima ubiquitina del gen UBI4 en su extremo
carboxi-terminal también es diferente, siendo fenilalanina en C. albicans y asparagina en S.
cerevisige. Se ha descrito que este ltimo aminoécido difiere en poliubiquitinas de diferentes
especies (Finley & Varshavsky, 1985; Ozkaynak et al., 1987). El uso de codones del gen
UBI4 en C. albicans (Tabla IIL.2), sigue el patron descrito para los genes muy expresados
(Lloyd & Sharp, 1992), lo que indica preferencia por aquellos codones que son traducidos
mas eficientemente (Bennetzen & Hall, 1982; Ikemura, 1982; Sharp et al., 1986). La
secuencia del gen UBI4 de C. albicans (Fig. I11.5) se encuentra depositada en la base de datos
del GenBank/EMBL con el niimero de acceso Y17558.

Tabla IIL2. (Pigina siguiente). Uso de codones del gen UBH4 de C. albicans. Se muestra el niimero de veces
que aparece cada codén y el uso relativo en %.
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AMINOACIDO | CODON | N° | USO (%) | AMINOACIDO | CODON | N° | USO (%)
Arg (R) 12 Gly (G) 18
AGA 12 100 GGA 0
AGG 0 GGC 2 11,1
CGA 0 GGG 0
CGG 0 GGT 16 88,8
CGT 0
CGC 0 Val (V) 12
GTA 0
| Ser (S) - B 15 GTC - 7| 583
TCA 0 GTG 0
TCC 3 20 GTT 5 41,6
TCG 0
TCT 12 80 Ghn (Q) 18
AGT 0 CAA 18 100
AGC 0 CAG 0
CTG 0
His (H) 3
Asn (N) 6 CAC 1 333
AAT 0 CAT 2 66,6
AAC 6 100
Leu(L) 27
Lys (K) 21 CTA 0
AAA 16 76,2 CTC 0
AAG 5 23,8 CTT 0
TTA 10 37
Met (M) 3 TTIG 17 63
ATG 3 100 1pro p) 6
CCA 6 100
Ile (I) 21 cceC 0
ATA 0 CcCG 0
ATC 13 61,9 CCT 0
ATT 8 38,1
Thr (T) 21 Tyr (Y) 3
ACA 0 TAC 3 100
ACC 8 38,1 TAT 0
ACG 0
ACT 13 61,9 |Cys(C) 0
TGC
Ala (A) 3 TGT
GCA 0
GCC 2 66,6 | Trp (W) 0
GCG 0 TGG
GCT 1 333
Phe (F) 7
Asp (D) 18 TTC 5 714
GAC 11 61,1 TTT 2 28,5
GAT 7 38,8
Glu (E) 15
GAA 15 100
GAG 0
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573 GCCAAGCTTAATTTGTTATTCAA
Hindlll
550 TTGCTAATAAGATCGAAGAGGTTATGAACACAACTATTTCATACATTGGG
- 500 TAGGTCATTCATATCAATTGATAGATGCAAGCTAATTGGAATGAAAAATC
- 450 CATCTTGTATCAAAACCCTTTGTTCCTCATAGTTAATCCGACTAAAGAAG
- 400 TGTTTTTTTTTTCTTTTCTTITTTTGCTATATCCTAGTTGCCTTAACGACA
- 350 GTAATAGTTAAAGCGTTGGAAAGTAATGGTGAACTCGAACCATTTGGTTG
- 300 ACGCTGACGATTAATAATGTGAATTTCTTTTTTTTTTGCTTATAGTAATT
- 250 GGTTTGTTTTGTTGTCTAAATTAAGAAAATGTCGTGACCTTACGTACAGC

- 200 ACACACATACCACTGTCCGTGCACTGACCAACAACAATGCGGTGTTAATC
- 150 GATAACCAAAGATTATAAATAGGGGGTGGAAGGTCGCCCCTGTTTGAAAT
- 100 GAATCAACACACCTTTTTTTTTCTTCTTGCTTTTTCTTTCTATTTTACAT

-50 TACAAATTCTGACAATCGTCAACTAACATATATATACAAATCTACAAGCA

1 ATG CAA ATT TTC GIT AAA ACT TIG ACT GGT AAA ACC
1 M 0 I F \% K T L T G K T

37 ATT ACC TTA GAA GIC GAA TCT TCT GAC ACC ATC GAT
13 I T L E \% E S S D T I D

73 AAC GTC AAA TCC AAG ATC CAA GAC AAA GAA GGT ATT
25 N A% K S K I Q D K E G I

109 CCA CCA GAC CAA CAA AGA TTG ATT TTC GCC GGT AAA
37 P P D Q Q R L I F A G K

145 CAA TTA GAA GAT GGC AGA ACC TTG TCT GAC TAC AAC
49 Q L E D G R T L S D Y N

181 ATC CAA AAA GAA TCT ACT TTA CAT TTG GTT TTA AGA
61 I Q K E S T L H L v L R

217 TTG AGA GGT GGT“ATG CAA ATC TTT GTT AAA ACT TTA
73 L R G G M Q I F v K T L

253 ACT GGT AAG ACT ATC ACT TTG GAA GTC GAA TCT TCT
85 T G K T 1 T L E v E S S

289 GAC ACC ATC GAT AAC GTC AAA TCC AAG ATC CAA GAC
97 D T I D N A% K S K I Q D
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GGT ATT CCA CCA GAT CAA CAA AGA TTG ATT
G I P P D Q Q R L 1

GGT AAA CAA TTA GAA GAT GGC AGA ACT TTG
G K Q L E D G R T L

TAC AAC ATC CAA AAA GAA TCT ACT TTA CAT

TTA AGA TTG AGA GGT GGT "ATG CAA ATC TTT
L R L R G G M Q I F

ACT TTA ACT GGT AAG ACT ATC ACT TTG GAA
T L T G K T I T L E

TCT TCT GAC ACC ATC GAT AAC GTC AAA TCC
S S D T I D N A% K S

CAA GAC AAA GAA GGT ATT CCA CCA GAC CAA
Q b X E G 1 P P D Q

TTG ATT TTC GCT GGT AAA CAA TTA GAA GAT
L I F A G K Q L E D

ACC TTG TCT GAC TAC AAC ATC CAA AAA GAA
T L S D Y N I Q K E

TTG CAC TTG GTC TTG AGA TTG AGA GGT GGT
L H L v L R L R G G

TTTTTTATAATCATTGCTGCTAAATAGTTTTGTTTTATAGAC

TAGGCTTTAATTTATTATGAGGGTCCAATTCAGGTCCCATTGATTATGAG

AGTATCTTACATTTGTACTATAATAATTTTTTTTCAGCTTAAACTGACAT

TTATAAACTCTATAAAGAATTGATTGATAATTGTGTGCATGAAATGCAAA

TGTTGGTATTGGCAAACTTTAGTTTTCGCCTAAACTCATTTTTTTCTTCT

TCTGTTGTAAAACCAAAATTTTGCCACTATTTTTACTTTTACCAAAAACA

CCTAAAAACAACCAAAACTTCTCCTTACTTATGTCTTCTCAAGAATTAGC

TTTGGTTAATAAGGTAGAGCTTAGAATAGCTTTAGCTGAAAACGACAAGC

AATTCGAGAATGCCTTAAACATATATCTTGCTCCAGTCCTATTAAAGTTA
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1133 GCCAGTCCTCACATTGAAGTGAGACAAGCTGTACTCAAAATCATTCAGCA

1183 TATAGTACCAAGAATAACGGCAGCAAGGACAATTAAACTCCCAGTGGAAG
HindIIl
1233 CTT

Fig 11LS. Secuencia nucleotidica del gen UBI4 de C. albicans y regiones adyacentes, introducida en la base de
datos del GenBank/EMBL con el nimero Y17558. La secuencia esta numerada respecto al lugar de inicio de la
traduccién. En la zona promotora se muestra una posible caja TATA (en color rojo y subrayada), una zona rica
en CT seguida por la secuencia CAAG (en color verde y subrayado), dos elementos de respuesta a estrés (STRE)
(en color violeta y subrayados) y una secuencia cosenso de unién del complejo HAP (subrayada). El codén de
terminacion de la traduccion se indica con un asterisco. Las posibles sefiales de terminacién de la transcripcién y
poliadenilacion se muestran subrayadas. La secuencia de aminoacidos de la proteina codificada se indica con el
c6digo de una sdéla letra, numerandose desde el coddn de inicio de la traduccidn. El extremo carboxi-terminal de
cada secuencia de ubiquitina (glicina) esta indicado con una flecha vertical. El aminoacido extra en el extremo
carboxi-terminal de la ultima ubiquitina se indica en color azul. La posicién de los sitios de restriccion HindIIl
que flanquean la regién secuenciada también se indican. Los sitios de restriccién Clal dentro de la secuencia
codificante, se indican en rojo. Los extremos 5' y 3' del cDNA de 0.9 kb empleado como sonda estan sefialados
con flechas horizontales (-16, 782).

Las secuencias nucleotidicas de las diferentes subunidades de ubiquitina difieren unas
de otras en unas pocas bases (Fig. II1.6), obteniéndose una homologia del 93-96% al comparar
las tres subunidades entre si. Entre la primera y segunda ubiquitina se encontraron 10
diferencias nucleotidicas (homologia del 95.6%), 9 diferencias entre la segunda y la tercera
(homologia del 96%), y 15 diferencias entre la primera y la tercera copia de ubiquitina
(homologia del 93.4%). Curiosamente, estas diferencias estin desigualmente distribuidas, de °
manera que las encontradas entre la primera y segunda secuencia de ubiquitina se encuentran
localizadas principalmente (8 de 10) en el extremo 5' de la secuencia; las diferencias entre la
segunda y la tercera copia se encuentran en la mitad 3' de la secuencia, concentrandose en el
extremo 3' (5 de 9); y las diferencias entre la primera y la tercera se concentran en ambos
extremos: 8 de 15 en el extremo 5'y 6 de 15 en el extremo 3" Todas las diferencias se
encuentran légicamente en sitios que no afectan al aminoacido codificado (cambios
silenciosos). La distribucién heterogénea de diferencias nucleotidicas (mutaciones
espontéineas) entre secuencias repetidas de la regién codificante y, por lo tanto, la divergencia
entre distintas partes de un mismo gen, puede sugerir posibles mecanismos que dieron lugar a
su aparicion. Del mismo modo, el estudio de la distribucién de diferencias nucleotidicas
espontdneas en la secuencia de ubiquitina de diferentes genes podria ayudar a establecer
posibles relaciones filogenéticas para la familia de genes de ubiquitina de levadura (véase
apartado 2.2.c), tal como ya se ha realizado previamente para otras familias de genes de

levadura (Hohmann & Gozalbo, 1989).
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UBI4 (1) ATG CAA ATT TTC GIT AAA ACT TIG ACT GGI AAA ACC
UBI4 (2) ATG CAA ATC TTIT GIT AAA ACT TTA ACT GGI AAG ACT
UBI4 (3) ATG CAA ATC TTT GIT AAA ACT TTA ACT GGI AAG ACT

UBI4 (1) ATT ACC TTA GAA GIC GAA TCT TCT GAC ACC ATC GAT
UBI4 (2) ATC ACT TTG GAA GTC GAA TCT TCT GAC ACC ATC GAT
UBI4 (3) ATC ACT TIG GAA GIC GAA TCT TCT GAC ACC ATC GAT

UBI4 (1) AAC GIC AAA TCC AAG ATC CAA GAC AAA GAA GGT ATT
UBI4 (2) AAC GIC AAA TCC AAG ATC CAA GAC AAA GAA GGT ATT
UBI4 (3) AAC GTC AAA TCC AAG ATC CAA GAC AAA GAA GGT ATT

UBI4 (1) CCA CCA GAC CAA CAA AGA TIG ATT TTC GCC GGT AAA
UBI4 (2) CCA CCA GAT CAA CAA AGA TTG ATT TTC GCC GGT AAA
UBI4 (3) CCA CCA GAC CAA CAA AGA TTG ATT TTC GCT GGT AAA

UBI4 (1) CAA TTA GAA GAT GGC AGA ACC TTIG TCT GAC TAC AAC
UBI4 (2) CAA TTA GAA GAT GGC AGA ACT TTIG TCT GAC TAC AAC
UBI4 (3) CAA TTA GAA GAT GGT AGA ACC TIG TCT GAC TAC AAC

UBI4 (1) ATC CAA AAA GAA TCT ACT TTA CAT TTIG GIT TTA AGA
UBI4 (2) ATC CAA AAA GAA TCT ACT TTA CAT TIG GIT TTA AGA
UBI4 (3) ATC CAA AAA GAA TCT ACC TTG CAC TIG GIC TTG AGA

UBI4 (1) TTG AGA GGT GGT
UBI4 (2) TTG AGA GGT GGT
UBI4 (3) TTG AGA GGT GGT TTC

Fig. I11.6. Comparacion de las tres secuencias de ubiquitina del gen UBI4 de C. albicans. Las diferencias
nucleotidicas encontradas en solo una de las tres secuencias estan indicadas en color rojo. Notese que la tercera
copia de ubiquitina contiene un codén adicional.

El analisis de la zona promotora permitié la identificacion de una posible caja TATA
(Guéarante, 1984; Struhl, 1987) situada en la posicion -137 con respecto al inicio de la
traduccion (Fig. 1IL.5), que podria actuar como sefial de iniciacion de la transcripcion.
Ademas, se identificd en la posicion -89 una zona rica en CT seguida, a cierta distancia, por la
secuencia CAAG en la posiciéon -6, elementos que forman una secuencia nucleotidica bipartita
encontrada en la region promotora de muchos genes de levadura (Dobson et al., 1982; Klebl
& Tanner, 1989). En las posiciones -130 y -114 se han identificado secuencias consenso
(AGGGG y CCCCT) de elementos de respuesta a estrés (STRE), encontradas en los
promotores de varios genes (Cervera et al, 1998; Ruis & Schiiller, 1995), entre ellos el gen
UBI4 de K lactis (Bao & Fukuhara, 2000); otro elemento conocido de respuesta a estrés, el

HSE (CNNGAANNTTCNNG), sitio de union del factor de transcripcion HSF (heat shock
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factor) (Wu, 1995), encontrado en el promotor de genes de levadura inducibles por choque
térmico (Mager & Moradas-Ferreira, 1993), incluyendo el gen UBI4 de S. cerevisiae
(Ozkaynak et al., 1987; Watt & Piper, 1997), no se encuentra en el de C. albicans, ni en el de
K. lactis (Bao & Fukuhara, 2000). Por otro lado, en la posicion -253 se encuentra la secuencia
ATTGGT, que también se encuentra en el promotor del gen UBI4 de K. lactis (Bao &
Fukuhara, 2000), que corresponde a la secuencia consenso (TNA/GTTGGT) de unién del
complejo HAP2/HAP3/HAP4 (Hahn & Guarente, 1988), complejo activador heteromérico
que regula la expresion de algunos genes en respuesta a oxigeno y/o grupos hemo (Chantrel et
al., 1998; Zitomer & Lowry, 1992).

En la regién 3' no traducida, aparecen las secuencias TAG..TAGG.. TTT, en las
posiciones 715, 733 y 738, presentes en muchos genes de levadura, y que actuan como
posibles sefiales de terminacién de la transcripcion y poliadenilacién del mRNA (Maneu et

al., 1996, 1997; Zaret & Sherman, 1982) (Fig. IIL.5).

1.3.- Analisis mediante Northern blot de la expresion de UBI4 en C. albicans.

La expresion del gen UBI4 en distintas condiciones ambientales se determiné en la
cepa C. albicans ATCC 26555 mediante analisis por Northern blot, utilizando como sonda el
cDNA de la poliubiquitina (Sepiilveda et al., 1996a). En todos los casos estudiados se detectd
un sdlo transcrito de aproximadamente 1 kb, cuyo tamafio concuerda con los datos obtenidos
en la secuenciaciéon de UBI4, aunque en ocasiones también se detectaba una sefial débil de 0.6
kb correspondiente al mRNA transcrito de otros genes UBI (UBI3 probablemente, véase
apartado 2.3).

1.3.a.- Transicién morfolégica levadura-micelio.

En primer lugar se estudié la expresion del gen UBI4 de C. albicans en las dos
morfologias del hongo: levadura y micelio. El transcrito detectado fue similar
Cuantitativamente en ambas morfologias, obtenidas a partir de células en reposo metabdlico
tras cuatro horas de incubacién, a 28°C (levadura) y 37°C (micelio) en medio de Lee (Fig.

II1.7, calles 4 y 8).
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Como ya se ha comentado, la ubiquitina es un componente esencial del sistema de
respuesta a estrés en levaduras, y la poliubiquitina estd considerada como una proteina de
choque térmico cuya sintesis aumenta en respuesta a estrés (Finley et al,, 1987; Fraser et
al., 1991; Mager & Moradas-Ferreira, 1993). Debido a que el método empleado para inducir el
tubo germinativo (Casanova et al., 1989), implica un cambio brusco de temperatura desde
levaduras en reposo metabolico (mantenidas al menos 24 h a 4°C), bien a 28°C para obtener
levaduras, o a 37°C para inducir el tubo germinativo, se decidi6 determinar la expresion de
UBI4 durante este proceso.

Para ello, se obtuvo RNA a distintos tiempos (0, 15 y 90 min) durante el proceso de
transicion morfologica a partir de células en reposo metabdlico incubadas en medio de Lee a
28°C (levadura) y a 37°C (micelio). Dicho RNA se analiz6 mediante Northern blot con el
cDNA de la poliubiquitina como sonda. Como puede observarse en la figura III.7, se
detectaron transcritos cuantitativamente similares en todos los casos, lo que indica que los
niveles de mRNA de UBI4 se mantienen constantes durante ambos procesos, tanto en el
crecimiento levaduriforme a 28°C, como en la induccion del tubo germinativo a 37°C. Estos
resultados podrian explicarse por el hecho de que se parte de células que se encuentran ya
estresadas por estar en ayuno metabolico (24 h a 4°C en agua), y por tanto deben tener una
expresion relativamente elevada del gen UBH4 (Finley et al., 1987; Fraser et al., 1991), o bien,
a que este tratamiento no representa realmente un estrés térmico, ya que C albicans crece
bien a ambas temperaturas (28°C y 37°C). De hecho, los imitantes ubi4 de S. cerevisiae son
hipersensibles al ayuno metabolico, lo que indica que la poliubiquitina es necesaria para la
supervivencia en estas condiciones (Finley er al, 1987). El choque térmico en estas
condiciones supone pues unas condiciones de estrés anadido, que no permiten ver diferencias

significativas en los niveles de mRNA de UBH.

Fig. IXL7. Anifisis de la expresion de UBI4 mediante
Northern blot en la cepa C albicans ATCC 26555 durante
la transicion morfologica levadura-micelio. Cada calle
contiene 6 pg de RNA total obtenido tras incubacion de
células en reposo metabodlico, en medio de Lee, a 28°C
para obtener levadura (calles 1-4), y a 37°C para obtener
micelio (calles 5-8). EIl RNA total se purifico a partir de las
células después de 15 min (calles 2 y 6), 90 min (calles 3 y
7) y 3 h (calles 4 y 8) de incubacion, asi como a partir de
células en reposo metabolico antes de la incubacion (calles
1y 5)- Como sonda se utilizo el fragmento de 0.9 kb de
cDNA que codifica la poliubiquitina de C. albicans (panel
B). En el panel A se muestra el gel tefiido con bromuro de
etidio para visualizar los rRNAs (25S y 18S).
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1.3.b.- Efecto del estrés nutricional.

Debido a que el estudio de la expresion del gen UBI4 de C albicans durante el
proceso de transicion morfoldgica levadura-micelio implica someter a las células a
condiciones de ayuno metabolico (estrés nutricional), se procedi6 a estudiar a continuacion, la
expresion del gen en dichas condiciones.

El efecto del estrés nutricional se determino a partir de RNA de células levaduriformes
en fase tardia de crecimiento exponencial a 28°C en medio de Lee, células mantenidas durante
3 h a 37°C en agua estéril, y células mantenidas posteriormente durante 24 h a 4°C también en
agua estéril. En todos los casos se detectaron niveles de transcrito similares al hibridar las
muestras con el cDNA de UBI4 (Fig. 1I1.8), aunque los niveles de mRNA detectados en
levaduras en fase exponencial tardia, parecian mayores que los que se detectaron en células en
fase temprana de crecimiento exponencial (véase Fig. I11.9). Esto puede deberse al diferente
momento de la fase exponencial de crecimiento (fase temprana o tardia) en que se recogieron
las células, puesto que podria ocurrir algo parecido a lo descrito en S. cerevisiae, donde UBI4
es inducido bajo condiciones de alta densidad celular (Finley et al., 1987, Tanaka et al.,
1988). La expresion del gen UBI4 en C. albicans en la fase exponencial tardia de crecimiento,
seria, por lo tanto, superior a la de las células al principio de la fase exponencial,
permaneciendo estables estos niveles durante el estrés nutricional. Un posible aumento no
seria detectado mediante Northern blot, puesto que se parte de células con una expresion
elevada, y por otra parte los niveles de ubiquitina libre en condiciones de reposo metabolico
no se depleccionan a alta velocidad, por lo que no cabe esperar un aumento importante de

expresion de UBI4 (Finley et al., 1987).

A

Fig. II1.8. Efecto del ayuno metabdlico sobre los niveles
258 — de mRNA de UBI4: analisis mediante Northern blot.
Cada calle contiene 6 |ig de RNA total de la cepa C
albicans ATCC 26555. Dicho RNA se obtuvo a partir de
células levaduriformes en fase tardia de crecimiento
exponencial (DOéoo = 0.75) a 28°C en medio de Lee

18S —

(calle 1), mantenidas posteriormente durante 3 h a 37°C

B en agua estéril (calle 2), y posteriormente durante 24 h a
1 2 3 4°C también en agua estéril (calle 3). Como sonda se

kb utilizo el fragmento de 0.9 kb de cDNA que codifica la

poliubiquitina de C. albicans (panel B). En el panel A se
muestra el gel tefiido con bromuro de etidio para
visualizar los rRNAs (25S y 18S).
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Esta observacion indica que la ausencia de aumento significativo de mRNA durante la
transicion morfolégica levadura-micelio (Fig. II1.7) se debe a que las células de partida
presentan niveles elevados de mRNA de UBI4, posiblemente debido no a las condiciones de
estrés nutricional, sino a que se trata de células en la fase tardia de crecimiento exponencial.

No obstante, no puede descartarse un aumento transitorio de los niveles de mRNA
durante etapas iniciales del proceso. En cualquier caso, los resultados obtenidos indican que

los niveles de mRNA de UBI4 se mantienen estables en condiciones de estrés nutricional.

1.3.C.- Efecto del estrés térmico.

A continuacién se determiné el efecto de distintos choques térmicos sobre los niveles
de mRNA transcrito a partir del gen UBI4.

Para ello, en primer lugar, se obtuvo RNA a partir de células levaduriformes en fase
exponencial temprana de crecimiento tras ser sometidas durante 0, 5, 15 y 30 min a un choque
térmico de 28°C a 42°C, y de 28°C a 23°C, respectivamente. El anélisis mediante Northern
blot de las distintas muestras de RNA hibridadas con la sonda de cDNA de la poliubiquitina,
mostré un aumento transitorio de los niveles de mRNA de la poliubiquitina tras ambos
choques térmicos (Fig. I11.9). Los mayores niveles de mensajero se detectaron tras 5 minutos
de choque térmico, decreciendo la sefial en las muestras posteriores, mientras que la sefial
encontrada a tiempo 0 (células en fase exponencial de crecimiento) fue débil. Estos resultados

confirman que en C. albicans, la poliubiquitina es una proteina de choque térmico, cuya

A Fig. IIL9. Efecto del estrés térmico sobre la expresion
de UBI4: analisis mediante Northern blot. Cada calle
contiene 6 |ig de RNA total de la cepa C. albicans

255 ATCC 26555. Dicho RNA se obtuvo a partir de
células levaduriformes cultivadas a 28°C en YPD
188 hasta fase exponencial de crecimiento (D 0 600= 0.35)y

sometidas posteriormente a un choque térmico de
28°C a 23°C (calles 1-4), y de 28°C a 42°C (calles 5-
B 8), durante Smin (calles 2 'y 6), 15 min (calles 3y 7) y
30 min (calles 4 y 8), asi como de células antes del
choque (control) (calles 1y 5). Como sonda se utilizo
1kb— el fragmento de 0.9 kb de cDNA que codifica la
poliubiquitina de C. albicans (panel B). En el panel A
se muestra el gel teflido con bromuro de etidio para
visualizar los rRNAs (25S y 18S).
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expresion es baja durante la fase temprana de crecimiento exponencial a 28°C, mientras que
se incrementa, aunque transitoriamente, tras estrés térmico, tanto por aumento como por
disminucién de la temperatura. Su funcién, por lo tanto, es proporcionar ubiquitina a las
células bajo condiciones de estrés, al igual que ocurre en S. cerevisiae (Finley et al., 1987
Finley & Chau, 1991; Hersko & Ciechanover, 1992; Ozkaynak ef al.,1987). Estos resultados
concuerdan con lo descrito para el gen HSP70 de C. albicans, que codifica para una Hsp70 de
C. albicans, cuyos niveles de expresién.amnentan transitoriamente tras 5 min de choque

térmico, decreciendo a tiempos mas largos (Eroles et al., 1995).

1.4.- Caracterizacién funcional del gen UBI4 de C.albicans: complementacién del
mutante ubi4 de S. cerevisiae.

Debido a la similitud existente entre las especies fiingicas C. albicans y S. cerevisiae,
la mayoria de los genes de la primera pueden ser expresados y son funcionales en la segunda,
lo que se ha utilizado en ocasiones para comprobar la funcion de determinados genes, e
incluso clonarlos, por complementacién en mutantes de S. cerevisiae (Kurtz et al., 1990b;
Maneu et al.,2000b; Scherer & Magee, 1990).

Para comprobar la funcién del producto codificado por el gen UBI4 de C. albicans se
determiné6 su capacidad para complementar el fenotipo de la cepa SUB60 de S. cerevisiae,
cepa haploide en la que la unica copia del gen UBI4 ha sido interrumpida insertando el gen
LEU2 en su secuencia (Finley et al., 1987). La ubiquitina es un componente esencial del
sistema de respuesta a distintas condiciones de estrés (térmico fundamentalmente). La
ubiquitina se une a proteinas dafiadas, téxicas para la célula, cuyo nivel aumenta como
consecuencia del estrés, para facilitar su eliminacién y evitar su acumulacion en la célula,
siendo esta proteina absolutamente necesaria para la resistencia de las células en estas
condiciones (Finley et al., 1987; Finley & Chau, 1991; Mager & Moradas-Ferreira, 1993).
Como consecuencia del estrés, aumenta, por lo tanto, la demanda de ubiquitina, siendo
necesario que la tasa de sintesis de la misma se incremente para mantener los niveles de
ubiquitina libre, y que éstos no disminuyan al formarse los conjugados ubiquitina-proteina
(Finley et al., 1987; Finley & Chau, 1991; Ozkaynak et al., 1987). La principal funcién, en S.
cerevisiae, de la proteina codificada por el gen UBI4, la poliubiquitina, precursora de la
ubiquitina, es proporcionar ubiquitina a las células en condiciones de estrés por lo que su

expresién sufre una rapida induccién en estas condiciones (Finley et al., 1987; Fraser et al.,
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1991; Mager & Moradas-Ferreira, 1993). En el mutante ubi4 de S. cerevisiae, la cepa
SUB60, la deficiencia en la proteina codificada por el gen UBI4, la poliubiquitina, provoca
una hipersensibilidad por estrés térmico crénico, disminuyendo su viabilidad por la
incapacidad para mantener los niveles necesarios de ubiquitina libre durante el estrés (Finley
et al., 1987), siendo una cepa muy sensible a altas temperaturas y otros tipos de estrés (Mager
& Moradas-Ferreira, 1993). No obstante, en condiciones normales, la cepa SUB60 presenta
un tiempo de generacion indistinguible del de la cepa salvaje, al menos entre 23°C y 36°C
(Finley et al., 1987; Mager & Moradas-Ferreira, 1993). |

Con el fin de estudiar la funcionalidad del gen UBI4 de C. albicans en S. cerevisiae, la
cepa S. cerevisiae SUB60 (Ura"), fue transformada con los plasmidos pEMBLYe23 (control)
y pPR1 (pEMBLYe23 con un inserto de 9 kb que contiene el gen UBI4 de C. albicans y sus
regiones adyacentes). Los transformantes (Ura") se seleccionaron en medio minimo con
lisina, histidina y tript6fano, sin uracilo. Tras comprobar los marcadores genéticos (Lis™, His",
Trp~) de varios de los transformantes, se determiné que la prototrofia para el uracilo (caracter
Ura") estaba asociada a la presencia del plasmido, dada su inestabilidad en condiciones no
selectivas: después de crecer los transformantes en medio rico (YPD) en dos cultivos
sucesivos, se recuperaron un 30-40% de clones Ura™. Se selecciond un transformante de cada
tipo (pEMBLYe23 y pPR1) y se determiné su sensibilidad al estrés por calor crénico, tal
como se describe en la figura II1.10. Los resultados obtenidos demostraron que tanto la cepa
mutante ubi4 de S. cerevisiae (SUB60), como la cepa transformada con el plasmido
pEMBLYe23, presentaban hipersensibilidad al estrés térmico, puesto que tras 17 h de
tratamiento, no hubo ninguna célula superviviente. Este fenotipo fue complementado por el
gen UBI4 de C. albicans, ya que la cepa mutante ubi4 de S. cerevisiae (SUB60) transformada
con el plasmido pPRI1, no sélo recuperd el fenotipo salvaje, sino que el porcentaje de
supervivientes superé al de la cepa salvaje (43.67 + 8.27 y 17.01 + 5.78 tras 17 h de
tratamiento, y 24.36 + 3.86 y 1.86 £ 1.07 tras 22 h de tratamiento). La diferencia entre el
porcentaje de supervivientes de las cepas wbi4 de S. cerevisiae (SUB60) y/o la cepa
transformada con el plasmido pEMBLYe23, y el porcentaje de supervivientes de la cepa
salvaje SUB62, y/o la cepa transformada con pPRI1, tras 17 h de tratamiento, es
estadisticamente significativa (P < 0.05). Del mismo modo, la diferencia entre el porcentaje
de supervivientes de la cepa transformada con pPR1 y el de la cepa salvaje, tras 22 h de
tratamiento, es igualmente significativa (P < 0.05).
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Fig. 111.10. El gen UBI4 de C albicans complementa el fenotipo de hipersensibilidad al estrés térmico del
mutante ubi4 de S cerevisiae mediante transformacion con pPRI. Cultivos en medio minimo en fase
exponencial tardia de crecimiento de la cepa S. cerevisiae SUB60 (ubi4), de los transformantes SUB60 con
pPRI y pEMBLYe23, asi como de le cepa salvaje SUB62, fueron diluidos apropiadamente y las células se
extendieron en placas del mismo medio (200 UFC/placa). A continuacion, las placas se sometieron a un choque
térmico a 40°C durante distintos tiempos (3.5, 17 y 22 h) y se incubaron a 28°C para permitir la formacion de
colonias por las células viables. Cada determinacion se realizo por triplicado y los resultados se expresan como
la media del porcentaje (%) de supervivientes = desviacion estandar.

Estas diferencias en el porcentaje de supervivientes entre la cepa salvaje (SUB 62) y el
transformante de la cepa mutante ubi4 de S. cerevisiae (SUB60) con el plasmido pPRI
indican que este transformante responde mejor al estrés por calor crénico que la cepa salvaje.
Esto puede deberse a que la cepa salvaje dispone unicamente de la poliubiquitina que le
proporciona una sola copia del gen UBI4 de S. cerevisiae, mientras que el transformante de la
cepa mutante ubi4 de S cerevisiae (SUB60) con el plasmido pPRI, dispone de la
poliubiquitina proporcionada por la expresion del gen UBI4 de C albicans que, aunque solo
consta de tres subunidades de ubiquitina, se encuentra en un plasmido episomal, y por tanto,
en un alto namero de copias por célula; esta mayor disponibilidad de poliubiquitina puede
conferir a los transformantes una mayor capacidad de respuesta a este tipo de estrés que la
cepa salvaje.

Los resultados obtenidos demuestran que la expresion heterologa del gen UBI4 de C.
albicans en el mutante ubi4 de S. cerevisiae complementa el fenotipo (hipersensibilidad al
calor cronico) conferido por dicha mutacion, restaurando el fenotipo salvaje. Este resultado
confirma que el plasmido pPRI1 contiene el gen UBI4 de C albicans, que este gen es
expresado correctamente en S cerevisiae, y que su producto génico tiene una funcioén similar

a la descrita en S. cerevisiae (Finley et al, 1987), siendo por lo tanto una de sus funciones
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proporcionar y mantener los niveles de ubiquitina libre en condiciones de estrés (Finley et al,
1987).

1.5.- Estudio del promotor del gen UBI4: control de la produccién de invertasa en

S. cerevisiae.

| Puesto que la expresién del gen UBI4 de C. albicans (determinada por Northern blot)
parece inducirse por estrés térmico,. tantb por aumento como por disminucién de la
temperatura, se quiso comprobar que las secuencias del promotor de este gen son las
responsables de esta regulacién y, por lo tanto, que los niveles de mRNA se regulan, al menos
en parte, a nivel de la transcripcién. Para ello, se colocd bajo el control del promotor del gen
UBI4 de C. albicans, la region codificante del gen SUC2 de S. cerevisiae, uno de los genes
que codifican para el enzima invertasa (EC 3.2.1.26, B-D-fructofuranésido-fructohidrolasa)
(Gozalbo & del Castillo, 1994), en un plasmido centromérico y con él se transformo la cepa S.
cerevisiae SEY2101, que no contiene ninguno de los genes SUC, por lo que la determinacion
de la actividad invertasa detectada en dicho transformante permite estudiar la regulacién de
expresion del promotor del gen UBI4 de C. albicans. Este estudio se realiz6 empleando un
plasmido centromérico (bajo niimero de copias por célula), ya que un exceso de regiones
reguladoras (promotores) puede titular factores transcripcionales especificos y modificar la
regulacién de la expresion génica (Gozalbo, 1992).

El enzima invertasa cataliza en levaduras la hidrélisis extracelular de algunas fuentes
de carbono, como la sacarosa o la rafinosa. Todos los genes SUC codifican para una invertasa
externa, que se secreta a la pared celular, y otra interna, citoplasmatica, de funcién no
determinada (Carlson & Botstein, 1982; Perlman et al., 1982). La invertasa externa esta
implicada en la hidrélisis de la sacarosa y la rafinosa, estando regulada su expresion
exclusivamente por represién catabolica por glucosa (Carlston & Botstein, 1982; Grossmann

& Zimmermann, 1979; Perlman & Halvorson, 1981; Rodriguez et al., 1981).
1.5.a.- Construccién del plasmido pINV4.
Para realizar este estudid, se utilizd el plasmido centromérico pLC7, un derivado de

YCpS50, que contiene el gen SUC2 de S. cerevisiae (del Castillo et al., 1992). En este
pléasmido, se sustituy6 el fragmento EcoRI/HindIIl que contiene el promotor del gen SUC2
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por un fragmento que contiene las secuencias del promotor del gen UBI4 de C. albicans (Fig.

IIL11).

H UBI4 H

pPR3
IFECO IRHIN pUC18
E H
B promotor
UBJ4
E H BXK S
C EH
pLC7
UAS2 suc2 YCp 50
D E H BXK S
D pINV4
promotor YCp 50
UBI4 svez
1kb
b-———-- 1

Fig III.1Il. Construccion del plasmido pINV4. A partir de pPR3 (A), se amplifico por PCR, con los
oligonucledtidos 1FECO y 1RHIN, un fragmento de 0.56 kb que contiene las secuencias reguladoras 5' no-
codificantes de este gen (B) y se subclond en pLC7 digerido con EcoBl'y HindUI para sustituir el promotor del
gen SUC2 de S. cerevisiae (C) por el del gen UBI4 de C. albicans y originar pINV4 (D). Dianas de enzimas de
restriccion: H (///wllll), X (Xbal), B (BamHI), K (KpnT), E (£coRl), S (Sali). Véase texto para mas detalle.

En primer lugar, a partir de pPR3, que contiene el gen UBI4 con sus secuencias
adyacentes (Fig. III.11 A), se amplifico por PCR un fragmento de DNA que contiene las
secuencias reguladoras 5' no-codificantes del gen UBI4. Para ello se utilizaron los
oligonucleoétidos sintéticos 1FECO, que contiene la diana de restriccion EcoRI, y 1RHIN, que
contiene la diana de restriccion Hindlll (Tabla II1.3). El producto amplificado, un fragmento
de 0.56 kb que contiene el promotor del gen UBI4 de C. albicans, se digirid con los enzimas
de restriccion Hindlll y EcoBl (Fig. 111.11 B), y se ligo al plasmido pLC7, digerido con los
mismos enzimas para eliminar el fragmento que contiene el promotor del gen SUC2 (Fig.
III. 11 C), y sustituirlo asi por el promotor de UBI4. De este modo se obtuvo la construccion
adecuada (pINV4) para el estudio de la expresion del gen SUC2 en S. cerevisiae bajo el
control del promotor del gen UBI4 de C. albicans (Fig. 111. 11 D).
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LOCALIZACION
EN LA
NOMBRE SECUENCIA SECUENCIA
GENOMICA
extremo 5'| extremo 3’
1FECO GGTCGAATTCCAATTGCTAATAAGATCGAAGAGG - 553 - =530
1RHIN GCTGAAGCTIGTAGATTTIGTATATATATGTTAGTTGACG -6 234

Tabla III.3. Oligonucledtidos sintéticos utilizados como cebadores en la amplificacién por PCR de la regién
promotora del gen UBI4 de C. albicans. La posicién de los extremos 5' y 3' estd numerada respecto al sitio de
inicio de la traduccién. En cursiva se marcan las secuencias del extremo 5' no homélogas al DNA genémico que
contienen las dianas de restriccién indicadas (subrayadas). Nétese que los oligonucleétidos F y R hibridan con
cadenas complementarias.

1.5.b.- Transformaciéon de S. cerevisiae con pINV4 y anilisis fenotipico de los

transformantes: produccion de invertasa extracelular.

La cepa de S. cerevisiae que se utilizd para realizar este estudio fue la cepa S.
cerevisiae SEY2101, que no contiene ninguno de los genes SUC, con lo que al ser
transformada con el plasmido pINV4, toda la actividad invertasa que se detecte en dicha cepa
procedera de la expresion del gen SUC2 de pINV4. Esto permite el estudio de la regulacion de
expresién del promotor del gen UBI4 de C. albicans, mediante la determinacién de dicha
actividad extracelular. Los transformantes de la cepa S. cerevisiae SEY2101 con el plasmido
PINVA4, se seleccionaron por su prototrofia para el uracilo y se comprobaron sus marcadores
genéticos. El test de estabilidad demostré que el caracter Ura' se debia a un gen plasmidico,
puesto que tras dos siembras consecutivas en medio rico (YPD), aproximadamente un 30% de
las células perdian dicho caracter. Uno de estos transformantes se empled para realizar el
estudio.

Estrés térmico. Para estudiar el efecto anteriormente observado, mediante analisis por
Northern blot, de los choques térmicos en la expresion del gen UBI4 de C. albicans, se
procedi6 a cultivar la cepa S. cerevisiae SEY2101 transformada con el plasmido pINV4, asi
como el transformante control (con pLC7) en los medios de cultivo YPD (con 4% de glucosa)
e YPS, ambos con antimicina (2 ppm). La antimicina es un inhibidor de la respiracién celular

que se emplea para evitar que las células crezcan empleando una fuente de carbono distinta
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del aziicar del medio, Unico nutriente fermentable, de tal forma que si las células crecen en
medio con sacarosa, se debe a la invertasa expresada por el gen SUC2. No obstante, la baja
produccion de invertasa en el transformante pINV4, obligé a eliminar la antimicina del medio
YPS, pues es incapaz de crecer fermentando la sacarosa. Se empled un 4% de glucosa en el
medio de YPD para garantizar una presencia suficiente de glucosa tras el crecimiento celular,
que mantuviera el efecto de la misma tanto a nivel de transcripcion, como a nivel de
estabilidad del mRNA. La estabilidad del mRNA de la invertasa es menor en presencia de
glucosa, que en condiciones de desrepresién (Carlson, 1987; Mormeneo & Sentandreu, 1982),
por lo que la presencia de un 4% de glucosa posibilita que los resultados que se obtengan en
este medio no estén influenciados por el consumo de la glucosa.

Ambos transformantes (pLC7, pINV4) se incubaron a 28°C hasta la fase exponencial
de crecimiento (DOsgpo = 0.3 en YPD y = 0.15 en YPS). Alicuotas de estos cultivos se
sometieron a choques térmicos (42°C, 20°C, y 28°C como control) determin4ndose
periddicamente la actividad invertasa y la DOgqo.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura III.12. Como puede observarse, en
| las células transformadas con pINV4 (Fig. I11.12.2), la actividad invertasa es mucho menor
que en las transformadas con pLC7 (Fig. I11.12.1), tanto en YPS, (en el que el promotor del
gen SUC2 esté desreprimido), como en YPD (en el que el promotor SUC?2 esta reprimido). En
condiciones de represion (glucosa) la actividad fue 6 veces menor en el transformante con
pINV4 (0.42 + 0.02 mU/mg peso seco) que en el transformante con pLC7 (2.5 + 0.6 mU/mg
peso seco), mientras que en condiciones de desrepresion, la actividad de dicho transformante
fue 100 veces menor que la del control, al desreprimirse la expresién de SUC2 (0.56 % 0.04
mU/mg peso seco en el transformante con pINV4, 53 = 1 mU/mg peso seco en el
transformante con pLC7). Esto indica que el promotor del gen UBI4 es bastante débil, incluso
mas que el promotor de la invertasa en condiciones de represion. Como se ha indicado
anteriormente, el crecimiento del transformante con pINV4 en YPS tuvo que realizarse sin
antimicina, ya que la invertasa producida es insuficiente para permitir el crecimiento
fermentando la sacarosa; de hecho en medio YPS sélido este transformante no puede originar
colonias en presencia de antimicina, independientemente de la temperatura de incubacién. Sin
embargo, en YPD este transforman‘te crece bien puesto que el crecimiento es independiente de
la actividad invertasa. También se puede comprobar cémo la actividad invertasa en las
levaduras transformadas con pLC7, es dependiente de la fuente de carbono, siendo alrededor

de 20 veces mayor en medio con sacarosa (YPS) que en medio con glucosa (YPD), e
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independiente de la temperatura, como cabia esperar, ya que la expresion de los genes SUC
esta regulada exclusivamente por represion catabolica por glucosa (Carlson & Botstein, 1982;
Grossmann & Zimmermann, 1979; Perlman & Halvorson, 1981). De todas formas se observa
un aumento de actividad en el caso del choque térmico a 42°C en YPD, pero éste es debido a
que a esta temperatura hay una desrepresion parcial de SUC2 (por estrés) y posiblemente se
altera el mecanismo de degradacién del mRNA (Mormeneo & Sentandreu, 1982). Este
fenémeno no se observa en YPS. '

En las. células transformadas con pINV4, la actividad invertasa no presenta diferencias
significativas debidas a la fuente de carbono, presentando valores similares tanto en medio
con glucosa como con sacarosa (0.42 + 0.02 mU/mg peso seco y 0.56 + 0.04 mU/mg peso
seco respectivamente), aunque como ya se ha mencionado, la actividad invertasa es
insuficiente para la fermentacién de la sacarosa, por lo que el crecimiento en YPS sélo se
produce en ausencia de antimicina. Sin embargo, se observa diferente comportamiento en
funcién de la temperatura. Tanto en YPD como en YPS (sin antimicina), se observa que a
28°C aumenta la actividad acorde con el crecimiento, lo que indica que la cantidad de enzima
por célula es constante; a 42°C se observa un importante aumento de la actividad invertasa
como respuesta al choque térmico en YPD, mientras que tras el choque a 20°C se observa
también un aumento de actividad, aunque menor que a 42°C. En YPS se observa un menor
efecto del choque térmico, debido a que las células presentan un metabolismo oxidativo.

Por otra parte, los aumentos de actividad invertasa detectados, no son transitorios, a
diferencia del aumento observado en los niveles de mensajero de UBI4 en el andlisis por
Northern blot tras choque térmico (apartado 1.3.c). Hay que tener en cuenta que en estos
experimentos el mRNA transcrito es el de la invertasa, y uno de los factores implicados en la
regulacion de la expresion génica, incluida la respuesta al choque térmico, es el control de la
degradacién de los RNA mensajeros preexistentes (Lindquist, 1981). El choque térmico
aumenta la velocidad de degradaciéon de algunos mensajeros (UBI3, SSBI, proteinas
ribosomales, etc.) (Gorenstein & Warner, 1976; Herruer et al., 1988; Kim & Warner, 1983;
Mager & Moradas-Ferreira, 1993; Maneu ef al., 2000b; Veinot-Drebot et al., 1989). Por todo
ello, este resultado podria deberse a la estabilidad del mRNA de la invertasa, y/o a la
estabilidad de la propia proteina. Este resultado sugiere que la degradacion del mRNA de
UBI4 esta implicada en la respuesta transitoria al estrés. El hecho de que el aumento de

_actividad invertasa que se observa a 42°C en la cepa con pINV4, se aprecie tanto en YPD
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Fig. I11.12.1. Efecto del estrés térmico sobre la produccion de invertasa en S cerevisiae SEY2101 transformada
con pLC7. El transformante se crecié en YPD (4% de glucosa)-antimicina (2 ppm) (panel A) e YPS-antimicina
(2 ppm) (panel B), a 28°C hasta la fase exponencial de crecimiento (D06w- 0.28 en YPD y 0.16 en YPS). Los
cultivos se dividieron en tres alicuotas y se les did, a dos de ellas, un choque térmico a 20 y 42°C,
respectivamente, en bafio de agua con agitacion, incubandose la alicuota restante a 28°C como control.
Periodicamente, se tomaron muestras en las que se midi6 la DO del cultivo a 600 nm y la actividad invertasa de
las células. Dicha actividad se expresa como mU totales en la muestra ensayada, o como mU/mg de peso seco de
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células; los valores mostrados son la media de al menos tres determinaciones (+ desviacion estandar).
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Fig. I11.12.2. Efecto del estrés térmico sobre la produccion de invertasa en S cerevisiae SEY2101 transformada
con pINV4. El transformante se crecié en YPD (4% de glucosa)-antimicina (2 ppm) (panel A) e YPS (panel B),
a 28°C hasta la fase exponencial de crecimiento (D0@b= 0.4 en YPD y 0.15 en YPS). Los cultivos se dividieron
en tres alicuotas y se les dio, a dos de ellas, un choque térmico a 20 y 42°C, respectivamente, en bafio de agua
con agitacion, incubandose la alicuota restante a 28°C como control. Periodicamente se tomaron muestras en las
que se midi6 la DO del cultivo a 600 nm y la actividad invertasa de las células. Dicha actividad se expresa como
mU totales en la muestra ensayada, o como mU/mg de peso seco de células; los valores mostrados son la media

de al menos tres determinaciones (£ desviacion estandar).

121



Aislamiento y caracterizacion de los Renes UBI3 y UBI4 de C dlbicans

como en YPS, y en la cepa con pLC7 se aprecie solo en YPD, sugiere que el aumento
observado en la cepa con pINV4 se debe a regulacion del promotor, y no a una posible

regulacion a nivel del mensajero de la invertasa.

Estrés nutricional. Para estudiar el efecto del estrés nutricional en la expresion del
gen UBI4 de C. albicans, efecto que no pudo ser detectado en el analisis del mRNA por
Northern blot (apartado 1.3.b), se procedi6 a determinar el efecto de dicho estrés sobre la
actividad invertasa en los transformantes con pINV4 y pLC7, como control. Para ello, se
cultivaron ambos transformantes en YPD (con 4% de glucosa) - antimicina (2 ppm), hasta
fase exponencial de crecimiento (p 0 soo = 0.8) y a continuacién las células se resuspendieron
en agua y se incubaron a 28°C durante 4 h. Seguidamente, se mantuvieron a 4°C durante 16 h
y a continuacion, se incubaron en agua a 28°C durante otras 3 h.

Los resultados de la actividad invertasa de cada muestra se representan en la figura
III. 13. Como se puede observar, la actividad en las células transformadas con la construccion
del gen SUC?2 bajo el control del promotor del gen UBI4 (pINV4), sigue siendo mucho menor
(aproximadamente 10 veces) que en las transformadas con la que lleva el gen SUC2 bajo el
control de su propio promotor (pLC7). Las levaduras transformadas con pLC7, sufren un

aumento de actividad invertasa (aproximadamente 10 veces) durante las 4h que han sido

A B

n°muestra

Fig. 111.13. Actividad invertasa de la cepa S. cerevisiae SEY2101 transformada con pLC7 (panel A) y pINV4
(panel B) en condiciones de estrés nutricional. Ambos transformantes se cultivaron en YPD (4% glucosa)-
antimicina (2 ppm) a 28°C hasta fase exponencial de crecimiento (D 0 600= 0.8). A continuacion se recogieron las
células, se resuspendieron en agua y se incubaron a 28°C durante 4 h, tomandose muestra a t=0 (muestra n°l),
t=2h (muestra n°2) y t=4h (muestra n°3). Seguidamente se mantuvieron a 4°C durante 16 h ( muestra n°4), y se
volvieron a incubar a 28°C durante 3 h (muestra n°5). La actividad invertasa (mU/mg de peso seco de células) se
expresa como la media de los valores obtenidos en al menos tres determinaciones (£ desviacion estandar).
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mantenidas en agua a 28°C, mientras que en las muestras posteriores la actividad permanece
estable. Ese aumento de actividad se debe a la desrepresion del promotor SUC en ausencia de
glucosa. En las células transformadas con pINV4, la actividad invertasa también sufre un
aumento durante el ayuno metabolico (aproximadamente de 2.5 veces), aunque no tan grande
como en el caso de las células con pLC7; este aumento no se debe a la ausencia de glucosa,
puesto que anteriormente se ha demostrado que la fuente de carbono no afecta a la produccion
de invertasa en células con pINV4, incluso en ausencia de azucar fermentable, la actividad no
es superior a la detectada con glucosa (véase Fig. III. 12.2). Por tanto, el ayuno metabolico
induce la expresion a partir del promotor UBI4, de manera similar a lo descrito en S

cerevisiae (Finley et al., 1987).

Estrés térmico y nutricional. Puesto que tanto estrés nutricional como térmico
provocan aumento de la actividad invertasa en el transformante con pINV4, se decidio
estudiar el efecto combinado de ambos tipos de estrés. Para ello, se cultivaron los
transformantes de S. cerevisiae SEY2101 (con pINV4, y pLC7) en YPD (con 4% de glucosa)
- antimicina (2 ppm) hasta fase exponencial de crecimiento (DC600= 0.4) y se sometieron a
estrés nutricional mediante resuspension en agua e incubacion a diferentes temperaturas (20,

42 y 28°C) durante 4 h. Los resultados de actividad invertasa se muestran en la figura III. 14.

A B
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Fig. 111.14. Actividad invertasa de la cepa S. cerevisiae SEY2101 transformada con pLC7 (panel A) y pINV4
(panel B) en condiciones de estrés térmico y nutricional. Amibos transformantes se cultivaron en YPD (4%
glucosa)-antimicina (2 ppm) a 28°C hasta fase exponencial de crecimiento (D06w= 0.4). A continuacioén se
recogieron las células, se resuspendieron en agua, se dividieron en tres alicuotas y se sometiéron dos de ellas a
choque térmico a las temperaturas de 20 y 42°C en bafio de aguia con agitacion; la alicuota restante se incubd a
28°C como control. Periddicamente se tomaron muestras en las que se determino la actividad invertasa (mU/mg
de peso seco de células) que se expresa como la media de los val ores obtenidos en al menos tres determinaciones
(* desviacion estandar).
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En las células transformadas con pLC7, la actividad a 28°C (estrés nutricional)
aumenta por desrepresion del promotor del gen de la invertasa, como ya se habia observado
anteriormente; a 42°C se observa el mismo fenémeno, pero inicialmente es mas intenso para
estabilizarse répidamente; mientras que a 20°C no hay desrepresién del promotor SUC. Por
tanto, no se observa en este transformante efecto aditivo de ambos tipos de estrés. En la cepa
transformada con pINV4 se produce un aumento de la actividad invertasa en respuesta al
estrés nutricional, a 28°C, como previamente habiamos visto (véase Fig. II1.13). A 42°C el
aumento observado es mayor, pero no es tan intenso como el observado Unicamente por estrés
térmico, debido seguramente a la falta de nutrientes. Este efecto aditivo indica que la
induccién del promotor UBI4 ocurre por distintos mecanismos en respuesta a temperatura
(42°C) o ayuno metabdlico, por lo que deben existir dos vias de activacion del promotor. A
20°C el aumento que se observa es también similar o ligeramente menor al observado por
estrés térmico, probablemente por la falta de nutrientes, y también ligeramente menor que el

detectado por estrés nutricional exclusivamente (28°C).

1.6.- Interrupcién del gen UBI4 en C.albicans.

1.6.A.- Interrupcion secuencial mediante el cassette hisG::URA3::hisG.

Con objeto de determinar la funciéon del gen UBI4 en C. albicans se procedid, en
primer lugar, a la obtencion de un mutante nulo para dicho gen, empleando una estrategia de
interrupcién génica desarrollada inicialmente para S. cerevisiae (Alani et al., 1987) y
modificada posteriormente para su aplicacién en C. albicans (Cervera et al., 1998; Fonzi &
Irwin, 1993), para posteriormente estudiar el fenotipo de dicho mutante. Este método emplea
un "cassette" que consta del gen URA3 de C. albicans flanqueado por repeticiones directas del
gen hisG de S. typhimurium. Este "cassette" se empleé para reemplazar la mayor parte de la
region codificante del gen UBI4 de C. albicans, tal y como se describe a continuacién. En una
primera etapa se construyd el "cassette" de interrupcién, que contiene el "cassette"
hisG::URA3::hisG flanqueado por los extremos 5' y 3' del gen UBI4 de C. albicans, con el
objeto de dirigir su insercién en el locus UBI4 del genoma de C. albicans por recombinacion
entre secuencias homologas. Con este "cassette" se transformé C. albicans, en un proceso de
interrupcién secuencial (véase apartado 25.1 de "Materiales y Métodos"), para obtener un

mutante nulo con las dos copias del gen interrumpidas.
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1.- Construccion de los "cassettes" de interrupcion.

Para interrumpir el gen UBI4 de C. albicans siguiendo este método, se ha de construir
previamente el "cassette" de interrupcion génica. Dicha construccion consiste, como se ha
indicado anteriormente, en el "cassette" hisG::URA3::hisG flanqueado por los extremos 5' 'y
3" del gen UBI4 de C. albicans. Debido a la ausencia de dianas de restriccidon adecuadas, fue
necesario emplear técnicas de PCR para construir dicho "cassette". Un esquema del proceso

seguido para la construccion de los "cassettes" de interrupcion se muestra en la Fig. IIL 15.

pPR3
pUC/M13(f) 1RPST 1FBAM 1FSAC
H P B s
H/P
puUC 19
H P
B/S
pUBM-A A = ] .
H PB S
pUBI4-B t-i — 1-
P hisG::URA3::hisG
H PB
pUBI4-C H
H P
pUBI4-D
URA3
1kb

Fig. 111.15. Esquema de las construcciones plasmidicas empleadas en los experimentos de interrupcion
secuencial del gen UBI4 (véase texto). Dianas de enzimas de restriccion: H (//mdlll), P (Pstl), B (BamHI), S
(Sacl), Bg (Bglll).
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En una primera etapa, la reaccion de PCR utiliz6 como molde DNA del plasmido
pPR3, que contiene el gen UBI4 y sus secuencias adyacentes, y como cebadores el
oligonucleétido "forward" universal de pUC/M13, que hibrida con secuencias del plasmido
adyacentes al sitio multiple de clonaje, y el oligonucleétido sintético 1RPST, deducido de la
secuencia, al que se le introdujo una diana de restricciéon PstI (Tabla II1.4). El producto
amplificado, de unas 570 pb, contenia 4 pb de la regién 5' codificante del gen (extremo N-
terminal de la proteina) y 565 pb de zona promotora. Este fragmento de DNA fue digerido
con los enzimas de restriccion PstI y HindIll (diana también presente en el producto
amplificado, proveniente del sitio multiple de clonaje) y subclonado en el pldsmido pUC19

digerido con los mismos enzimas, para originar el plasmido pUBI4-A.

LOCALIZACION
EN LA
NOMBRE SECUENCIA SECUENCIA
GENOMICA
extremo 5' | extremo 3’
1RPST TCGGCTGCAGGCATTGCTTGTAGATTTGTATATATATG 4 -24
1FBAM |GGTCGGATCCGGTCTTGAGATTGAGAGGTGGTTTC 663 687
1RSAC GCTCGAGCTCGTCCTTGCTGCCGTTATTCTTGGTAC 1212 1187

Tabla I11.4. Oligonucledtidos sintéticos utilizados como cebadores en la amplificacién por PCR de los extremos
5'y 3' del gen UBI4 de C. albicans, para la construccién de los "cassettes” de interrupcién. La posicién de los
extremos 5' y 3' estd numerada respecto al sitio de inicio de la traduccién. En cursiva se marcan las secuencias
del extremo 5' no homélogas al DNA gendmico que contienen las dianas de restriccién indicadas (subrayadas).
Nétese que los oligonucledtidos F y R hibridan con cadenas complementarias.

En una segunda etapa, se utilizd como molde de una nueva reacciéon de PCR el
plasmido pPR3 y como cebadores, los oligonucledtidos sintéticos deducidos de la secuencia,
1FBAM y IRSAC (Tabla II1.4), a los que se les habia introducido dianas de restriccion para
los enzimas BamHI y Sacl, respectivamente. Se amplificé asi un producto de 550 pb, que
contenia 25 pb del extremo 3' de la regién codificante (extremo C-terminal), siendo el resto
zona 3' no codificante. Este producto se digiri6 con BamHI y Sacl, y se subclon$ en el
plésmido pUBI4-A, obtenido en la primera etapa, para originar el plasmido pUBI4-B, que
contiene los extremos 5' y 3' del gen UBI4, uno a continuacién del otro, en la orientacion

adecuada, separados por las dianas PstI y BamHI.
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Finalmente, el plasmido pUBI4-B fue digerido con los enzimas de restriccion Psil y
BamHI y ligado al fagmento PsfI/BgllI de los plasmidos pMB7 6 p5921 (Fonzi & Irwin,
1993), que contiene el "cassette" hisG::URA3::hisG, originando los pldsmidos pUBI4-C y
pUBI4-D, respectivamente. En ambos "cassettes" de interrupcion se han eliminado 658 pb
(95.7 %) de la region codificante del gen UBI4.

Los plasmidos pMB7 y p5921 son idénticos, siendo la unica diferencia entre ellos la
presencia de una diana BamHI en la secuencia hisG del plasmido pMB7, mientras que p5921 .
carece de dicha diana. El objeto de utilizaf "cassettes" ligeramente diferentes para interrumpir
los dos alelos del gen es averiguar si ha ocurrido una recombinacién mitdtica
intercromosomal no reciproca, y como consecuencia el mutante obtenido no tendria los dos
alelos del gen interrumpidos, sino que tendria dos copias de un mismo alelo interrumpido. La
diferencia entre los dos "cassettes" empleados permite saber si ese suceso ha tenido lugar,

mediante digestion del DNA cromosomal con BamHI y posterior hibridacién con la sonda.

2.- Transformacion integrativa y analisis de los transformantes.

El diagrama del proceso seguido para obtener el mutante nulo se muestra en la figura
II1.16. El plasmido pUBI4-C (20 pg) digerido con HindIll/Sacl, para separar el "cassette" de
interrupcién (fragmento de 5.1 kb de DNA que contiene el "cassette" hisG::URA3::hisG del
plasmido pMB?7, flanqueado por regiones 5' y 3' del gen UBI4 de C. albicans), se empled
para interrumpir uno de los alelos del gen UBI4 de la cepa C. albicans CAI-4 (Ura™) mediante
transformacion integrativa. Se obtuvo un sélo transformante Ura" que fue analizado por PCR,
utilizando un oligonucleétido que hibridaba en la region del gen URA3 de C. albicans
(URA3) presente en el "cassette", y otro que hibridaba en el extremo 3' del gen UBI4, no
presente en el "cassette" de interrupciéon (1R) (Tabla IILS), para poder determinar la
integracién del "cassette" en el locus UBI4. Se obtuvo un amplificado de 1.9 kb,
correspondiente a un alelo del gen interrumpido por el "cassette" completo, lo que indicaba
que la integracién se habia producido en el lugar deseado (Fig. II.17 B, calle 1). El anélisis
mediante Southern blot del DNA cromosomal del transformante, digerido con HindIII,
empleando como sonda el fragmento HindIIl de 1.8 kb que contiene el gen UBI4 y sus
secuencias adyacentes, confirmé este resultado (Fig. III.18, calle 2). Se detectd una banda de
1.8 kb correspondiente al alelo salvaje del gen UBI4, y otra, de 5.1 kb, resultante de la
integracion del "cassette" en el locus UBI4. A este transformante heterocigbtico se le

denomin6é AUBI4-H1. En la cepa control CAI-4 sélo se detectd el fragmento correspondiente
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Fig. III. 16. Esquema del proceso de interrupcion secuencial de los dos alelos del gen UBI4 (véase texto). Dianas
de anzimas de restriccion son: H (Hindlll), P (Pstl), B (BamHI). Se muestran las zonas de hibridacion de los
oligonucledtidos empleados en el analisis por PCR de los transformantes, y la zona de hibridacion de la sonda
empleada en el analisis por Southern blot de los mismos.
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al alelo salvaje (1.8 kb) (Fig. II1.18, calle 1). Cabe destacar que la cepa CAI-4 no presenta el
polimorfismo de restriccion por HindIII detectada en la cepa ATCC 26555 (Fig. II1.4). La
banda de 8 kb detectada en todas las calles, corresponde al fragmento de restriccion que
contiene el gen UBI3 (Fig. I11.31), que también es detectado ocasionalmente por esta sonda.
Una vez integrado el "cassette” hisG::URA3::hisG en el crdmosoma, pueden ocurrir
sucesos de recombinacién intracromosomal entre las secuencias repetidas hisG, resultando en
la pérdida de una de las copias del gen hisG y del marcador URA3 (véase Fig. I3 de
;'Materiales y Métodos"), con lo que las células recuperah la auxotrofia Ura’, y se posibilita‘ el
empleo sucesivo de URA3 como marcador para interrumpir la segunda copia del gen. Con el
fin de seleccionar los segregantes Ura™ de la cepa AUBI4-HI, ésta se plaqued sobre medio
SD, conteniendo uridina y acido 5-fluoroordtico (5-FOA) (Boeke et al., 1984), ya que éste
impide el crecimiento de las células Ura* y permite seleccionar las cepas Ura™ (véase apartado
25.1 de "Materiales y Métodos"). Nueve segregantes Ura™ fueron analizados por PCR con los
oligonucleétidos sintéticos 3F2 y 3R2 (Tabla III.1), que hibridan en las regiones 5' y 3' del -
gen UBIA4 utilizadas en la construccion del "cassette” de interrupcién. Los resultados indicaron

LOCALIZACION

NOMBRE SECUENCIA EN Ig%ﬁléiggicm

extremo 5’ | extremo 3’
1R AAGCTTCCACTGGGAGTTTAATTGTCC 1235 1209
HISG CGCGCGCCTGAATCACGCCCTG 788 767
URA3 CAGAATTAGTGTTACGAATCAATGGC 176 151
3F2 GTCGTGACCTTACGTACAGCACAC -220 - 197
3R2 GTTTAGGCGAAAACTAAAGTTTGCC 917 893

Tabla IILS. Oligonucleétidos sintéticos utilizados como cebadores en el anélisis por PCR de los transformantes
obtenidos, por integracién del "cassette”, en cada una de las etapas de los experimentos de interrupcién
secuencial del gen UBI4 de C. albicans (algunos de ellos se utilizaron también en la secuenciacién de dicho
gen). La posicién de los extremos 5'y 3' estd numerada respecto al sitio de inicio de la traduccién, excepto en el
caso de los oligos HISG y URA3 en que estd numerada respecto al inicio de secuenciacién de dichos genes
dentro del "cassette" de interrupcién. Notese que los oligonucletidos F y R hibridan con cadenas
complementarias.
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que en seis de ellos habia tenido lugar la recombinacién intracromosomal entre las secuencias
hisG, puesto que se obtuvieron dos amplificados, uno de 1.15 kb, correspondiente al alelo
salvaje, y otro de 1.62 kb correspondiente al alelo de UBI4 interrumpido por hisG (dato no
mostrado). Los otros tres segregantes Ura™ habian experimentado un suceso de recombinacién
mitética intercromosomal no reciproca, revertiendo al genotipo salvaje, ya que se obtuvo un
s6lo amplificado de 1.15 kb correspondiente al alelo salvaje (dato no mostrado). El resultado
del anilisis mediante Southern blot de uno de los segregantes Ura™ que habian experimentado
recombinacién intracromosomal, denominado AUBI4-H2, se muestra en la figura II1.18 (calle
3), en la que no se observa la banda de 5.1 kb y en su lugar aparece una de 2.3 kb, debido a la
pérdida de URA3 y una copia de hisG. El anilisis de este transformante por PCR con los
oligonucledtidos 3F2 (que hibrida en el extremo 5' del gen UBI4 presente en el "cassette” de
interrupcién), y 1R (que hibrida en el extremo 3', no incluido en el "cassette" de interrupcién),
muestra la presencia de dos amplificados, uno de 1.45 kb, correspondiente al alelo salvaje, y
otro de 2 kb correspondiente al alelo interrumpido con hisG (Fig. III.17 A, calle 2). La
ausencia de amplificado al combinar el oligonucle6tido que hibrida en el gen URA43 con otros,
como son el 1R o el 3R2, (Fig. II.17 B y C, calle 2) demuestra la pérdida de URA43 por
recombinacién intracromosomal. Para confirmar la presencia del gen AisG en uno de los
alelos UBI4 en esta cepa, se amplificd por PCR con un oligonucleétido sintético (HISG) que
hibrida en la secuencia de este gen (Tabla IIL.5) y el oligonucledtido 1R, obteniéndose un
fragmento del tamafio esperado (1.34 kb) (dato no mostrado), lo que confirmé totalmente que
se habia- obtenido la cepa adecuada (Ura™, con un alelo UB/4 interrumpido con hisG) para
proceder al siguiente paso de interrupcién génica.

Para interrumpir él segundo alelo del gen se sigui6 una estrategia similar, empleando
el "cassette" de interrupcién de pUBI4-D, que carece de sitio BamHI en hisG. DNA de
pUBI4-D (20 pg), digerido con HindIIl/Sacl, para separar del vector el fragmento de 5.1 kb
con el "cassette" de interrupcion, se utiliz6 para transformar la cepa AUBI4-H2. Se obtuvieron
30 transformantes Ura* que se analizaron por PCR con oligonucleétidos deducidos de hisG,
UBI4y URA3, y por Southern blot, demostrandose que en 26 de ellos el "cassette" se habia
integrado en el alelo ya interrumpido, mientras que en los otros 4 se habia integrado en un
locus distinto a UBI4, manteniéndose en todos ellos una copia salvaje de UBI4. El anilisis por
PCR con los oligonucleétidos URA3 y 1R demostré que 26 transformantes contenian el
"cassette" completo integrado en el locus UBJ4, obteniéndose un amplificado de 1.9 kb (en la
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Fig. II1.17. Analisis mediante PCR de las cepas de C. albicans obtenidas en los experimentos de interrupcion
secuencial del gen UBI4. DNA cromosomal de las distintas cepas de C albicans se amplificd por PCR
empleando distintas combinaciones de oligonucledtidos. (A): 3F2 y IR; (B): URA3 y IR; (C): URA3 y 3R2.
Véase texto y figura ID. 16 para mas detalle. Cepas estudiadas: AUBI4-H1 (calle 1), AUBI4-H2 (calle 2), AUBI4-

1 (calle 3), AUBI4-2 (calle 4) y AUBI4-a (calle 5).
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Fig. 1III.18. Andlisis mediante
Southern blot de las cepas de C.
albicans obtenidas en los experi-
mentos de interrupcion secuencial del
gen UBIH4. Cada calle contiene DNA
cromosomal (10 |ig), de las distintas
cepas, digerido con HindFIIl. Como
sonda se empleo el fragmento HindHI
de 1.8 kb que contiene el gen y sus
secuencias adyacentes. Cepas estu-
diadas: CAI-4 (calle 1), AUBI4-H1
(calle 2), AUBI4-H2 (calle 3), AUBI4-
1 (calle 4), AUBI4-2 (calle 5) y
AUBI4-a (calle 6).
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figura III.17 B, calles 3 y 4, se muestran los resultados obtenidos con 2 de los 26
transformantes, denominados AUBI4-1 y AUBI4-2); estos 26 transformantes contenian
ademis una copia del alelo salvaje, y ninguna copia interrumpida con 4isG, ya que se obtiene
un sélo amplificado, de 1.45 kb, con los oligonucleétidos 3F2 y 1R (Fig. III.17 A, calles 3 y
4), lo que indica que el "cassette” se ha integrado en el alelo ya interrumpido. Este resultado
se confirmé mediante anélisis por Southern blot de los transformantes (Fig. II1.18, calles 4 y
5), en los que aparece de nuevo la banda de 5.1 kb, correspondiente a un alelo de UBI4
interrumpido por el "cassette" completo, desapareciendo la de 2.3 kb, correspondiente a un
alelo de UBI4 interrumpido por hisG, mientras que la banda de 1.8 kb, correspondiente a uno
de los alelos salvajes del gen, se mantiene intacta. Los otros 4 transformantes contienen un
alelo salvaje, puesto que se amplificaba un fragmento de DNA de 1.45 kb con los
oligonucle6tidos 3F2 y 1R, ademas de otro amplificado de 2 kb, lo que indicaba que también
contienen un alelo interrumpido sélo con hisG, igual que la cepa AUBI4-H2 antes de
transformar (en la figura III.17 A, calle 5 se muestra el resultado obtenido con uno de estos
-transformantes, llamado AUBI4-a). Por otro lado, estos 4 transformantes daban un
amplificado de 1.58 kb con los oligonucleétidos URA3 y 3R2, que hibridan en secuencias
internas del "cassette" (Fig. lI.17 C, calle 5), indicando que tienen integrado el "cassette"
completo en un locus distinto a UBH, lo que se confirmé por la ausencia de amplificado con
los oligonucleétidos URA3 y 1R (Fig. I11.17 B, calle 5). El analisis mediante Southern blot
confirmé estos resultados (Fig. III.18, calle 6), puesto que se mantiene la banda de 1.8 kb
correspondiente a un alelo salvaje del gen y la de 2.3 kb que corresponde al otro alelo
interrumpido sélo con hisG, y aparece una banda nueva de tamafio diferente que corresponde
a un fragmento HindIll de DNA cromosomal no relacionado con UBH, en el que se ha
introducido el "cassette".

ILa imposibilidad de aislar el mutante nulo para el gen UBI4 (Aubi4::hisG
/Aubi#::hisG) a partir del mutante heterocigético UBI4/Aubi4::hisG, puede sugerir que al
menos una copia del gen UBI4 es necesaria para la viabilidad de C.albicans, por lo que
ademis de estar implicada en la respuesta a estrés, la poliubiquitina seria necesaria para el
crecimiento en condiciones normales, al menos para originar colonias en medio selectivo
después de la transformacién. No obstante, recientemente se ha descrito que las diferencias
(heterolcgia) entre alelos de un mismo gen produce una gran especificidad en los fenémenos
de rcombinacién, de manera que una determinada conmstruccién puede integrarse

preferenemente (hasta con una preferencia de 50 veces) en uno de los alelos (Yesland &
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Fonzi, 2000). Este fenémeno indica que los resultados obtenidos en la interrupcion de UBI4
pueden deberse a una gran preferencia del "cassette" por integrarse en uno de los alelos, sin
que ello signifique que el gen UBJ4 sea esencial para la viabilidad.

De todos modos, al disponer del mutante heterocigdtico para UBH4, se determind si la
presencia de un sélo alelo UBI4 tenia algin efecto sobre el crecimiento celular y la respuesta
a estrés térmico. Para ello, en primer lugar -se estudié el efecto sobre el crecimiento en
diferentes condiciones. En todas las condiciones probadas, el mutante heterocigético
UBI4/Aubi4::hisG, mostr6 un tiempo de generacién muy parecido al encontrado péra la cepa
salvaje CAI-4 (2 h en medio de Lee a 28°C, 1.6 h en YPD a 28°C, y 1.3 h en YPD a 37°C).
Estos resultados indican que la interrupcién de uno de los alelos del gen UBI4 no tiene ningiin
efecto sobre el crecimiento en las condiciones probadas. En segundo lugar, también se estudi6
la sensibilidad del mutante heterocigético UBI4/Aubi4::hisG al calor crénico en medio de
cultivo sélido (véase apartado 28.1 de "Materiales y Métodos"). No se observo una diferente
respuesta de esta cepa respecto de la cepa C. albicans CAI-4 utilizada como control. Por lo

tanto, la interrupcién de uno de los alelos del gen UBI4 de C. albicans no tiene ningin efecto
sobre la sensibilidad al estrés térmico.

1.6.B.- Obtencién del mutante nulo condicional a partir del heterocigético
UBI4/Aubid::hisG.

El hecho de no haber obtenido el mutante mulo para el gen UBI4 de C. albicans
mediante la técnica de interrupcién secuencial con el "cassette ura-blaster”, y dado que esta
técnica no es Wtil para interrumpir genes esenciales, puede sugerir que se trata de un gen’
esencial para C. albicans. Pero por otro lado, la técnica empleada presenta baja eficiencia de
transformacién y ademas puede haber una preferencia de integracién del "cassette” en uno de
los dos alelos, por lo que la ausencia de transformantes deseados (interrumpidos en los dos
alelos), puede no deberse necesariamente a que el gen sea esencial, como se ha comentado
anteriormente (Care ef al., 1999; Yesland & Fonzi, 2000). Aunque en nuestro caso se han
obtenido una mayoria de transformantes en los que el "cassette" se ha introducido en el alelo
ya interrumpido, y otros en los que se ha introducido incluso en secuencias no relacionadas
con UBI4, el caracter esencial de UBI/4 no ha quedado demostrado.

Para tratar de aclarar esta cuestion, se procedi® a construir una cepa en la que la tinica

copia del gen UBI4 del mutante heterocigético UBI4/Aubi4: : hisG, estuviera bajo €l control de

133



Aislamiento y caracterizacion de los genes UBI3 y UBI4 de C. albicans

un promotor regulado. Esto permite estudiar no sélo el posible caracter esencial del gen, en
cuyo caso la cepa seria viable sélo en condiciones en las que el promotor esté activado, sino
que, en caso de no ser esencial, nos permitird también observar las consecuencias fenotipicas
de la ausencia de expresioén en condiciones en que la misma esté bloqueada (Care et al.,
1999). El promotor regulable utilizado ha sido el del gen MET3 de C. albicans, que codifica
para el enzima ATP sulfuro-liasa (ATP: sulfato adeniltransferasa, EC 2.7.7.4) que cataliza la
produccién de adenosina 5'-fosfosulfato (APS) a partir de sulfato inorganico y ATP, el primer

paso en la asimilacién de sulfato inorgénico (Marzluf, 1997; Thomas & Surdin-Kerjan, 1997).
| La expresion del gen MET3 es reprimida por metionina exdgena, S-adenosil metionina
(SAM), y cisteina, aunque la naturaleza del verdadero represor no estd completamente
aclarada (Cherest et al., 1985; Mountain et al., 1991; Ono et al., 1996; Thomas et al., 1989).
Las condiciones de represién empleadas en este trabajo fueron una combinacién de metionina
(2.5 mM) y cisteina (0.5 mM), ya que la cisteina a mayor concentracién puede inhibir él
crecimiento del hongo por lo que se recomienda utilizarla a una concentracion 6ptima de 0.5
mM. Sin embargo, en ningin caso se consigue una represion total del promotor, siendo los
niveles basales de expresiéon aproximadamente el 1% de la expresiéon méaxima (Care et al.,
1999).

1.- Construccién del "cassette" de integracién a partir del plasmido pCaDis.

Para poder interrumpir la segunda copia del gen UBI4 del mutante heterocigético
(UBI4/Aubi4::hisG), y generar simultineamente una copia de UBI4 bajo el control del
promotor MET3, se ha de construir previamente el "cassette" de integracion a partir del
plasmido pCaDis (Care et al., 1999) (Fig. II.19). La técnica consiste en subclonar un
fragmento con la regién 5' codificante del gen UBI4 a continuacién del promotor MET3. Para
ello, en primer lugar, se amplificé por PCR a partir de pPR3, la secuencia de una ubiquitina
del gen UBI4 de C. albicans con los oligonucleétidos sintéticos UBIF y UBIR deducidos de la
secuencia (Tabla IIL.6), que hibridan con el principio y el final de la secuencia de ubiquitina, y
en los que se habian introducido las dianas de restricciéon BamHI y Pstl respectivamente.
Como resultado de la reaccion de PCR se obtuvo el fragmento de DNA de 228 pb
correspondiente a una subunidad de ubiquitina, mas otros dos, de 456 y 684 pb,
correspondientes a amplificados de dos y tres secuencias de ubiquitina respectivamente,
puesto que los oligonucleétidos empleados hibridan al principio y al final de cada secuencia
de ubiquitina. El producto amplificado de 228 pb, que contenia la secuencia de una sé6la
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ubiquitina, fue digerido con los enzimas de restriccion BamWI y Pstl, y subclonado en el
plasmido pCaDis digerido con los mismos enzimas, originando un plasmido que se denominé

pDisUBI, del que se guardaron dos clones (a y b).
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LOCALIZACION
EN LA

NOMBRE SECUENCIA SECUENCIA
GENOMICA

extremo 5' extremo 3’

UBIF GGrCGG/irCCATGCAAATTTTCGTTAAAACTTTGACTGG 1 29

UBIR TCGGCTGCAGACCACCTCTCAATCTTAAAACCAAATG 228 202

Tabla II1.6. Oligonucleotidos sintéticos utilizados como cebadores en la amplificacion por PCR de la secuencia
codificante de la primera ubiquitina del gen UBI4 de C. albicans para la construccion del plasmido pDisUBI. La
posicion de los extremos 5'y 3' estd numerada respecto al sitio de inicio de la traduccion. En cursiva se marcan
las secuencias del extremo 5' no homologas al DNA gendmico que contienen las dianas de restriccion indicadas
(subrayadas). Notese que los oligonucledtidos F y R hibridan con cadenas complementarias.
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2.- Transformaci6n integrativa y aislamiento de los transformantes.

El plasmido pDisUBI-a linearizado mediante digestiéon con Clal que corta en la
secuencia de la ubiquitina, se empled para transformar integrativamente la cepa Ura™ de C.
albicans heterocigética para UBI4 (UBI4/Aubi4::hisG), por recombinacién de las secuencias
de ubiquitina (Fig. II1.20 A). El resultado deseado de esta transformacién es la integracion del
"cassette" en la primera copia de ubiquitina del alelo salvaje de UBI4, lo que originaria el
mutante nulo condicional, con una copia completa de la regién codificante de UBI4 bajo el
control del promotor MET3, y una copia de UBI4 incompleta, sin la regién 3' codificante de la
segunda y tercera ubiquitina (Fig. II1.20 B). También puede ocurrir la integracion de la
construccion en la segunda o tercera copia de ubiquitina del alelo salvaje de UBI4, o en la
secuencia de ubiquitina de cualquiera de los dos alelos del gen UBI3. La integracién en el
alelo UBI4 ya interrumpido (Aubi4::hisG) es imposible puesto que dicho alelo carece de
secuencias de ubiquitina.

Se obtuvieron 6 transformantes Ura*, que fueron analizados por PCR, utilizando el
oligonucleétido URA3, que hibrida en la region URA3 del "cassette", y el oligonucleétido 3F2
que hibrida en la regién promotora de UBI/4 (Tabla III.1). El resultado de este andlisis revel6
que la construccién se habia introducido en la primera copia de ubiquitina del alelo intacto de
UBI4 del mutante heterocigético, en 3 de los transformantes analizados, puesto que se obtuvo
un amplificado de 0.65 kb. En la figura I11.21 A (calle 6) se muestra el amplificado presentado
por uno de estos transformantes (denominado clon 6) que fue seleccionado para continuar el
estudio. En otros 2 de los transformantes analizados, se obtuvo un amplificado de 0.88 kb,
que indic6 la integracion de la construccion en la segunda copia de ubiquitina del alelo intacto
de UBI4. En el transformante restante no se obtuvo ningin amplificado con esta combinacién
de oligonucledtidos, por lo que a continuacidén se analizé este transformante por PCR con los
oligonucleétidos URA3 y 4F2 (que hibrida en la regiéon promotora del gen UBI3) para
estudiar la posible integraciéon de la construccién en algun alelo de UBI3. Se obtuvo un
amplificado de 0.56 kb (dato no mostrado), lo que confirmaba nuestra hipdtesis. Este
resultado indicaba que la construccién empleada seria 1til para obtener el mutante nulo
condicional de C. albicans para UBI3 a partir del mutante heterocigético AUBI3-H2 (véase
apartado 2.6.B). No se obtuvo ninglin transformante en el que la construccion se hubiese
introducido en la tercera copia de ubiquitina del alelo intacto de UBI4 del mutante

heterocigético, aunque esta opcién también era posible.
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Fig. 111.20. Esquema del proceso seguido para la obtencion del mutante nulo condicional de C. albicans para el
gen UBI4 a partir del mutante heterocigoético AUBI4-H2. En el panel A se muestra el proceso de integracion de
la construccion plasmidica pDisUBI, linearizada con Clal, en el alelo salvaje de UBI4, y en el panel B se
muestra el resultado esperado (véase texto para mas detalle). Se indican las zonas de hibridacion de los
oligonucledtidos empleados en el analisis por PCR de los transformantes. Dianas de enzimas de restriccion: B

(BamH]I), P (Pstl), C (Clal), H (Hindlll), E (EcoRI), X (Xbal), S (Sall).
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Para continuar el estudio se eligio6 uno de los transformantes con la construccion
pDisUBI-a integrada en la primera copia de ubiquitina del alelo intacto de UBI4 del mutante
heterocigdtico. Esta cepa presenta el gen completo de la poliubiquitina, con las tres copias de
ubiquitina bajo el control del promotor MET3 y el promotor UBI4 controla una copia
incompleta de UBI4, sin la segunda y tercera copia de ubiquitina y sin la regién 3' no
codificante. A este transformante se le denominé AUBI4-6. Para confirmar que el otro alelo
del gen UBI4 de esta cepa estaba interrumpido por el gen hisG de S. typhimurium, se analizd
por PCR con los oligonucledtidos 3F2 y 3R2, obteniéndose un amplificado de 1.62 kb
correspondiente al alelo interrumpido por hisG (Fig. II1.21 B, calle 6). Al no obtenerse
ademas un amplificado de 1.15 kb correspondiente al alelo salvaje, como ocurre en la cepa
AUBI4-H2 utilizada como control (Fig. 11121 B, calle H2), se confirmaba la ausencia de alelo

salvaje de UBI4 en este transformante.

Fig. 111.21. Andlisis mediante PCR
de los transformantes de C. albicans
aislados en el proceso de obtencion
del mutante nulo condicional para
UBI4. DNA cromosomal de los
distintos transformantes de
C.albicans se amplifico por PCR
empleando distintas combinaciones
de oligonucledtidos. (A): 3F2 vy
URA3; (B): 3F2 y 3R2; (C): METF y
3R3. Véase texto y figura 111.20 para
mas detalle. Cepas estudiadas:
AUBI4-H2 (calle H2), AUBI4-6
(calle 6) y AUBI4-7 (calle 7).

Una vez obtenido el mutante nulo condicional de C. albicans para UBI4, se procedi6 a
determinar el posible caracter esencial de dicho gen. Para ello, se cultivaron las cepas AUBI4-
6 y AUBI4-H1 (UBI4/Aubi4::hisG-URA3-hisG), como control, en medio selectivo SD liquido
y soélido, a 28 y 37°C, con y sin aminoacidos para controlar el promotor MET3. Se obtuvo un
crecimiento similar de ambas cepas en los dos medios de cultivo y a las dos temperaturas.
Estos resultados indicaban que no se trataba de un gen esencial, a pesar de no haberse podido
obtener el mutante nulo de C. albicans para el gen UBI4 mediante la técnica de interrupcion

secuencial con el "cassette ura-blaster".
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Para confirmar estos resultados, se procedid a analizar la expresion del gen UBI4,
mediante analisis por Northern blot, en la cepa AUBI4-6 cultivada en presencia y ausencia de
los aminoacidos represores del promotor MET3. Para ello, dicha cepa se cultivd a 28°C en SD
y SD+aa (metionina, 2.5 mM y cisterna 0.5 mM); como control, se empled la cepa AUBI4-H1
cultivada unicamente en SD, pues en esta cepa la expresion del Gnico alelo UBI4 esta bajo el
control de su propio promotor, y no depende de la presencia de aminoacidos. Para purificar el
RNA total de los tres cultivos, las células se recogieron al final de la fase exponencial de
crecimiento, excepto en el caso del medio SD+aa, en el que las células se recogieron al inicio
de la fase exponencial (DC600 = (.3) para evitar el consumo excesivo de los aminoacidos y
que éstos dejaran de ejercer el efecto inhibitorio sobre el promotor MET3. Se realizé un
Northern blot del RNA total empleando como sonda el cDNA de la poliubiquitina. Como

puede observarse enla figura 111.22, soélo se detectd el transcrito del gen UBI4 en la cepa
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Fig. 111.22. Analisis mediante Northern blot de la expresion

de UBI4 en la cepa AUBI4-6. Cada calle contiene 6 gg de

RNA total obtenido tras cultivar la cepa AUBI4-6 a 28°C, en

1 2 3 medio SD (calle 2) y SD+aa inhibidores del promotor MET3

(calle 3). La calle 1 contiene 6 pg de RNA total de la cepa

kb — AUBI4-HI1 cultivada a 28°C, en medio SD. Como sonda se

utilizé el fragmento de 0.9 kb de cDNA de la poliubiquitina
de C. albicans (panel B). En el panel A se muestra el gel
tefiido con bromuro de etidio para visualizar los rRNAs (25S
y 18S).

AUBI4-H1, no encontrandose niveles detectables de mRNA de UBI4 en la cepa AUBI4-6, en
ningun caso, independientemente del medio de cultivo en que habia crecido. La ausencia de
mRNA transcrito de la poliubiquitina en medio minimo en una cepa que crece perfectamente
en estemedio decultivo, confirma que el gen UBI4 de C. albicans no es esencial. Se habia
obtenido,por tanto, unacepa de  C albicans (AUBI4-6), en la que no es funcional ninguno de

los dos alelos UBI4; un alelo estaba interrumpido con hisG, y el otro alelo UBI4, bajo el

control del promotor MET3, no se expresaba.
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De estos resultados se desprende la idea de que el "cassette" de integracién construido
a partir del pldsmido pCaDis no estaba correcto, o bien no se habia producido correctamente
la recombinacion esperada en el mutante heterocigético, siendo una de éstas la causa de la
ausencia de expresién del gen UBI4 en la cepa AUBI4-6. Por PCR se habia comprobado que
el "cassette" se habia introducido en el lugar deseado del mutante heterocigético (véase Fig.
III. 21 A, calle 6). Para determinar si el promotor MET3 habia entrado en la orientacién
adecuada, se analizé por PCR la cepa AUBI4-6, combinando los oligonucleétidos METF y
METR, deducidos de la secuencia del promotor MET3 del plasmido pCaDis (Tabla I11.7), con
oligonucleétidos que hibridan dentro de la secuencia de ubiquitina, 3F3 y 3R3 (Tabla IIL.1).

LOCALIZACION
EN LA

NOMBRE SECUENCIA SECUENCIA

GENOMICA

extremo 5' | extremo 3’

METF CCGCATCAGGCGCCATTCGCCATTCAGGCTGCGC 3834 3867

METR |GCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCGGGG 5369 5336

Tabla IIL7. Oligonucleétidos sintéticos utilizados como cebadores en la comprobacién por PCR de la correcta
construccién del "cassette" de integracion para la obtencién del mutante nulo condicional. La posicién de los
extremos 5' y 3' estd numerada respecto a la numeracion de la secuencia del plismido pCaDis. Nétese que los
oligonucledtidos F y R hibridan con cadenas complementarias.

Solo se obtuvo amplificado en la combinacién de los oligonucleétidos METF y 3R3, lo que
demuestra que la orientacién del promotor MET3 dentro de la construccién era correcta, pero
el amplificado obtenido no era del tamafio esperado (1.7 kb), sino que era unas 350 pb mis
pequeiio (Fig. II1.21 C, calle 6). Se obtuvo un amplificado del mismo tamafio cuando se
analiz6 por PCR el plasmido pDisUBI-a con los mismos oligonucleétidos (dato no mostrado),
lo que indicaba que el defecto (ausencia de unas 350 pb) estaba presente en el "cassette" de
integracién (pDisUBI-a), y no era consecuencia del proceso de transformacién e integracién
en el cromosoma. Esta anomalia podria explicar la falta de funcionalidad del promotor MET3.
Para averiguar qué secuencia en concreto era la que faltaba en la construccién, se
analizaron los fragmentos de DNA obtenidos tras realizar digestiones del pldsmido pDisUBI-a
con diferentes combinaciones de enzimas de restriccién. Se observd que, auncjue se

conservaban todas las dianas de restriccion tedricas, se habia perdido la secuencia de
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aproximadamente 0.35 kb del promotor MET3 comprendida entre las dianas Sall y BamHI
(véase Fig. 11.2). La ausencia de estas 350 pb en la regién 3' del promotor MET3 en pDisUBI-
a fue confirmada por secuenciacion. Para ello, se amplificé6 por PCR un fragmento de DNA de
1.34 kb, a partir de pDisUBI-a con los oligonucleétidos METF (que hibrida en la regién 5' de
la secuencia del promotor MET3), y 3R3 (que hibrida en la secuencia de ubiquitina) y se
secuenci6 empleando como cebador el oligonucleétido 3R3. Los resultados indicaron que la
.regiéon perdida comprendia exactamente los ultimos 327 nucleétidos de la regién 3' del
promotor MET3 (Fig. Il1.23), situados inmediatamente antes de la secuencia codificante del
gen de la poliubiquitina. Esta deleccién explica la falta de funcionalidad del promotor MET3
del "cassette" pDisUBI-a.

CAA TCT TTG TTG GTC TGG TGG AAT ACC TTC TTT GTC TTG
GAT CTT GGA TTT GAC GTT ATC GAT GGT GTC AGA AGA TTC
GAC TTC TAA GGT AAT GGT TTT ACC AGT CAA AGT TTT AAC

GAA AAT TTG CAT GGATCCGGGGAGGGTATTTACTTTTAAATATAGTT

BamHI1
AACAGGAAGAAAGTGACAACACTTGGAAGTTGAAGAATAGAAAGAAAARAAG

GAACAACTAAAAATCTAAAAAAGGTTTATAGATTTTATTTTATGCAATTTT
TTTTTTGGGGAGATTACGTATACTTGATGATCTATTATATACTTTATTATT
GGATCAATTATAGTGTCAGAGTTGCAAAAATTGTATACATTATATGTGACT
ACGCAATTAGCAAAGGTGGAAAAAAAAAATTGCAAAAAAAAGCCCAAAAAG
AADRAATAAAAAGAAACTCATAATTCAGTGATCGCACGTGATCCACAGCAAT

AGTTCATTGTCGTGTCGACATTCTAACTAAAGTAAATCCAGAAACATTTAT

Sall
AAGCAGATGCATACTTAAGAAGACATTATGGGTATTGTTTTAGAGGGGCGC

ATTAATGGATCTATGTCGTTCCTTGTAGAAAAGTTCCAGAAATACTTTAAA
TGTTGAAAAATTTGTTAGAAAAACACCACAATTTGCACCAAGAAAAACTCA
AGTAGACAATCTAATAACAACCAAGAAAAAAATTCAATCGAACATGATGAT
GAACAAAGGATGTATATATATATATACTCAA

Fig II1.23. Secuencia nucleotidica del extremo 3' del promotor MET3 de los plasmidos pDisUBI-a y pDisUBI-b.
El promotor MET3 de ambos plasmidos se secuenci6 con el oligonucleétido 3R3 cuyo extremo 5' hibrida en la
posicion 180 respecto del codén de iniciacién de la ubiquitina (indicado en color azul). Nétese que la region
codificante corresponde a la cadena complementaria. En color rojo se indica la secuencia que presenta el
plasmido pDisUBI-b y que estd ausente en la construccién pDisUBI-a. También se indican los sitios de
restriccién BamHl y Sall de los plasmidos pDisUBI.
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A continuacién se procedié a analizar si la construccion pDisUBI-b estaba correcta y
podia utilizarse para obtener el mutante nulo condicional de C. albicans para UBI4. Mediante
PCR con los oligonucleétidos METF y 3R3 se amplificé un fragmento de DNA de 1.7 kb, lo
que indicd que esta construccion era correcta. La secuenciacién con el oligonucleétido 3R3 de
dicho fragmento de DNA confirmé que el plasmido pDisUBI-b contiene los 327 nucledtidos
de la region 3' del promotor MET3 que se habian perdido en la construccién pDisUBI-a (Fig.
I11.23). Esto se reconfirmé posteriormente, mediante digestién del plasmido con los enzimas
de restriccién Sall y BamHI. Ademaés, antes de emplear pDisUBI-b para obtener el mutante
nulo condicional, se comprobd que estaba perfectamente construido, mediante: a) reacciones
de PCR con el oligonucleétido METF y los oligonucleétidos UBIR y URA3, que originaron
los fragmentos esperados de 1.75 y 1.94 kb, respectivamente (dato no mostrado), y b)
mediante digestiones simples y dobles con diferentes enzimas de restriccidn, que originaron
fragmentos de tamaiio esperado en todos los casos (dato no mostrado).

A continuacion, se procedié a obtener el mutante nulo condicional de C. albicans para
el gen UBI4 con la construccion pDisUBI-b. Para ello, la cepa Ura™ de C. albicans
heterocigética (UBI4/Aubi4.:hisG), fue transformada, con DNA del plasmido pDisUBI-b
linearizado Acon Clal. Se obtuvieron 40 transformantes Ura®, que fueron analizados por PCR
con los oligonucledtidos URA3 y 3F2. Este analisis reveld que en un 25% de los
transformantes la construccion se habia introducido en la primera ubiquitina de UBI4, puesto
que se obtuvo un amplificado de 0.65 kb (en la figura II1.21 A, calle 7, se muestra el
amplificado obtenido en uno de estos transformantes, elegido para continuar el estudio); en un
40% de transformantes, el "cassette" se habia introducido en la segunda copia de ubiquitina,
obteniéndose un amplificado de 0.88 kb, y en un 25% de casos, el "cassette" se habia
introducido en la tercera copia, obteniéndose un amplificado de 1.11 kb. En el 10% restante
de transformantes no se obtuvo amplificado con estos oligonucledtidos, lo que indicaba la
integracion del "cassette" en una zona del genoma diferente del locus UBI4. Se eligié uno de
los transformantes en los que la construccion se habia integrado en la primera copia de
ubiquitina de UBI4, puesto que esta cepa dispondria de una copia completa de la regién
codificante de UBI4 bajo el control del promotor MET3. Para comprobar que el otro alelo del
gen UBI4 de esta cepa estaba interrumpido por el gen hisG de S. typhimurium, se analizd por
PCR con los oligonucleétidos 3F2 y 3R2. Como resultado de este analisis se obtuvo un unico
amplificado, de 1.62 kb, correspondiente al alelo de UBI4 interrumpido por hisG, no
detectandose el amplificado de 1.15 kb correspondiente al alelo salvaje (Fig. II1.21 B, calle 7),
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que se detecta en la cepa AUBI4-H2 utilizada como control (Fig. 111.21 B, calle H2). Ademas,
se comprobd que el promotor MET3 se encontraba completo delante de la region codificante
del gen UBI4 mediante PCR con los oligonucledtidos METF y 3R3, obteniéndose un
amplificado de 1.7 kb (Fig. 11121 C, calle 7). A este mutante nulo condicional de C albicans
para UBI4 se le denomin6 AUBI4-7.

Aunque ya se habia demostrado que el gen UBI4 no era esencial para la viabilidad de
la célula, para confirmar los resultados se procedio a estudiar el crecimiento del mutante nulo
condicional en presencia y ausencia de los aminoacidos represores del promotor MET3. Para
ello, se cultivaron las cepas AUBI4-7 (Aubi4::hisG/Aubi4: MET3-URA3) y AUBI4-H1
(UBI4/Aubi4::hisG-URA3-hisG), como control, a 28°C, en medio selectivo SD con y sin
aminodacidos para controlar el promotor MET3, tanto en medio liquido como soélido, asi como
en medio rico (YPD) soélido. Las dos cepas crecieron perfectamente en todos los medios de
cultivo (Fig. 111.24). Los tiempos de generacion fueron muy similares para ambas, asi como
para el mutante nulo AUBI4-6, siendo de 1.5 h en medio rico YPD, y de 2.4 h en medio
minimo SD, sin encontrarse diferencias entre la presencia 6 ausencia de los aminoacidos
represores de MET3. Estos resultados indican que: a) el gen UBI4 de C albicans no es
esencial, y b) la interrupcion de ambos alelos de UBI4 no tiene ningin efecto sobre el
crecimiento en condiciones normales, lo que sugiere que la principal funciéon de UBI4 en C

albicans debe ser proporcionar ubiquitina en respuesta a estrés.

Fig. 11.24. Crecimiento del mutante nulo condicional de C. albicans para el gen UBI4 en distintas condiciones.

Las cepas AUBI4-7 y AUBI4-H1 (control) se cultivaron en distintos medios de cultivo solido a 28°C. (A): YPD
(24 h de incubacion); (B): SD (4 dias de incubacion); (C): SD+aa inhibidores del promotor MET3 (4 dias de
incubacion).
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3.- Anilisis fenotipico del mutante nulo ubi4.

Tras demostrar que el gen UBI4 de C. albicans no es esencial y que la ausencia de
poliubiquitina no afecta al crecimiento en condiciones normales, se procedié a estudiar las
consecuencias fenotipicas en condiciones de estrés térmico, con objeto de obtener
informacién sobre la funcién de UBI4 en C. albicans.

3.a.- Efecto del estrés térmico.

El producto génico de UBI4 de C. albicans debe tener una funcion similar a la descrita
en S. cerevisiae, puesto que complementa el fenotipo conferido por la mutacion ubi4 en esa
especie (hipersensibilidad al estrés térmico) (véase apartado 1.4). Por tanto, la principal
funcién de la poliubiquitina de C. albicans debe ser proporcionar y mantener los niveles de
ubiquitina libre en condiciones de estrés (Finley et al, 1987; Mager & Moradas-Ferreira,
1993). Ademas los niveles de mRNA de UBI4 en C. albicans aumentan transitoriamente tras
choque térmico (véase apartado 1.3.c). Por todo ello, se procedi6 a estudiar el efecto de la
interrupcién del gen de la poliubiquitina de C. albicans sobre la viabilidad celular en
condiciones de estrés térmico por calor crénico.

Para ello, se crecieron las cepas AUBI4-6 y AUBI4-H1 (UBI4/Aubi4::hisG-URA3-
hisG), como control, a 28°C, en medios de cultivo minimo y rico hasta la fase exponencial o
estacionaria de crecimiento. A continuacion se sometieron a un choque térmico a 41°C (en el
mismo medio de cultivo), temperatura a la que se mantuvieron hasta 24 h. Para determinar la
viabilidad de las células tras el choque, periédicamente se tomaron alicuotas, que fueron
diluidas y plaqueadas en medio sdlido (200 UFC/placa). Cada muestra se plaqueé por
triplicado, y las placas se incubaron a 28°C hasta la formacién de colonias por las células
viables.

En ningin caso se observaron diferencias significativas de viabilidad entre la cepa
control y el mutante nulo. Esta observacion esta en la linea de lo descrito por otros autores en
la especie XK. lactis. En esta especie las diferencias en la viabilidad celular en respuesta a
estrés térmico cronico entre la cepa salvaje y el mutante nulo ubi4 son muy pequefias cuando
se determinan en cultivos en fase exponencial con glucosa como fuente de carbono. Las
diferencias se hacen mucho més visibles cuando el estrés térmico se aplica a células
estacionarias cultivadas con glicerol como fuente de carbono (Bao & Fukuhara, 2000). Por lo
tanto, se determiné de nuevo la viabilidad celular en respuesta a estrés térmico crénico (41°C)
de células estacionarias, cultivadas tanto en medio rico como en medio minimo, con glicerol

como fuente de carbono.
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Los resultados obtenidos se muestran en la Fig. II1.25. Como puede observarse,
ambas cepas son sensibles al estrés térmico de tipo cronico. El porcentaje de supervivientes,
en medio minimo (SG), al cabo de 24 h de tratamiento fue de 9.16 £ 1.66 y 3.88 + 1.68 para
las cepas AUBI4-H1 y AUBI4-6, respectivamente. La diferencia entre estos dos valores es
estadisticamente muy significativa (P < 0.01). En YPG, el porcentaje de supervivientes al
cabo de 24 h de tratamiento fue de 26.21 + 0.63 y 7.91 + 2.21 para las cepas AUBI4-H1 y
AUBI4-6, respectivamente, siendo también la diferencia entre estos dos valores
estadisticamente muy significativa (P < 0.01). Los resultados obtenidos en YPG, son fiables a
pesar de no ser un medio selectivo, puesto que la recombinacion intracromosomal espontanea
que pueden sufrir las células de la cepa AUBI4-6, entre las secuencias repetidas de ubiquitina,
para revertir al mutante heterocigotico (AUBI4-H2), ocurre en proporcién minoritaria, tal y
como se ha podido comprobar al crecer estas cepas en medio YPG solido, ya que la mayor
parte de las colonias de la cepa AUBI4-6 presentan una morfologia diferente de la presentada

por la cepa AUBI4-H2 (véase apartado 1.6.B.3.b).

A B
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Fig. 111.25. Sensibilidad del mutante nulo de C albicans para el gen UBI4 a las condiciones de estrés térmico.
Cultivos en medio SG (panel A) e YPG (panel B) en fase estacionaria de crecimiento de las cepas AUBI4-6y
AUBI4-HI (control) se sometieron a un choque térmico a 41°C, y periddicamente se tomaron alicuotas para
determinar la viabilidad de las células a 28°C. Cada determinacion se realizo por triplicado y los resultados se
expresan como la media del porcentaje (%) de supervivientes + la desviacion estandar.

Los resultados obtenidos indican que, aunque ambas cepas son sensibles al estrés
térmico por calor cronico, el mutante nulo responde peor que el heterocigotico a estas
condiciones, lo que confirma que la poliubiquitina esta implicada en respuesta a estrés. Estos
resultados solo se observan en células en fase estacionaria y con glicerol como fuente de

carbono, por lo que la fase del cultivo y la fuente de carbono son importantes para que pueda
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apreciarse el efecto de la ausencia de poliubiquitina sobre la viabilidad celular en condiciones
de estrés térmico crénico. Esto sugiere que en C. albicans el sistema de la ubiquitina sélo
participa en la respuesta a estrés térmico crénico dependiendo de condiciones adicionales
tales como la fase de crecimiento y tipo de metabolismo.

Estos resultados coinciden con lo descrito en otras especies fiingicas. En el mutante
ubi4 de S. cerevisiae (cepa SUBG60), la deficiencia en poliubiquitina provoca hiper-
sensibilidad al calor crénico por su incapacidad para mantener los niveles necesarios de
ubiquitina libre (Finley et al., 1987). No obstante, la sensibilidad al estrés térmico por calor
crénico presentada por el mutante nulo ubi4 de C. albicans, es menor que la del mutante ubi4
de S. cerevisiae (Finley et al., 1987), mientras que el mutante ubi4 de K. lactis presenta una
sensibilidad intermedia, lo que sugiere que algunos aspectos del gen UBI4 relacionados con la
respuesta estrés puede diferir entre especies (Bao & Fukuhara, 2000).

Cuando se determind el efecto del estrés térmico agudo (45-50°C) durante diferentes
tiempos, no pudo observarse ninguna diferencia significativa sobre la viabilidad celular entre
la cepa control y el mutante nulo, lo que sugiere que la poliubiquitina puede no ser importante
para la recuperacioén de la viabilidad celular tras estrés térmico agudo (no mostrado). Esta
observacién no coincide con lo descrito para el mutante nulo ubi4 de S. cerevisiae, que es
parcialmente resistente al estrés térmico agudo (Finley et al., 1987), lo que de nuevo sugiere

que la implicacién de la poliubiquitina en respuesta a estrés térmico varia entre especies.

A modo de resumen, nuestros resultados muestran que:

a) el gen UBI4 de C. albicans complementa el fenotipo hipersensible al calor del
mutante nulo ubi4 de S. cerevisiae,

b) el mutante nulo ubi4 de C. albicans manifiesta una mayor sensibilidad, que la cepa
control, al estrés térmico sélo bajo determinadas condiciones (células estacionarias y glicerol
como fuente de carbono).

Estas observaciones, junto con la comparacién. de genes y secuencias de ubiquitina en
C. albicans y S. cerevisiae (véase apartado 2.2.c), sugieren que el sistema de la ubiquitina en
S. cerevisiae esta mucho mas evolucionado estructural (hay 4 genes, UBII-4, el gen UBI4
contiene 5 subunidades de ubiquitina, y la divergencia entre las copias de ubiquitina es mayor
que la observada en C. albicans) y funcionalmente (el sistema de la ubiquitina estd implicado
en multiples procesos celulares); en C. albicans el sistema estd menos evolucionado,

estructural (probablemente sélo hay 2 genes, UBI3 y UBI4, el gen UBI4 s6lo consta de 3
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subunidades de ubiquitina, y las copias de ubiquitina son mucho mas parecidas entre si que
las de S. cerevisiae), y quiza también funcionalmente, en el sentido de que procesos mediados
por ubiquitina en S. cerevisiae, como la respuesta a estrés térmico, podrian ser aln
rudimentarios en C. albicans. Esto podria explicar que el gen UBI4 restaure el fenotipo
salvaje en mutantes nulos de S. cerevisiae, mientras que el mutante nulo ubi4 de C. albicans

no parece especialmente sensible a dicho estrés.

3.b.- Morfologia celular y colonial.

Durante el estudio de la viabilidad del mutante nulo ubi4 en condiciones de estrés
térmico por calor crénico, se observd que las colonias procedentes de la cepa AUBI4-6
presentaban, en un porcentaje significativo, un fenotipo diferente del normalmente presentado
por C. allbicans. Los diferentes tipos de morfologia colonial observados correspondian a
morfologias descritas en C. albicans durante el proceso de "switching", estudiado por Soll y
colaboradores, y por lo tanto, se denominaron con la nomenclatura propuesta por dichos
autores (Radford et al., 1994; Slutsky et al., 1985, 1987; Soll et al., 1987).

Por un lado, tras choque a 41°C en medio de cultivo YPG, la cepa AUBI4-H1,
utilizada como control, presenté una morfologia colonial del tipo "smooth-white" (SW) o
"original smooth". El mutante nulo AUBI4-6, cuando el choque se di6 a las placas sembradas
con células (200 UFC) en fase estacionaria, origind colonias de tipo "heavy myceliated" (HM)
6 colonias medusa, y, en menor porcentaje, colonias tipo "myceliated" (M), "fuzzy" (F) e
"intermediate-ring-heavy myceliated" (IRHM) (Fig. II1.26 A); y cuando el choque se di6 al
cultivo de la cepa AUBI4-6 en fase estacionaria antes de hacer las diluciones y sembrar las
placas, se originaron colonias del tipo SW, colonias SW con un sector central "wrinkled"
denominadas "intermediate-smooth-white-wrinkled" (ISWW), colonias "intermediate-fuzzy-
star" (IFST), colonias "original smooth" con un sector M (SW/M) y colonias "original
smooth" con un sector wrinkled (SW/W) (Fig. 111.26 B).

En medio de cultivo SG, tras someter a los cultivos en fase estacionaria a un choque
a 41°C, diluirlos y plaquear, la morfologia de las colonias de la cepa control fue también del
tipo "smooth-white" (SW), mientras que el mutante nulo presentd, ademds de este tipo de
colonia, una morfologia SW con un halo miceliado bastante espeso alrededor (SW-hm) (Fig.
II1.26 C).

Estas morfologias coloniales se observaron ya en las placas control, sembradas antes

del choque térmico, por lo que este fenémeno no era consecuencia directa del mismo, aunque
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el porcentaje de colonias con morfologia diferente en el mutante aumentaba ligeramente con
el choque térmico.

Al examinar al microscopio de contraste de fases la morfologia de las células que
formaban parte de las diferentes colonias, se comprobé que las colonias de tipo SW estaban
formadas completamente por células en fase levaduriforme, mientras que el resto de los tipos
de colonias contenian en su composicién células en fase micelial, en mayor o menor

_proporcién segin el tipo de. colonia (Fig. II1.26 D). El diferente. grado de crecimiento -
filamentoso (proporcién de blastosporas, hifas verdaderas y pseudohifas), es responsable de
las diferentes morfologias coloniales producidas por la cepa AUBI4-6. Como se ha comentado
anteriormente, esta variacion colonial del mutante nulo ubi4 de C. albicans es similar al
sistema de switching fenotipico descrito por Soll y colaboradores (Radford et al., 1994;
Slutsky et al., 1985, 1987; Soll et al., 1987).

Esta capacidad de variacién fenotipica colonial que presenta la cepa AUBI4-6 puede
ser considerada como un sistema de "switching" o "variacién fenotipica". Dicho sistema en C.
albicans debe diferenciarse de la transicién levadura-micelio, porque ocurre de manera
espontdnea, a bajas frecuencias, y se identifica por variaciones reversibles en la morfologia de
las colonias, es heredable y en muchos casos implica mas de dos morfologias diferentes (Soll
et al., 1993). Dentro de los sistemas de "switching" descritos en C. albicans, el presentado por
la cepa AUBI4-6 podria incluirse dentro del tipo: "smooth-heavy myceliated transition" (Soll
etal., 1993).

Puesto que la variacién fenotipica colonial presentada por la cepa AUBI4-6 parecia ser
debida a la interrupcion del gen de la poliubiquitina, independientemente de que el choque
térmico pudiera aumentar la frecuencia de dicha variacién, se procedid a estudiar los
diferentes fenotipos caracterizables por la morfologia de las colonias que aparecen al cultivar

esta cepa en diferentes condiciones (medio de cultivo y temperatura) utilizindose la cepa

Fig. I11.26. (P4agina anterior). Morfologia colonial y celular del mutante nulo de C. albicans para el gen UBI4
tras estrés térmico por calor crénico. Se muestra la morfologia colonial obtenida en la cepa AUBI4-6 y AUBI4-
H1 (control) tras distintos tratamientos. (A): células crecidas en YPG liquido a 28°C hasta fase estacionaria, se
inocularon en placas de YPG (200 UFC/placa), se trataron a 41°C durante 24 h y seguidamente se incubaron a
28°C hasta la formacién de colonias; (B): células crecidas en YPG liquido a 28°C hasta fase estacionaria, se
incubaron a 41°C durante 24 h y seguidamente se inocularon en placas de YPG (200 UFC/placa) que fueron
incubadas a 28°C hasta la aparicién de colonias; (C): células crecidas en medio SG liquido a 28°C hasta fase
estacionaria se inocularon directamente en placas de SG (200 UFC/placa) y se incubaron a 28°C hasta la
formacién de colonias. Las diferentes morfologias coloniales observadas se indican de acuerdo con la
nomenclatura utilizada en el texto. En el panel D se muestra la morfologia celular, obtenida mediante
microscopia éptica de contraste de fases, de muestras tomadas de colonias SW de la cepa AUBI4-HI y de

~ colonias HM de la cepa AUBI4-6.
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AUBI4-H1 como control. Para ello, células procedentes de un cultivo en medio minimo SD
solido a 28°C, fueron diluidas en agua destilada estéril, sembradas en placas (200 UFC/placa)
de distintos medios de cultivo y se incubaron a diferentes temperaturas. En la tabla IIL.8 se

resumen las diferentes morfologias detectadas y el porcentaje en el que aparecian en cada

Ccaso.
MEDIO CEPA
DE Ta(°C) AUBI4-H1 AUBI4-6
CULTIVO
SW -> 100% SW -> 63%
28 HW -> 27%
YPD SW/HW -> 10%
SW -> 100% HW -> 95%
37 SW/HW -> 5%
SW -> 90% SW-> 10%
28 P-> 10% HM -> 90%
YPG
SW -> 95% W, HW, ST, FR, SR, P -> 94%
37 P -» 5% ISWW, IFST -> 6%
SW > 100% SW -> 2%
28 W, W-m, ST, P, HW-m ->93%
SD IRW, ISWW, IRHW -> 5%
SW -> 4% SW -> 2%
37 W -4 2% HW, W, P -> 97%
ISWW, ISTW -> 94% ISWW, IRW > 1%
SW-> 100% SW-> 11%
28 SW-hm, SW-m -> 89%
5G SW -> 100% SW -> 9%
37 SW-hm, SW-m ->91%
SW -> 20% FE -> 100%
28 R, SW-m -> 80%
Lee
SW -> 5% FE — 100%

37 HW-lim, W-hm -> 55%
IRST, IRST-hm -> 40%

Tabla IIL.8. Proporcion de las diferentes morfologias coloniales obtenidas tras crecimiento de las cepas AUBI4-
H1 y AUBI4-6 en diferentes condiciones (medio de cultivo y temperatura de incubacion). Las células se
inocularon en los diferentes medios (200 UFC/placa) (véase texto para mas detalle) y se incubaron hasta la
formacion de colonias. En color negro se indica el porcentaje de colonias smooth-white (SW); en color rojo el de
cualquier otra morfologia diferente: wrinkled (W), petite (P), ring (R), stippled-ring (SR), flat-ring (FR), hyper-
wrinkled (HW), ffied-egg (FE), heavy-myceliated (HM), star (ST), fuzzy (F), y en color azul las morfologias
intermedias; "m" indica la presencia de un pequefio halo micelial alrededor de la colonia y "hm" un halo
micelial muy espeso alrededor de la colonia.
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Las colonias de tipo smooth-white (SW; Fig. II1.27), presentan el borde regular y una
textura homogénea, siendo de color blanquecino-cremoso, y al microscopio de contraste de
fases presentan una composicién enteramente de blastosporas. En las morfologias coloniales
obtenidas diferentes a la SW, aparecen en su composicion micelios en mayor 6 menor
proporcién, segin el tipo de colonia (Fig. II1.27). Las colonias de tipo "wrinkled" (W), son
concavas, y estan delimitadas por un grueso borde irregular del que emanan nerviaciones que
.convergen de forma irregular hacia el centro de la colonia; las de tipo "hyper-wrinkled"
(HW), son como las "wrinkled" pero con mas nerviaciones; las de tipo "star" (ST), son
parecidas a las "wrinkled" pero con forma de estrella; las de tipo "petite" (P), son
morfolégicamente semejantes a las smooth-white, aunque tienen un didmetro sensiblemente
inferior; las colonias de tipo "ring" (R), tienen un borde grueso que puede llegar a representar
mas de un tercio del radio de la colonia, con una parte central ligeramente convexa, y de
textura suavemente granulosa; las denominadas "stippled-ring" (SR), presentan un borde
grueso semejante al de las colonias "ring", pero a diferencia de éstas la parte central de la
colonia estd mas deprimida y tiene una textura mucho mas rugosa; las colonias de tipo "flat-
ring" (FR), son muy semejantes a las "stippled-ring" aunque mucho més aplanadas; las de tipo
"fuzzy" (F), exhiben un perimetro irregular que queda delimitado por un borde grueso, la
parte central de la colonia es concava, de textura lisa y de ella emanan micelios aéreos con
profusién; las de tipo "fried-egg" (FE), con forma de huevo frito, presentan una colonia
parecida a las "smooth-white" en el centro con un espeso micelio alrededor, y las "heavy-
myceliated" (HM), presentan un denso micelio homogéneamente distribuido. En algunos
casos las morfologias coloniales obtenidas presentan un aspecto intermedio entre dos de las
morfologias bésicas descritas anteriormente. Ademis algunas colonias (en diferente
porcentaje segun las condiciones de cultivo) presentan diferentes partes: un sector muestra
una determinada morfologia y otro sector de la misma colonia presenta la morfologia smooth-
white (Fig. IIL.27). Este fenémeno se debe a cambios fenotipicos ocurridos de manera
temprana en el desarrollo colonial, que son estables y continuan expresindose
fenotipicamente (Soll, 1992), siendo ésta una de las caracteristicas del fenémeno de
"switching" o "variacion fenotipica" (Soll, 1992; Soll et al., 1993).

Como puede observarse en la tabla IIL.8, la cepa AUBI4-H1 (control), presenta
unicamente o mayoritariamente colonias del tipo SW, compuestas por células levaduriformes
(Fig. I11.27 B), en todas las condiciones ensayadas, excepto en SD a 37°C y Lee a 28 y 37°C

donde predominan otras morfologias coloniales. En cambio, la cepa AUBI4-6, siempre
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presenta un porceniaje mayor de colonias con morfologias diferentes de la SW que la cepa
control, en todos los medios de cultivo probados y a ambas temperaturas. Las diferentes
morfologias coloniales estdn compuestas por una mezcla de diferentes morfologias celulares
tal y como se ha comentado anteriormente. En la figura II1.27 B se muestra la morfologia de
una colonia tipo HW como representativa. Por lo tanto, el mutante nulo ubi4 de C. albicans
presenta una alta frecuencia de aparicién de colonias diferentes del tipo smooth normal (SW),
que suelen incluir dos 6 més tipos diferentes en el mismo medio de cultivo y temperatura.
Esta frecuencia de variacién fenotipica colonial es muy superior a la observada en la cepa
control, particularmente en YPD, YPG, SG, a ambas temperaturas, y SD a 28°C. En aquellas
condiciones en las que el control muestra también una elevada variacién fenotipica (SD a
37°C y Lee a 28 y 37°C), los fenotipos observados son distintos a los mostrados por el
mutante nulo en las mismas condiciones. Si comparamos los resultados obtenidos en cada
medio de cultivo a ambas temperaturas, cabe resaltar que en medio rico (YPD) es donde se
observa un mayor efecto de la temperatura sobre la variacién colonial en el mutante nulo,
mientras que en la cepa control no hay diferencias en YPD a ambas temperaturas.

Dado que la frecuencia de variacién colonial presentada por la cepa AUBI4-6, se
incrementa con la temperatura (mayor a 37°C que a 28°C, particularmente en medio rico,
YPD), y también lo hacia bajo choque térmico por calor crénico, como se ha descrito
anteriormente, se procedi6 a estudiar la capacidad de formacién de tubos germinativos
siguiendo el método clasico de nuestro laboratorio (Casanova et al., 1989), que implica un
choque térmico a 37°C en medio de Lee precalentado, a partir de células en reposo
metabdlico, 24 h a 4°C, Para ello, se cultivaron las cepas AUBI4-6 y AUBI4-H1, como
control, en medio de Lee a 28°C. La cepa AUBI4-HI, crecié como cabia esperar, como
levaduras gemando (Fig. II1.28 B), mientras que el mutante nulo habia miceliado
perfectamente (Fig. II1.28 B). Estos resultados indican que el gen de la poliubiquitina
mantiene bloqueada "la miceliacién" en condiciones normales, siendo esencial para la

represion de la miceliacién, puesto que las células del mutante nulo, sin poliubiquitina,

Fig. I1127. (Doble pagina anterior). Variantes fenotipicas coloniales y morfologia celular del mutante nulo de C.
albican: para el gen UBI4 en diferentes condiciones de medio de cultivo y temperatura. Las cepas AUBI4-H1
(control) y AUBI4-6 se sembraron en placas de diferentes medios de cultivo (200 UFC/placa), a partir de una
suspenson de células en agua destilada estéril (véase texto para més detalle), y se incubaron seguidamente a
diferentes temperaturas (28 y 37°C) durante 2-7 dias segin las condiciones. Panel A: morfologia colonial. Las
diferentes morfologias observadas se indican mediante las abreviaturas utilizadas en el texto. Panel B:
morfolo3fa celular, obtenida mediante microscopia 6ptica de contraste de fases, de muestras tomadas de colonias
SW de b cepa AUBI4-H1 y de colonias HW de la cepa AUBI4-6.
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micelian perfectamente en condiciones en las que la cepa heterocigética no lo hace. Este
mismo efecto se observé en medio de Lee sélido a las temperaturas de 28°C y 37°C,
obteniéndose en el mutante nulo un 100% de colonias de tipo FE, como se refleja en la tabla
II1.8. Por lo tanto, hay una correlacién entre la formacién del tubo germinativo y el
"switching" colonial; esta correlacion se observa perfectamente en el medio de Lee a 28°C. En
los demas casos, no se ha determinado la capacidad de miceliacién del mutante nulo en

medios liquidos, pero la alta frecuencia de "switching" observada indica que el mutante nulo
| és caﬁaz de pfoducir miéelios, €n mayor o menor proporciéh, en condiciones en las que el
control crece exclusivamente como levadura (particularmente a 28°C).

A continuacién, para confirmar que la expresién de UBI4 est4 implicada en fenémenos
de miceliacidn, se incluyd en el estudio, el mutante nulo condicional para la poliubiquitina,
AUBI4-7, en el que se puede controlar la expresién de UBI4. En medio de Lee liquido (28°C)
y sélido (28 y 37°C) y en condiciones en las que el gen UBI4 se expresa bajo el control del
promotor MET?3, la cepa AUBI4-7 se comporta de manera similar a la cepa control (pues en
ambas se expresa el gen UBI4) mostrando el mutante nulo (AUBI4-6) un fenotipo colonia] y
celular distinto, debido a que micelia en estas condiciones (Tabla II1.9 y Fig. II1.28). Al
adicionar aminoacidos al medio de Lee para bloquear la expresion de UBI4 regulada por
MET3, el resultado no es tan claro puesto que en la cepa control se induce la formacion de
micelio (en medio liquido a 28°C) con el consiguiente aumento de variacién colonial. Aln asi,
en medio s6lido a 28°C, el mutante nulo condicional (AUBI4-7) se comporta de manera
similar al mutante nulo (AUBI4-6 ) (Tabla II1.9 y Fig. I11.28). Cabe comentar que el fenotipo
observado en el mutante nulo condicional en condiciones de represién se parece bastante al
observado en el mutante nulo, aunque no es idéntico, lo que podria deberse a la expresion
basal del promotor MET3 (1%), ain en condiciones de represién (Care et al., 1999).

Estos resultados demuestran que la alta frecuencia de variacion fenotipica colonial y la
capacidad de miceliacidn era una consecuencia directa de la interrupcién del gen UBI4. Se ha
observado claramente con los resultados obtenidos, que existe una relacion entre la ausencia
de poliubiquitina y la miceliacion, puesto que (i) las colonias con morfologia diferente de la
SW, lo son porque las células que la forman micelian (en mayor o menor proporcion) y (ii) en
medio de Lee a 28°C el mutante nulo micelia mientras que la cepa control crece como
levadura. Sin embargo, la relacién entre la ausencia de poliubiquitina y el fenémeno de
"switching" no se ha estudiado directamente en este trabajo, puesto que para ello, se deberia

analizar la morfologia colonial en multiples resiembras para determinar la frecuencia de
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Fig. 111.28. Variantes fenotipicas coloniales y morfologia celular del mutante nulo y mutante nulo condicional de
C. albicans para el gen UBI4. Las cepas AUBI4-6, AUBI4-7 y AUBI4-H1 (control) se sembraron (200
UFCl/placa) en placas con medio de Lee en presencia y ausencia de los aminoacidos represores del promotor
METS3, apartir de una suspension celular en agua destilada estéril (véase texto para mas detalle), y se incubaron a
28 y 37°C hasta la formacion de colonias. Panel A: morfologia colonial presentada por estas cepas en estas
condiciones. Las diferentes morfologias se indican mediante las abreviaturas utilizadas en el texto. Panel B:
morfologia celular, obtenida mediante microscopia dptica de contraste de fases, de células de las diferentes cepas
crecidas en medio de Lee liquido a 28°C.

variacion fenotipica a partir de cada morfologia colonial, puesto que cabe la posibilidad de
que la morfologia colonial sea estable, lo que descartaria el fenomeno de "switching". De
todos modos, hay ciertas evidencias para decir que la cepa AUBI4-6 presenta un alto
porcentaje de "switching": a) en diferentes condiciones de cultivo (diferentes medios de
cultivo y diferentes temperaturas), como son YPD (28 y 37°C), YPG (28 y 37°C), SD (28°C),
y SG (28 y 37°C), el 100% de las células de la cepa AUBI4-H1 presentan una morfologia SW,
mientras que las de la cepa AUBI4-6, presentan diferentes morfologias coloniales al mismo
tiempo; y b) la cepa AUBI4-6 presenta colonias sectoreadas en ciertas condiciones.

Los resultados obtenidos indican que la poliubiquitina tiene importantes funciones en

la biologia de C. albicans. Ademas de participar en la respuesta a estrés térmico, la ubiquitina

estd implicada en el control de los mecanismos que regulan el "switching" fenotipico y la
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morfologia celular. De este modo, la expresion del gen UBI4 mantendria bloqueada la
capacidad de formar tubo germinativo en condiciones en las que la célula crece como
levadura, y a la vez, mantendria unos niveles bajos de "switching". Un defecto de ubiquitina

en las mismas condiciones, induciria la miceliacion y el cambio fenotipico.

MEDIO CEPA
DE TIPO  Ta(*C) AUBI4-H1 AUBI4-6 AUBI4-7
CULTIVO
Lee Soélido SW -> 20 % FE — 100%) SW-> 10%
28 SW-m, R-> 80% R, SW-m, R-m
-> 90%
SW -> 5% FE -> 100%) SW -> 4%
37 HW-hm,W-hm—55% SW-m, SW-hm,
IRST, IRST-hm—>40% SR, SR-m
-> 96%)
Liquido levaduras micelio levaduras
28 gemando corto agrupadas
Lee + aa Solido SW -> 40% SW -> 5% SW -> 3%
28 F,SR,W,SW-m-> FE, P->9% FE, P, SW-m
60% > 97%
R -> 100% FE, P-> 100%) IRST — 100%)
37
Liquido micelio micelio micelio
28 largo largo largo

Tabla II1.9. Proporcion de las diferentes morfologias coloniales obtenidas tras crecimiento de las cepas AUBI4-
HI, AUBI4-6 y AUBI4-7 en medio de Lee solido, en presencia y ausencia de los aminoacidos represores del
promotor MET3. En medio sdlido las células se inocularon (200 UFC/placa) (véase texto para mas detalle) y se
incubaron hasta la formacion de colonias. En color negro se indica el porcentaje de colonias smooth-white (SW);
en color rojo el de cualquier otra morfologia diferente: wrinkled (W), petite (P), ring (R), stippled-ring (SR),
hyper-wrinkled (HW), fried-egg (FE), fuzzy (F), star (ST), y en color azul las morfologias intermedias; "m"
indica la presencia de un pequefio halo micelial alrededor de la colonia, "hm" indica que el halo micelial es
espeso, y "aa" adicion al medio de cultivo de los aminoacidos represores del promotor MET3. Se indica ademas
la morfologia celular obtenida mediante microscopia Optica de contraste en los medios de cultivo liquidos a
28°C.

El posible mecanismo por el que la ubiquitina controlaria este proceso es desconocido,
pero dado que la ubiquitina y la ubiquitinacion actGan marcando proteinas para su rapida
degradacion, es muy posible que este sea el mecanismo implicado: la ubiquitina seria

necesaria para mantener niveles bajos o nulos de proteinas implicadas en la miceliacion o
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"switching", procesos muy complejos en los que intervienen multiples factores (Fig. 111.29).
Alternativamente, la ubiquitinacion de algunas proteinas podria regular su funcion
(activandolas o desactivandolas reversiblemente, segin estén ubiquitinadas o no), y de esta
manera controlar los procesos anteriormente citados (Fig. 111.29). De hecho hay receptores de
membrana que se regulan (activan e inactivan reversiblemente) por ubiquitinacion

(Ciechanover, 1994; Hicke «& Riezman, 1996; Kolling «& Hollenberg, 1994; Paolini & Kinet,
1993; Roth «& Davis, 1996).

UBI4

proteinas reguladoras de miceliacion
inactivas (ubiquitina/ubiquitinacion)

LEVADURA o ausentes (degradacion)
INDUCTORES
MICELIACION
(temperatura, nutrientes,...)
(diferentes vias)
( m-»
MICELIO

proteinas reguladoras de miceliacion

activas (no ubiquitina/no ubiquitinacion)

(incluso en ausencia de inductores de miceliacion)
o presentes (no degradadas)

Al/B/4

Fig. II1.29. Esquema hipotético de la posible funcién de la ubiquitina (UBI4) en la transicion morfoldgica
levadura-micelio.
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2.- AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DEL GEN UBI3 DE C.albicans

2.1.- Rastreo de una libreria genémica empleando un ¢cDNA de poliubiquitina

como sonda.

Tras el rastreo de una libreria gendmica construida a partir de DNA cromosomal de la
cepa WO-1 de C. albicans en el vector plasmidico pPEMBLYe23 (Baldari & Cesareni, 1985),
empleando como sonda el cDNA de 0.9 kb de la poliubiquitina de C. albicans, con objeto de
aislar los genes que codificasen proteinas relacionadas con la ubiquitina en C. albicans, se

obtuvieron trece clones positivos (véase apartado 1.1).
2.2.- Anilisis del DNA cromosomal de los clones aislados.

Doce de los clones aislados en el rastreo eran idénticos (pPR1) y contenian el gen
UBI4 de C. albicans, descrito anteriormente. En este apartado se describen los resultados
~ obtenidos en el anilisis del otro clon aislado (pPR2), que también esta relacionado con la

ubiquitina y que es diferente de pPR1.
2.2.a.- Mapa de restriccién de pPR2.

Como se explica en el apartado 1.2, los dos clones diferentes aislados (pPR1 y pPR2)
en el rastreo de la libreria genémica corresponden a dos genes distintos. Con objeto de
determinar la localizacion del gen dentro del inserto gendémico de 2.8 kb del plasmido pPR2,
se procedid, en primer lugar, a determinar el mapa de restriccion del plasmido (Fig. I11.30 A).

El andlisis mediante Southern blot para determinar los fragmentos de restriccién que
hibridaban con la sonda de cDNA, permiti6 localizar el gen en un fragmento de restriccion
HindIll/ BamHI de 1.85 kb (Fig. I11.2 D, calle 2).
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A B UBI3 OH

Fig. 111.30. Panel A: Mapa de restriccion del B B UBI OH
fragmento de DNA gendémico de C albicans ! M ot
clonado en el plasmido pPR2. La region PUCMI3(®D  ——>

codificante (ORF) del gen UBI3 aparece en color R

verde. La flecha indica el mRNA transcrito.

Dianas de enzimas de restriccion: H (//mdlll), O T .45 -~ PUC/MI3(r)

(Xhol), B (BamRY). Panel B: Estrategia de 4R4
secuenciacion del gen UBI3. Las flechas indican
el inicio, la direccion y la longitud de los tramos

secuenciados. Los oligonucleotidos empleados
se describen en la tabla III. 10. bommmemmme e 1

2.2.b.- Secuenciacion del gen UBI3 y andlisis de la secuencia.

El fragmento Hindlll/BamHI de 1.85 kb del plasmido pPR2 que contenia el gen de
interés se subclond en el mismo vector plasmidico, eliminando el fragmento //mdIll///mdIll
de 0.95 kb, para obtener un nuevo plasmido, que se denomindé pPR4. El DNA plasmidico de
pPR4 se empleo para secuenciar el gen de interés, seglin se describe a continuacion.

La doble cadena del fragmento Xhol/BamUI de 1.5 kb, se secuencid completamente
empleando, en primer lugar, los oligonucledtidos universales de pUC/M13 "forward" y
"reverse", y posteriormente, nuevos oligonucledtidos sintéticos deducidos de la region de
DNA secuenciada (tabla III. 10). La estrategia de secuenciacion se indica en la figura 111.30 B.

El analisis del fragmento de 1.490 pb secuenciado, muestra un marco abierto de
lectura de 453 nucledtidos que codifica una proteina de 151 aminodcidos. Dicha proteina esta
formada por una unidad de ubiquitina (76 aminoacidos), seguida en su extremo carboxi-
terminal de un péptido de 75 aminodcidos, no relacionado con la ubiquitina. La secuencia de
aminoacidos de la subunidad de ubiquitina es idéntica a la de la ubiquitina del gen UBI4 de C.
albicans y a la de la ubiquitina de los genes UBII-4 de S. cerevisiae, 1o que confirma que se
trata de una proteina muy conservada entre especies (Finley & Chau, 1991; Finley &
Varshavsky, 1985; Ozkaynak et al., 1987). La secuencia nucleotidica que codifica el péptido
unido al extremo carboxi-terminal de la ubiquitina muestra una significativa homologia con la
correspondiente secuencia del gen UBI3 de S. cerevisiae, que codifica la proteina S34 de la

subunidad pequefia del ribosoma (Finley ez al., 1989; Finley & Chau, 1991; Ozkaynak et al,,
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LOCALIZACION
NOMBRE SECUENCIA EN Ié%;gﬁljgicm
extremo 5’ | extremo 3’
4F2  |GATGAGATACAAATACTGGTGCGCC | -129 - 105
4R4 CAAGGTAATGGTTTTACCAGTTAAGG 45 20
4F3 GGTCTTGAGATTGAGAGGTGGTGG 207 230
4R3 GCATCCCTTAGTTAGCCTTTAAGG 463 440
4F4 CCACACATCCCCCCTTGCCCACCC 608 631
4R2 TATGGCTTGGGATCGAAGTACGC 801 779

Tabla IIL10. Oligonucledtidos sintéticos utilizados como cebadores en la secuenciacién del gen UBI3 de C.
albicans. La posicién de los extremos 5' y 3' est4 numerada respecto al sitio de inicio de la traduccién. Nétese
que los oligonucleétidos F y R hibridan con cadenas complementarias.

1987), por lo que a este gen de C. albicans se le denominé UBI3. La region codificante, al
igual que en S. cerevisiae, no estad interrumpida por ningln intrén, a diferencia de lo que
ocurre en los genes UBII y UBI2 de S. cerevisiae. La secuencia del gen UBI3 de C. albicans
(Fig. I11.31) se encuentra depositada en la base de datos del GenBank/EMBL con el nimero
de acceso Y15608.

Al comparar las secuencias nucleotidicas de la ubiquitina de los genes UBI3 de C.
albicans y S. cerevisiae, se encontrd una homologia de un 90%, pero ésta disminuy6 hasta un
77% al comparar las secuencias nucleotidicas del péptido ribosomal situado en el extremo
carboxi-terminal de la ubiquitina, siendo la identidad de la secuencia de aminoécidos de este
péptido de un 77%. Ademas este péptido contiene 75 aminodcidos en C. albicans, en lugar de
los 76 encontrados en S. cerevisiae (Fig. I11.32). Esto indica un menor grado de conservacion
de este péptido, aunque las secuencias de amino4cidos de las proteinas unidas al extremo
carboxi-terminal de la ubiquitina en los genes hibridos de esta proteina (UBII-3 de S.
cerevisiae) estdn también muy conservadas (Finley et al., 1989; Finley & Chau, 1991;
Ozkaynak et al., 1987).

Al igual que en el caso de UBIH4, el uso de codones de UBI3 en C. albicans (Tabla
III.11), sigue el patrén descrito para los genes muy expresados (Lloyd & Sharp, 1992), lo que
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indica preferencia por aquellos codones que son traducidos eficientemente (Bennetzen &

Hall, 1982; Ikemura, 1982; Sharp et al., 1986).

- 472 CCGGGGATCCGCTGATAGTTTT
BamHI
- 450 TATCTAAGCGAGAGTAAGTCTTGGCAAACTTACACAAAATAAGAGTTGGG

- 400 TCAGGGTTGCTATGTGTATAATTTTTAGCGTAGAATTTTATCTTAGTTTT

- 350 GGTAAAAATTGACTCGAAAATAAAAGTACCCCTAGAGATATGAAAGGAGG
- 300 GTCAAAVGTAGCAAAGAGATATGGTCAGTAACATGGCACAGTATTATATG
- 250 TCTCTGACCAGGCTTTGACATGTACCCACTGTCCAAGGTAAGTCGGAGGA
- 200 TTAGGGCTTAACCCTAATTTTTTGCACGTGACCCGCACAAAACAATTTTT
- 150 CAAGCTCTTTTTTTTTTTTCTGATGAGATACAAATACTGGTGCGCCACCA
- 100 ATATAGTTTTCAAAACTTTTTTTCACTTCTTTTTTTTTACACTAATCCCA
-50 CATTTTTGGTAAGAAAGAAGCATAGCTATTTGCCGACAAGCCAATTCAAG
1 ATG CAA ATT TTC GIC AAA ACC TTA ACT GGI AAA ACC
1 ™M @ I F vV K T L T G K T
37 ATT ACC TTG GAA GIT GAA TCT TCT GAC ACT ATT GAC
3 1 T L E V E S S D T 1 D
73 AAT GIC AAA TCC AAA ATT CAA GAC AAA GAA GGT ATT
25 N V K S K I Q D K E G 1
109 CCA CCA GAC CAA CAA AGA TTG ATT TTT GCT GGT AAA
37 P P D Q Q R L I F A G K
145 CAA TTG GAA GAC GGT AGA ACT TIG TCT GAC TAC AAC
49 @ L E D G R T L S D Y N
181 ATC CAA AAG GAA TCC ACC TTG CAC TTG GIC TIG AGA
66 I Q K E s T L H L V L R
P
217 TIG AGA GGT GGT' GGT AAG AAG AGA AAG AAG AAG GIC
737 L R G G G K K R K K K V
253 TAC ACC ACC CCA AAG AAG ATC AAG CAC AAG CAC AGA

85 Y T T P K K I K H K H R
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289 ARAA CAC AAG TTG GCT GTT TTG ACT TAC TAC AAA GTT
97 K H K L A v L T Y Y K v

325 GAC AAC GAA GGT AAC GTC GAA AGA TTG AGA AGA GAA
109 D N E G N v E R L R R E
361 TGT CCA GCT CCA ACT TGT GGT GCC GGT ATT TTC ATG

121 c P A P T C G A G I F M

397  GCC AAC ATG AAA GAC AGA CAA TAC TGT GGT AAA TGT
133 A N M K D R Q Y c G K C

433 -CAC TTG ACC TTA AAG GCT AAC TAA GGGATGCAATAGTAATAT
145 H L T L K A N * * *

475 AGTTGTATAGTATTTCTAATGTATTTTTTTATAAACCTTTTCCCAAAAAC

525 GAGTGTAGAATTTTGGTAGTTGTGCACGACATATTTTTTTTTGTCCAACA
575 AAACGTAAACAAGTTTTAGAAATTCTTTTTTGACCACACATCCCCCCTTG
625 CCCACCCAGGATGAGTTTTTCTATTTATGAACTAGATGAGAATATAAAGA
675 AACTACTAACGGTAGACAACTACCTCAATGGGTTGTCGGTCAACGATTTT
725 ATTGAAGAAATCAGTAAAGATCATTTTCTTAAAGGTGCTGAAGTCAACAA

775 CAAAGCGTACTTCGATCCCAAGCCATAACATCAGAACTTTTGAAAGTACT

=
825 TTGAGAGAATTGAAACAATTACAGGCAGAGGCCAATGAACAACGAGTARA

875 GAATGAGAGACAAGTGGACTCGTATGAGTTGAAACATTCGGAGAACGTTT
925 TGGAGTTGAACCAACAAATTGCACGAGGCGACCAAGAAATTTGATATATT
975 GGACACCCAGATCCTGGACGTTTCTACGAAGGATTAACCCATTAGGGGAA

1025 TACGTTGAATAAAATTACCAATTCTCGAGATCGAT
: Xhol

Fig IT1.31. Secuencia nucleotidica del gen UBI3 de C. albicans y regiones adyacentes, introducida en la base de
datos del GenBank/EMBL con el nimero de acceso Y15608. La secuencia est4 numerada respecto al lugar de
inicio de la traducci6n. En la zona promotora se muestran cuatro posibles cajas TATA (en rojo y subrayadas) y
una zona rica en CT seguida de secuencias CAAG (en verde y subrayado). Los codones de terminacién de la
traducci6n se indican con asteriscos. Las posibles sefiales de terminaci6n de 1a transcripcién y poliadenilacién se
muestran subrayadas. La secuencia de aminoécidos de 1a proteina codificada se indica con el cédigo de una séla
letra, numerandose desde el codén de inicio de la traduccién. El extremo carboxi-terminal de la secuencia de la
ubiquitina (glicina) est4 indicado con una flecha vertical. La posicién de los sitios de restriccién BamHI y Xhol,
que flanquean la regién secuenciada, también se indican. Los extremos 5' y 3' del fragmento de 0.6 kb empleado
como sonda especifica de UBI3 estén sefialados con flechas horizontales (207, 801).
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AMINOACIDO | CODON | N° | USO (%) | AMINOACIDO | CODON | N° | USO (%)
Arg (R) 10 Gly (G) 11
AGA 10 100 GGA 0
AGG 0 GGC 0
CGA 0 GGG 0
CGG 0 GGT 11 100
CGT 0
CGC 0 {var vy 8
GTA 0
Ser (S) 5 GTC 5 62,5
TCA 0 GTG 0
TCC 2 40 GTT 3 37,5
TCG 0
TCT 3 60 1Ghn(Q) 7
AGT 0 CAA 7 100
AGC Y CAG 0
CTG 0
His (H) 5
Asn (N) 6 CAC 5 100
AAT 1 16,6 CAT 0
AAC 5 83,3
— |Leu(@) 14
Lys (K) 22 CTA 0
AAA 10 45,4 CTIC 0
AAG 12 54,5 CTT 0
TTA 2 14,2
Met (M) 3 TTG 12 85.7
ATG 3 10 | pr @) 5
CCA 5 1
Oe (D 9 cce 0 %
ATA 0 CCG 0
ATC 2 22,2 CCT 0
ATT 7 71,7
Thr (T) 12 Tyr (Y) 5
ACA 0 TAC 5 100
ACC 7 58,3 TAT 0
ACG 0
ACT 5 41,6 |Cys(C) 4
TGC 0
Ala (A) 6 TGT 4 100
GCA 0
GCC 2 33,3 |Trp 0
GCG 0 TGG
GCT 4 66,6
Phe (F) 3
Asp (D) 8 TTC 2 66,6
GAC 8 100 TIT 1 333
GAT 0
Glu (E) 8
GAA 8 100
GAG 0
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El analisis de la zona promotora de UBI3 permitid la identificacion de cuatro posibles
cajas TATA (Guarante, 1984; Struhl, 1987) situadas en las posiciones -384, -259, -122 y -101
con respecto al sitio de inicio de la traduccion (Fig. 111.31), que podrian actuar como sefiales
de iniciacion de la transcripcion. Ademas se identifico en la posicion -85 una zona rica en CT,
seguida a cierta distancia por dos repeticiones de la secuencia CAAG en las posiciones -14 y
-4, elementos que forman una secuencia nucleotidica bipartita encontrada en la region
promotora de muchos genes de levadura (Dobson et al., 1982; Klebl & Tanner, 1989).

En la region 3' no traducida, aparecen en las posiciones 466, 474, 482, 487, 498, 530,
541 y 558, las secuencias TAG...TAGT...TTT, presentes en muchos genes de levadura, y que
actian como posibles sefiales de terminacion de la transcripcion y poliadenilacion del mRNA

(Maneu et al., 1996, 1997; Zaret & Sherman, 1982) (Fig. 111.31).

C. albicans 1 GKKRKKKVYTTPKKIKHKHRKHKLAVLTYYKVD
S. cerevisiae 1 GKKRKKKVYTTPKKIKHKHKXVKLAVLSYYKVD
C. albicans 34 NEGNVERLRRECPAPTCGAGIFMANMKDRQYCGK
S. cerevisiae 34 AEGKVTKLRRECSNPTCGAGVFLANHKDRLYCGK
C. albicans 68 CHLTLKAN

S. cerevisiae 68 CHSVYKVNA

Fig. 111.32. Comparacion de las secuencias de aminoacidos de la proteina ribosomal codificada por el gen UBI3
de C. albicans y S. cerevisiae. Los aminoacidos diferentes en las dos proteinas se indican en rojo y el
aminoacido de mas que se encuentra en la proteina de S. cerevisiae respecto a la de C. albicans se muestra en
azul.

Tabla IIL.1l. (Pagina anterior). Uso de codones del gen UBI3 de C. albicans. Se muestra el numero de veces
que aparece cada codon y el uso relativo en %.
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2.2.c.- Distribucién de los cambios nucleotidicos entre las diferentes secuencias de

ubiquitina de UBI3 y UBIA.

En el apartado 1.2.b se han comparado las secuencias nucleotidicas de las diferentes
subunidades de ubiquitina del gen UBI4 de C. albicans. Este anlisis se completa ahora con la
comparacion de la secuencia nucleotidica de la ubiquitina del gen UBI3 para determinar el
numero y la distribucién de diferencias nucleotidicas (mutaciones espontaneas) entre dichas
secuencias. El andlisis de la distribucién de diferencias nucleotidicas espontineas entre
distintos genes de una misma familia, puede aportar informacién sobre las relaciones
evolutivas entre dichos genes, asi como sobre los posibles mecanismos que dieron lugar a su
aparicién (Hohmann & Gozalbo, 1989). Este analisis puede realizarse mediante el célculo de
la divergencia entre diferentes genes, y entre distintas partes de un mismo gen (véase apartado
23.2 de "Materiales y Métodos"). Al comparar la secuencia nucleotidica de la ubiquitina de
UBI3 con la de la primera subunidad de ubiquitina de UBI4 se observaron 24 diferencias
nucleotidicas (homologia del 89.4%), 28 cuando se comparé con la de la segunda (homologia .
del 87.7%), y 21 cuando se comparé con la de la tercera copia (homologia del 90.7%). Estas -
diferencias se encuentran, al igual que al comparar las secuencias de ubiquitina de UBI4 entre
si, desigualmente distribuidas, de manera que la regién 5' de la secuencia de ubiquitina de
UBI3 comparte con la primera copia de UBI4 la mayoria de las diferencias nucleotidicas (6 de
8) que ésta tiene respecto a la segunda y tercera copia, y el extremo 3' de UBI3 comparte con ;
la tercera copia de UBI4 sus diferencias (6 de 6) con la primera y la segunda copia (Fig.
II1.33). Ademés la secuencia de ubiquitina de UBI3 presenta 14 cambios nucleotidicos -
presentes s6lo en su secuencia. El andlisis de la distribucién de las diferencias nucleotidicas
sugiere posibles eventos genéticos para explicar, de un modo muy preliminar, cémo las
secuencias de ubiquitina de los genes UBI3 y UBI4 han podido originarse.

Después de una duplicacién inicial para dar lugar a una secuencia de dos copias de
ubiquitina (que serian la primera y la tercera de UBI4), el gen precursor de UBI3 se originaria
a partir del gen de la poliubiquitina por recombinaci6n entre las dos repeticiones de ubiquitna
dando lugar a la deleccién de una de ellas, resultando una secuencia de ubiquitina con el
extremo ' de la primera unidad y el extremo3' de la segunda (la tercera en UBI4).
Alternativamente, se podria originar el mismo resultado por un proceso de “slipped strand ,
mispairing" a nivel de las secuencias repetidas durante la replicacién, con la consiguiente °

eliminacién de las secuencias intermedias. Existen evidencias que indican que las secuencias
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UBI4 (1) ATG CAA ATT TTC GIT AAA ACT TTG ACT GGT AAA ACC
UBI4 (2) ATG CAA ATC TTT GIT AAA ACT TTA ACT GGT AAG ACT
UBI4 (3) ATG CAA ATC TTT GIT AAA ACT TTA ACT GGT AAG ACT
UBI3 ATG CAA ATT TTC GIC AAA ACC TTA ACT GGT AAA ACC

UBI4 (1) ATT ACC TTA GAA GTC GAA TCT TCT GAC ACC ATC GAT
UBI4 (2) ATC ACT TTG GAA GTC GAA TCT TCT GAC ACC ATC GAT
UBI4 (3) ATC ACT TTG GAA GIC GAA TCT TCT GAC ACC ATC GAT
UBI3 ATT ACC TTG GAA GIT GAA TCT TCT GAC ACT ATT GAC

UBI4 (1) AAC GIC AAA TCC AAG ATC CAA GAC AAA GAA GGT ATT
UBI4 (2) AAC GIC AAA TCC AAG ATC CAA GAC AAA GAA GGT ATT
UBI4 (3) AAC GIC AAA TCC AAG ATC CAA GAC AAA GAA GGT ATT
UBI3 AAT GTC AAA TCC AAA ATT CAA GAC AAA GAA GGT ATT

UBI4 (1) CCA CCA GAC CAA CAA AGA TTIG ATT TTIC GCC GGT AAA
UBI4 (2) CCA CCA GAT CAA CAA AGA TTG ATT TTC GCC GGT AAA
UBI4 (3) CCA CCA GAC CAA CAA AGA TTG ATT TTC GCT GGT AAA
UBI3 CCA CCA GAC CAA CAA AGA TTG ATT TIT GCT GGT AAA

UBI4 (1) CAA TTA GAA GAT GGC AGA ACC TTG TCT GAC TAC AAC
UBI4 (2) CAA TTA GAA GAT GGC AGA ACT TTG TCT GAC TAC AAC
UBI4 (3) CAA TTA GAA GAT GGT AGA ACC TTG TCT GAC TAC AAC
UBI3 CAA TTG GAA GAC GGT AGA ACT TTG TCT GAC TAC AAC

UBI4 (1) ATC CAA AAA GAA TCT ACT TTA CAT TTG GIT TTA AGA
UBI4 (2) ATC CAA AAA GAA TCT ACT TTA CAT TTIG GIT TTA AGA
UBI4 (3) ATC CAA AAA GAA TCT ACC TTIG CAC TTG GIC TTG AGA
UBI3 ATC CAA AAG GAA TCC ACC TIG CAC TTG GIC TTG AGA

UBI4 (1) TTG AGA GGT GGT
UBI4 (2) TTG AGA GGT GGT
UBI4 (3) TIG AGA GGT GGT TTC
UBI3 TITG AGA GGT GGT

Fig. 111.33. Comparacion de las secuencias de ubiquitina de los genes UBI4'y UBI3 de C. albicans. Las diferencias
nucleotidicas encontradas en sdlo una de las tres secuencias de UBI4 estan indicadas en color rojo; las encontradas
en la secuencia de ubiquitina de UBI3 comunes a las presentes en cualquier secuencia de ubiquitina de UBI4 se
indican también en color rojo y las encontradas solo en la secuencia de ubiquitina de UBI3 se indican en color azul.

169



Aislamiento y caracterizacion de los genes UBI3 y UBI4 de C. albicans

A

Secuencias 01 . o . . o
comparadas * n° diferencias % Divergencia (%)
UBI4 (1) / UBI4 (2) 10 17.5 20
UBI4 (1) / UBI4 (3) 15 26.3 32.5
UBI4 (2) / UBI4 (3) 9 15.8 17.7
UBI3 / UBI4 (1) 24 42.1 62
UBI3 / UBI4 (2) 28 49 80
UBI3 / UBI4 (3) 21 36.8 50.7
UBI3/UBI4 (1,3) ° 15 26.3 32.5
UBI4 (2)/ UBI4 (1,3)° 2 3.5 3.6
Secuencias o1 . . o
comparadas * n° diferencias % Divergencia (%)
UBI4 (1) / UBI4 (2)
mitad 5' 8 28 35
mitad 3' 2 7 7.4
UBI4 (1) / UBI4 (3)
mitad 5' 8 28 35
mitad 3' 7 24.5 29.8
UBI4 (2) / UBI4 (3)
mitad ' 0 0 0
mitad 3' 9 31.6 41
UBI3/ UBI4 (1)
mitad 5' 11 38.6 54.2
mitad 3' 13 45.6 70.3
UBI3 / UBI4 (2)
mitad §' 15 52.6 90.8
mitad 3' 13 45.6 70.3
UBI3 / UBI4 (3)
mitad 5' 15 52.6 90.8
mitad 3' 6 21 24.7

Tabla II1.12. Diferencias nucleotidicas entre las secuencias de ubiquitina, en lugares que no afectan a la
traduccion (lugares silenciosos), y divergencia entre ellas. En la tabla A se ha realizado la comparacién
considerando toda la regién codificante. En la tabla B se ha realizado la comparacién considerando regiones

determinadas de la secuencia codificante.

? El niimero entre paréntesis indica la copia de ubiquitina considerada del gen de la poliubiquitina.
® Se consideran tinicamente las diferencias nucleotidicas encontradas en la primera secuencia comparada y que

no estdn presentes en ninguna de las dos secuencias del segundo miembro de la comparacion.
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repetidas originan este tipo de mutaciones (delecciones) espontineas (Ahne et al., 1988;
Albertini et al., 1982; Gozalbo & Hohmann, 1989; Schaaper et al., 1986). Este suceso habria
ocurrido pronto después de la duplicacion inicial, ya que la divergencia calculada entre la
primera y la tercera copia de UBI4 (32.5%) es la misma que la calculada para la secuencia de
ubiquitina de UBI3, comparada con la primera y tercera copia del UBI4 si consideramos s6lo
diferencias no compartidas con ninguna de ellas (Tabla II1.12), lo que podria reflejar mejor la
. divergencia real. Obviamente, antes de la generacién de la secuencia de UBI3, el locus UBI
con dos copias de ubiquitina (precursor de UBI4) se habria extendido por el genoma
probablemente mediante cambios no reciprocos en el cromosoma; un locus daria lugar al gen
de la poliubiquitina (UBI4) y el otro al gen UBI3. Datos adicionales, tales como la
localizacién cromosomal y las secuencias flanqueantes de UBI4 y UBI3, son necesarios para
proponer un modelo para este evento genético. En un segundo paso, la tercera copia de
ubiquitina de la poliubiquitina (la segunda en la secuencia de UBI4) habria aparecido por
"overreplicacion" originada por "slipped strand mispairing” de las dos repeticiones iniciales
durante la replicacién, que originaria un lazo monocatenario con la secuencia que contiene el
extremo 3' de la primera copia y el 5' de la segunda, que serviria como molde para la
replicacion. Esto explicaria que la segunda ubiquitina de UBI4 (la tltima en aparecer),
muestre los extremos 5' y 3' similares a los de la tercera y primera copia respectivamente. Este
modelo podria también explicar que entre las secuencias de ubiquitina de UBH4, la primera y
la tercera copia sean las més diferentes entre si (Tabla II1.12), y que la secuencia de ubiquitina
de_  UBI3 muestre la mas baja homologia y la mas alta divergencia con la segunda copia de
UBI4 (Tabla II1.12), ya que sus extremos 5'y 3' se originaron a partir de distintas secuencias
de ubiquitina. El evento genético que di6 lugar a la generacion de la ultima ubiquitina habria
ocurrido recientemente, ya que su secuencia sdlo muestra dos diferencias nucleotidicas no
compartidas con la primera y tercera subunidad de ubiquitina de UB4.

El célculo de la divergencia de la segunda copia, teniendo en cuenta todas las
diferencias nucleotidicas, da lugar a un valor sobreestimado, ya que refleja la divergencia
entre la primera y la tercera copia, que se mezclaron para generar la segunda copia (Tabla
II1.12). La divergencia mostrada por las regiones 5' y 3' de las regiones codificantes de las
secuencias UBI también concuerda con esta hipdtesis (Tabla I11.12).

Hay una serie de datos que sugieren que el sistema de la ubiquitina ha aparecido mas

recientemente en C albicans que en S. cerevisiae:
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(1) 1a organizacién del gen UBI4 de C. albicans en tres subunidades de ubiquitina en
lugar de las cinco encontradas en S. cerevisiae;
(2) 1a mayor homologia entre las distintas secuencias de ubiquitina de los genes UBI4
y UBI3 en C. albicans (88-96%) que en S. cerevisiae (80-90%);
(3) 1a menor divergencia calculada para cada par de secuencias de ubiquitina en C.
albicans (de 18 a 79%) que en S. cerevisiae (de 54% a mas de 300%), y
(4) los genes UBIl y UBI2 que en S. cerevisiae codifican proteinas idénticas,
posiblemente no estin presentes en el genoma de C. albicans (véase apartado
2.2.d).
Este menor grado de evolucién estructural puede estar correlacionado también con un
menor grado de complejidad funcional, tal como se ha comentado anteriormente (apartado
1.6.B.3.a).

2.2.d.- Southern blot.

Para confirmar el mapa de restriccion correspondiente al fragmento genémico clonado
que contenia el gen UBI3, se analiz6 el DNA cromosomal de C. albicans ATCC 26555
mediante Southern blot, empleando una sonda especifica del gen UBI3 de C. albicans. Dicha
sonda se obtuvo mediante amplificacion por PCR, a partir del plasmido pPR4, con los
oligonucleétidos 4F3 y 4R2, que hibridan en el extremo 5' de la secuencia codificadora del
péptido especifico de UBI3 y a unas 350. pb del extremo 3' de esa secuencia, respectivamente
(véase tabla II1.10 y Fig. II1.31). El amplificado obtenido, de aproximadamente 600 pb, se
subclon6 en el vector plasmidico pGEM-T dando lugar a un nuevo pldsmido que se denominé
pPRS. Esta sonda es especifica de UBI3, puesto que carece de la secuencia de ubiquitina y
contiene s6lo la secuencia que codifica la proteina ribosomal de UBI3 y unas 350 bp del
extremo 3' no codificante. En todas las digestiones ensayadas se obtuvo una tnica sefial de
hibridacién, lo que indica que enel genoma de C. albicans s6lo existe una copia del gen UBI3
(Fig. III.34), a la vez el tamafio de los fragmentos detectados confirmaba el mapa de
restriccién deducido para pPR2.

Las sefiales de hibridacién obtenidas con la sonda especifica de UBI3 también se
habfan detectado utilizando como sonda el cDNA de la poliubiquitina en condiciones de
hibridacioén no estrictas (véase Fig. III.4 A). Todas las sefiales detectadas en estas condiciones
corresponden bien a UBI4 o bien a UBI3, no apareciendo ninguna banda adicional
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1234567

Fig. 111.34. Andlisis mediante Southern blot de DNA
cromosomal de C albicans ATCC 26555. Cada calle
contiene 10 (ig de DNA cromosomal digerido con HindUI,
BamH]I, EcoRV, EcoRl, Xbal, Sali, y Pstl (calles 1-7
respectivamente). Como sonda especifica se utilizd el
fragmento de 0.6 kb de DNA que contiene la region 3' de
UBI3 (véase texto).

correspondiente a otros genes. Estos resultados sugieren la ausencia de otros genes, distintos
de UBI4 y UBI3, de ubiquitina en el genoma de C. albicans. Esto estd apoyado, ademas, por
el hecho de que se aislaron tinicamente estos dos genes (UBI3 y UBI4) en el rastreo de la
libreria genomica. Sin embargo, esta familia estd formada por cuatro genes en el genoma de S.
cerevisiae y por tres en el de K lactis. Los genes UBII y UBI2, no detectados en el genoma
de C albicans, codifican una protema, unida en su extremo carboxi-terminal a la ubiquitina,
que es idéntica y forma parte de la subunidad grande del ribosoma. Esta proteina es necesaria,
junto con la codificada por UBI3, para un ensamblaje eficiente de las subunidades
ribosomales. Las secuencias que codifican estas proteinas ribosomales se han encontrado en
muchas especies eucariotas, siempre unidas a secuencias de ubiquitina (Finley ez al., 1989;
Finley & Chau, 1991). Sin embargo esta proteina ribosomal en C. albicans esta codificada por
una secuencia gendmica independiente o no asociada a ubiquitina (contig 6-2408, C. albicans
Sequencing Project, Stanford Genome Center, California), lo que indica que en C. albicans la
biogénesis de esta proteina no estd relacionada con la ubiquitina. Esta observacion apoya la
hipétesis anteriormente expuesta, de que el sistema de la ubiquitina en C. albicans estd menos

evolucionado que en otras especies.
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2.3.- Anilisis mediante Northern blot de la expresion de UBI3 en C.albicans.

La expresion en diferentes condiciones ambientales del gen UBI3 en la cepa ATCC
26555 de C. albicans, se determiné mediante anélisis por Northern blot, utilizando la sonda
especifica de 1a region 3' del gen UBI3 anteriormente descrita (véase apartado 2.2.d). El
mRNA transcrito detectado fue de un tamafio aproximado de 0.6 kb, lo que concuerda con el
tamafio del gen UBI3 clonado (453 bp de regién codificante, mas los extremos 5' y 3' no
traducidos).

2.3.a.- Transicién morfolégica levadura-micelio.

En primer lugar, al igual que se hizo con el gen UBI4, se estudié la expresion del gen
UBI3 en las dos morfologias del hongo: levadura y micelio. El mRNA transcrito fue detectado
en niveles cuantitativamente similares en ambas morfologias, obtenidas tras incubar células
en reposo metabolico durante 4 h a 28°C (levadura) y 37°C (micelio) respectivamente, en
medio de Lee (Fig. I11.35).

Como se ha descrito anteriormente, el gen UBI3 de C. albicans codifica una proteina
ribosomal unida a ubiquitina por el extremo carboxi-terminal de ésta. También se ha
comentado que la ubiquitina es un componente esencial del sistema de respuesta a estrés en
levaduras (Finley et al., 1987; Mager & Moradas-Ferreira, 1993), y que la formacioén de los
ribosomas es sensible al estrés térmico (Mager & Moradas-Ferreira, 1993; Veinot-Drebot et
al., 1989). Dado que el método empleado para inducir el tubo germinativo, implica un cambio
brusco de temperatura desde levaduras en reposo metabdlico (mantenidas al menos 24 h a
4°C), bien a 28°C para obtener levaduras, o a 37°C para inducir el tubo germinativo (Casanova
et al., 1989), se decidié determinar la expresion de UBI3 durante este proceso.

Para ello, se purific el RNA total a distintos tiempos (0, 15 y 90 min) durante el
proceso de transicion morfologica a partir de células en reposo metabélico, incubadas en
medio de Lee a 28°C (levadura) y a 37°C (micelio). Dicho RNA se analizé mediante Northern
blot empleando la sonda especifica de UBI3. Como puede observarse en la figura III.35, se
detectaron transcritos cuantitativamente similares en todos los casos, excepto en las calles 1 y
5, correspondientes al mRNA de las células en reposo metabdlico. Estos resultados indican
que el mRNA de UBI3 esta ausente, o bien por debajo del limite de deteccion, en células en

reposo metabdlico, y que sus niveles aumentan ripidamente tras la incubacién a ambas
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A Fig. 111.35. Analisis de la expresion de UBI3
12 3456 78 mediante Northern blot durante la transicién
morfolégica levadura-micelio en la cepa C albicans

258 — ATCC 26555. Cada calle contiene 6 jig de RNA total
185 obtenido tras incubacion de células en reposo

metabolico, en medio de Lee, a 28°C para obtener
levadura (calles 1-4), y a 37°C para obtener micelio
(calles 5-8). El RNA total se purificd a partir de las
células después de 15 min (calles 2 y 6), 90 min

B (calles 3y 7) y 3 h (calles 4 y 8) de incubacion, asi
como a partir de células en reposo metabdlico antes

123456738 de la incubacion (calles 1 y 5). Como sonda

0.6 kb— especifica se utilizo el fragmento de 0.6 kb de DNA

que contiene la region 3' de UBI3 (véase texto)
(panel B). En el panel A se muestra el gel tefiido con
bromuro de etidio para visualizar los rRNAs (25S y
18S).

temperaturas (28 y 37°C). Por tanto, este gen no se expresa en condiciones de estrés
nutricional (ayuno metabdlico), como cabia esperar puesto que codifica una proteina
ribosomal, no requerida en estas condiciones, ya que no hay crecimiento celular (sintesis
proteica). Ademas, la ausencia de mRNA de UBI3 en condiciones de ayuno metabolico indica
que la ubiquitina codificada por este gen no estd implicada en la respuesta a estrés, sino que
sirve para promover la incorporacion de la proteina ribosomal a la estructura de los
ribosomas. La inhibicion transitoria de la transcripcion de genes de proteinas ribosomales se
produce como respuesta al estrés térmico por temperaturas a las que la célula no puede crecer
(Kim & Warner, 1983; Veinot-Drebot et al., 1989), pero las temperaturas de 28 y 37°C son
temperaturas Optimas para el crecimiento de C. albicans, por lo que este aumento brusco de
temperatura (choque térmico) no supone estrés térmico para este hongo. Estos resultados
indican que la expresion de UBI3 depende de las necesidades celulares de sintesis proteica, de
manera que en células en crecimiento activo, el gen se expresa, mientras que cuando las
células no crecen (ayuno metabolico), no hay expresion de UBI3; es decir, la expresion de
UBI3 esta acorde con los requerimientos ribosomales necesarios para mantener el crecimiento
celular (independientemente de que la morfologia sea levaduriforme o micelial), puesto que

codifica para una proteina ribosomal.
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2.3.b.- Efecto del estrés nutricional.

Para confirmar los resultados anteriores (ausencia de mRNA en células en reposo
metabolico), se procedid a estudiar, la expresion del gen durante el proceso de ayuno
metabdlico.

Para ello, se obtuvo RNA tanto de células levaduriformes en fase tardia de crecimiento
exponencial a 28°C en medio de Lee, como de células mantenidas durante 3 h a 37°C en agua
estéril, y de células mantenidas posteriormente durante 24 h a 4°C también en agua estéril. El
analisis mediante Northern blot con la sonda especifica de UBIS mostro la presencia de
niveles de transcrito Uinicamente en la muestra de RNA de levaduras en fase exponencial (Fig.
111.36, calle 1), lo que concuerda con resultados obtenidos anteriormente. El gen UBIS de C.
albicans se expresa en la fase exponencial tardia de crecimiento, como ocurre en S. cerevisiae
(Finley et al., 1987; Finley & Chau, 1991; Fraser et al, 1991; Ozkaynak et al., 1987). La
ausencia de transcrito en el resto de muestras de RNA obtenidas en condiciones de estrés
nutricional (Fig. 111.36, calles 2 y 3), podria explicarse teniendo en cuenta que en dichas
condiciones no hay sintesis proteica, y por tanto, no hay requerimientos de proteinas

ribosomales, como ya se ha indicado anteriormente.

A
1 2 3
258 —
Fig. 111.36. Efecto del ayuno metabdlico sobre los niveles
de mRNA de UBIS: analisis mediante Northern blot. Cada
calle contiene 6 |ig de RNA total de la cepa C. albicans 188 —
ATCC 26555. Dicho RNA se obtuvo a partir de células
levaduriformes en fase tardia de crecimiento exponencial
(DOéoo= 0.75) a 28°C en medio de Lee (calle 1), mantenidas B
posteriormente durante 3 h a 37°C en agua estéril (calle 2), 1 2 3
y posteriormente durante 24 h a 4°C también en agua estéril
(calle 3). Como sonda especifica se utilizd el fragmento de 0.6 kb —

0.6 kb de DNA que contiene la region 3' de UBI3 (véase
texto) (panel B). En el panel A se muestra el gel tefiido con
bromuro de etidio para visualizar los IRNAs (25S y 18S).

2.3.C.- Efecto del estrés térmico.

Como se ha comentado anteriormente, la formacién de los ribosomas es sensible al

estrés por temperatura y la expresion de genes que codifican proteinas ribosomales se inhibe
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transitoriamente en estas condiciones (Gorenstein & Warner, 1976; Kim & Warner, 1983;
Mager & Moradas-Ferreira, 1993; Veinot-Drebot et al., 1989). Por tanto, se procedidé a
estudiar a continuacion el efecto de distintos choques térmicos sobre la expresion de UBI3.
Para ello, se obtuvo RNA a partir de células levaduriformes en fase exponencial
temprana de crecimiento en medio rico (YPD), tras ser sometidas durante 0, 5, 15 y 30 min a
un choque térmico de 28°C a 42°C, y de 28°C a 23°C, respectivamente. El analisis mediante
Northern blot de las distintas muestras de RNA hibridadas con la sonda especifica de UBI3,
mostré en primer lugar niveles esperados del transcrito en la muestra de células en
crecimiento exponencial, como ya se habia observado anteriormente (Fig. 111.35, calles 1y 5).
Por otro lado, los niveles del transcrito no se afectaron después del choque térmico a 23°C
(Fig. 111.37, calles 2-4), mientras que disminuyeron rapidamente hasta niveles indetectables
tras el choque a 42°C (Fig. 111.37, calles 6-8). Esta disminucion en los niveles de mRNA de
UBI3 por el choque térmico es mucho mas rapida de lo que cabria esperar inicamente por un
bloqueo de la transcripcidon de este gen, lo que sugiere la participacién de un mecanismo de
degradacion del mensajero preexistente (Herruer et al., 1988; Mager & Moradas-Ferreira,
1993; Veinot-Drebot et al., 1989). Una caida similar en los niveles de mRNA, ya se habia
observado en proteinas ribosomales de S. cerevisiae, cuya sintesis se reduce mucho tras
choque térmico de 23 a 36°C (Gorenstein & Warner, 1976; Kim & Warner, 1983). Esta caida
tampoco puede explicarse unicamente por el bloqueo de la transcripcion (Mager & Moradas
Ferreira, 1993; McAllister & Finkelstein, 1980) sino que es necesaria la existencia de un
mecanismo de degradacion del mRNA preexistente (Herruer et al., 1988; Mager & Moradas

Ferreira, 1993). Un patron de expresion similar ha sido descrito por nuestro grupo para los

Fig. 111.37. Efecto del estrés térmico sobre la expresion
de UBI3: analisis mediante Northern blot. Cada calle

123 4567 8 contiene 6 [ig de RNA total de la cepa C. albicans

ATCC 26555. Dicho RNA se obtuvo a partir de células

255 — levaduriformes cultivadas a 28°C en YPD hasta fase
exponencial de crecimiento (DO¢oo = 0.35) y sometidas

188 — posteriormente a un choque térmico de 28°C a 23°C

(calles 1-4), y de 28°C a 42°C (calles 5-8), durante Smin

(calles 2 y 6), 15 min (calles 3y 7) y 30 min (calles 4 y

B 8), asi como de células antes del choque (control) (calles
1 23 4 56 7 8 1y 5). Como sonda especifica se utilizo el fragmento de
0.6 kb de DNA que contiene la region 3' de UBI3 (véase

texto) (panel B). En el panel A se muestra el gel tefiido

con bromuro de etidio para visualizar los rRNAs (25S y
18S).

0.6 kb —
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genes EFB1 y SSB1 de C. albicans, que codifican para el factor de elongacién 1-B y para una
chaperonina neces;u-ia para la estabilizacién de los péptidos nacientes durante el proceso de
sintesis proteica, respectivamente (Maneu et al., 1996, 1997, 2000b; Pfund et al., 1998). Esto
sugiere que la expresion de miembros de la maquinaria traduccional (UBI3, EFBI, SSBI) esta
coordinadamente regulada en C. albicans, al igual que ocurre en S. cerevisiae (LOopez et al.,
1999; Mager & Planta, 1991).

La ausencia de expresion del gen UBI3 en células estresadas, tanto por calor como por
ayuno metabolico, indica, ademas, que la ubiquitina codificada por UBI3 no estd implicada en
la respuesta a estrés, sino que sirve para promover la incorporacién de la proteina ribosomal
S34 durante la biogénesis de los ribosomas. Por lo tanto, la expresién de UBI3, como se ha
comentado anteriormente, parece estar asociada al crecimiento celular, en funcién de los

requerimientos de ribosomas para la sintesis proteica.

2.4.- Caracterizacién funcional del gen UBI3 de C.albicans: complementacién del

mutante #bi3 de S.cerevisiae.

Debido a la similitud existente entre las especies fingicas C. albicans y S. cerevisiae,
la mayoria de los genes de la primera pueden ser expresados y son funcionales en la segunda,
lo que se ha utilizado en ocasiones para comprobar la funcion de determinados genes por
complementacién en mutantes de S. cerevisiae (Kurtz et al., 1990b; Maneu et al., 2000b;
Scherer & Magee, 1990), tal como se ha indicado en el apartado 1.4 para el gen UBI4.

Para comprobar la funcién del producto codificado por el gen UBI3 de C. albicans, se
determiné su capacidad para complementar el fenotipo de la cepa SUB121 de S. cerevisiae,
cepa haploide en la que la tnica copia del gen UBI3 ha sido interrumpida insertando el gen
HIS3 en su secuencia (Finley et al., 1989). La deficiencia en la proteina codificada por el gen
UBI3 (proteina ribosomal S34, presente en la subunidad pequefia de los ribosomas y necesaria
para un correcto ensamblaje de sus subunidades) (Finley & Chau, 1991), provoca en esta cepa
un importante aumento del tiempo de generacién, resultando un fenotipo de crecimento muy
lento (Finley et al., 1989).

La cepa S. cerevisiae SUB121 (Ura"), fue transformada, con los plasmidos
pEMBLYe23 (control) y pPR2, (pPEMBLYe23 con un inserto de 2.8 kb que contiene el gen
UBI3 de C. albicans y sus regiones adyacentes). Los transformantes (Ura") se seleccionaron

en medio minimo con leucina, lisina y tﬁptéfaﬁo, sin uracilo. Tras comprobar los marcadores
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genéticos (Leu”, Lis”, Trp”) de varios de los transformantes, se determind que la prototrofia

para el uracilo (cardcter Urat) estaba asociada a la presencia del plasmido, dada su

inestabilidad en condiciones no selectivas: después de crecer los transformantes en medio rico

(YPD) en dos cultivos sucesivos, se recuperd aproximadamente un 40% de clones Ura”. Se

selecciond un transformante con cada plasmido (pEMBLYe23 y pPR2) y se determind su

tiempo degeneracion en distintos medios de cultivo (Tabla IIL 13). El transformante de la

CEPA
YPD
WT (SUB62) 2,8
ubi3 (SUBI21) 10,4
l ubi3/p?R2 2,7
Liui/pEMBLYe23 10,4

*

5,6

16,8

MEDIO DE CULTIVO

SD+leutlys+trp SD+leutlys+trp+ura

*

12,5

13,2

Fig III. 13. Tiempo de generacion (h) de la cepa S cerevisiae SUB121 (ubi3), de los transformantes SUB121 con
pPR2 y pPEMBLY¢€23, asi como de la cepa salvaje SUB62, en los medios de cultivo indicados. (*): Tiempo de
generacion no determinado debido a la incapacidad de crecimiento de estas cepas (His~ y/o Ura") en estos

medios de cultivo.

Fig 111.38. El gen UBI3 de C. albicans
complementa el fenotipo de lento crecimiento
del mutante ubi3 de S. cerevisiae mediante
transformacion con pPR2. Crecimiento de la
cepa salvaje SUB62 de S cerevisiae (1),
mutante ubi3 (SUBI21) (2), y transformantes
SUBI121 con pPR2 (3), y pEMBLYe23 (4), en
diferentes medios de cultivo solido tras
incubacion a 28°C. (A): YPD; (B): medio
minimo con lisina, leucina, histidina, triptéfano
y uracilo; (C): medio minimo con lisina,
leucina, triptéfano y wuracilo; (D): medio
minimo con lisina, leucina y triptdfano.
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cepa mutante ubi3 de S. cerevisiae con el plasmido pPR2 mostré un tiempo de generacion
similar al de la cepa salvaje (SUB62) (2.8 h en medio rico, YPD), mientras que el mutante
ubi3, asi como el transformante con pEMBLYe23, mostraron un tiempo de generacién de
10.4 h. En medio minimo, el tiempo de generacién presentado por el mutante ubi3 y el
transformante con pEMBLYe23 fue de 12.5 h y 13.2 h respectivamente, mientras que el del
transformante con pPR2 fue de 6 h. Estas diferencias en los tiempos de generacién de estas
cepas, quedan reflejadas en el crecimiento de las mismas en placas con los diferentes medios
de cultivo (Fig. I11.38).

Los resultados obtenidos demuestran que la expresién heterdloga del gen UBI3 de C.
albicans en el mutante ubi3 de S. cerevisiae complementa el fenotipo (crecimiento lento)
conferido por dicha mutacién, restaurando el fenotipo salvaje. Esto confirma que el pldsmido
pPR2 contiene el gen UBI3 de C. albicans, que es expresado correctamente en S. cerevisiae, y
que su producto génico tiene una funcién similar a la descrita en S. cerevisiae (Finley et al.,

1989), y por lo tanto estd implicado en la biogénesis del ribosoma.

2.5.- Estudio del promotor del gen UBI3: control de Ia produccién de invertasa en
S.cerevisiae.

A partir de los resultados obtenidos mediante analisis por Northern blot, igual que se
hizo con el gen UBI4 de C. albicans, se quiso comprobar que las secuencias del promotor de
este gen son responsables de la ausencia de expresion del gen UBI3 en células estrc/esadas,
tanto por temperatura como por ayuno metabdlico. Para ello, se colocd bajo el control del
promotor del gen UBI3 de C. albicans, la regién codificante del gen SUC2 de S. cerevisiae,
uno de los genes que codifican para el enzima invertasa (EC 3.2.1.26, B-D-fructofuranésido-
fructohidrolasa) (Gozalbo & del Castillo, 1994), en un plismido centromérico. Con este
plasmido se transformé la cepa S. cerevisiae SEY2101, que no contiene ninguno de los genes
SUC, por lo que la determinacién de la actividad invertasa en dicho transformante permite
estudiar la regulacion de expresion del promotor del gen UBI3 de C. albicans. Este estudio se
realizé empleando un pldsmido centromérico (bajo nimero de copias por célula), ya que un
exceso de regiones reguladoras (promotores) puede titular factores transcripcionales
especificos y modificar la regulacion de la expresién génica (Gozalbo, 1992).

Como ya se ha indicado en el apartado 1.5 la invertasa cataliza en levaduras la

hidrélisis extracelular de algunas fuentes de carbono, como la sacarosa o la rafinosa. Todos
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los genes SUC codifican para una invertasa externa, que se secreta a la pared celular, y otra
interna, citoplasmatica, de funcion no determinada (Carlson & Botstein, 1982; Perlman ef al.,
1982). La invertasa extema esta implicada en la hidrélisis de la sacarosa y la rafinosa, estando
regulada su expresién exclusivamente por represidon catabolica por glucosa (Carlston &
Botstein, 1982; Grossmann & Zimmermann, 1979; Perlman & Halvorson, 1981; Rodriguez et

al., 1981).

2.5.a.- Construccion del plasmido pINV3.

Para realizar este estudio, se utilizd el plasmido centromérico pLC7, un derivado de
YCp50, que contiene el gen SUC2 de S. cerevisiae (del Castillo et al, 1992). En este
plasmido, se sustituyo el fragmento EcoR/IHinalll que contiene el promotor del gen SUC2
por un fragmento que contiene las secuencias del promotor del gen UBI3 de C. albicans (Fig.

111.39).

A U fe pPR4
3FECO  3RHIN pEMBLYe23
E H
B promotor
UEI3
E H BXK S
C EH A]j pLC7
UAS2 suC2 YCp 50
D E H BXK S
2  pINV3
pi*t tor SUC2 YCp 50
1 kb
L

Fig 111.39. Construccion del plasmido pINV3. A partir de pPR4 (A), se amplifico por PCR, con los
oligonucledtidos 3FECO y 3RHIN, un fragmento de 0.45 kb que contiene las secuencias reguladoras 5' no-
codificantes de este gen (B) y se subcloné en pLC7 digerido con £coRI y HindJH. para sustituir el promotor del
gen SUC2 de S cerevisiae (C) por el del gen UBI3 de C. albicans y originar pINV3 (D). Dianas de enzimas de
restriccion: H (Hindlll), O (Xhol), X (Xbal), B (BamUI), K (Kpnl), E (£coRI), S (Sali). Véase texto para mas
detalle.
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En primer lugar, a partir de pPR4, que contiene el gen UBI3 con sus secuencias
adyacentes (Fig. II1.39 A), se amplific6 por PCR un fragmento de DNA que contiene las
secuencias reguladoras 5' no-codificantes del gen UBI3. Para ello se utilizaron los
_ oligonucledétidos sintéticos 3FECO, que contiene la diana de restriccion EcoRI, y 3RHIN, que
contiene la diana de restriccién HindIII (Tabla II1.14). El producto amplificado, un fragmento
de 0.45 kb que contiene el promotor del gen UBI3 de C. albicans, se digiri6 con los enzimas
de restriccién HindIIl y EcoRI (Fig. II1.39 B), y se lig al plasmido pLC7, digerido con los
mismos enzimas, para eliminar el fragmento que contiene el promotor del gen SUC2 (Fig.
I11.39 C), y sustituirlo asi por el promotor de UBI/3. De este modo se obtuvo la construccién
adecuada (pINV3) para el estudio de la expresion del gen SUC2 en S. cerevisiae bajo el
control del promotor del gen UBI3 de C. albicans (Fig. I111.39 D).

LOCALIZACION
EN LA
NOMBRE SECUENCIA SECUENCIA
GENOMICA
extremo 5' | extremo 3’
3FECO GCACGAATTCTTATCTAAGCGAGAGTAAGTCTTGGC - 451 - 426
3RHIN CGTGAAGCTTGCTTGTCGGCAAATAGCTATGCTTC - 10 -34

Tabla I11.14. Oligonucleétidos sintéticos utilizados como cebadores en la amplificacién por PCR de la regién
promotora del gen UBI3 de C. albicans. La posicién de los extremos 5' y 3' estd numerada respecto al sitio de
inicio de la traducci6n. En cursiva se marcan las secuencias del extremo 5' no homoélogas al DNA genémico que
contienen las dianas de restriccién indicadas (subrayadas). Nétese que los oligonucleédtidos F y R hibridan con
cadenas complementarias.

2.5.b.- Transformacién de S. cerevisiae con pINV3 y anilisis fenotipico de los

transformantes: produccion de invertasa extracelular.

La cepa de S. cerevisiae que se utilizd para realizar este estudio fue la cepa S.
cerevisiae SEY2101, que no contiene ninguno de los genes SUC, con lo que al ser
transformada con el plasmido pINV3, toda la actividad invertasa que se detecte en dicha cepa
procedera de la expresion del gen SUC2 de pINV3. Esto permite el estudio de la regulacion de
expresién del promotor del gen UBI3 de C. albicans, mediante la determinacion de dicha

actividad extracelular. Los transformantes de la cepa S. cerevisiae SEY2101 con el plasmido
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pINV3, se seleccionaron por su prototrofia para el uracilo y se comprobaron sus marcadores
genéticos. El test de estabilidad demostré que el cardcter Ura® se debia a un gen plasmidico,
puesto que tras dos siembras consecutivas en medio rico (YPD), aproximadamente un 30% de
las células perdian dicho caracter. Uno de estos transformantes se empled para realizar el

estudio.

Estrés térmico. Para estudiar el efecto anteriormente observado, mediante analisis por
Northern blot, de los choques térmicos en la expresion del gen UBI3 de C. albicans, se
procedié a cultivar la cepa S. cerevisiae SEY2101 transformada con el plasmido pINV3, asi
como el transformante control (con pLC7) en los medios de cultivo YPD (con 4% de glucosa)
e YPS, ambos con antimicina (2 ppm). La antimicina es un inhibidor de la respiracién celular
que se emplea para evitar que las células crezcan empleando una fuente de carbono distinta
del azticar del medio, Unico nutriente fermentable, de tal forma que si las células crecen en
medio con sacarosa, se debe a la invertasa expresada por el gen SUC2. Se emple6 un 4% de
glucosa en el medio de YPD, para garantizar una presencia suficiente de glucosa tras el
crecimiento celular, que mantuviera el efecto de la misma tanto a nivel de transcripcién, como
a nivel de estabilidad del mRNA. La estabilidad del mRNA de la invertasa es menor en
presencia de glucosa que en condiciones de desrepresion (Carlson, 1987; Mormeneo &
Sentandreu, 1982), por lo que la presencia de un 4% de glucosa posibilita que los resultados
que se obtengan en este medio no estén influenciados por el consumo de la glucosa.

Ambos transformantes (pLC7, pINV3) se incubaron a 28°C hasta la fase exponencial
de crecimiento (DOgpo = 0.3 en YPD y = 0.15 en YPS). Alicuotas de estos cultivos se
sometieron a choques térmicos (42°C, 20°C, y 28°C como control) determindndose
periédicamente la actividad invertasa y la DOggo.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura I11.40.1, para el transformante con
pLC7, y I11.40.2, para el transformante con pINV3. Como puede observarse, en las células
transformadas con pPINV3, la actividad invertasa es mucho mayor que en las transformadas
con pLC7, tanto en YPD, (en el que el promotor SUC?2 esta reprimido), como en YPS (en el
que el promotor SUC2 esta desreprimido). En condiciones de represion (glucosa) la actividad
fue 36 veces mayor en el transformante con pINV3 (90 £ 12 mU/mg peso seco) que en el
transformante con pLC7 (2.5 = 0.6 mU/mg peso seco), mientras que en condiciones de
desrepresion, la actividad de dicho transformante fue 2.5 veces mayor que la del control, al

desreprimirse la expresién de SUC2 (120 + 4 mU/mg peso seco en el transformante con
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Fig, I11.40.1. Efecto del estrés térmico sobre la produccion de invertasa en S. cerevisiae SEY2101 transformada
con pLC7. El transformante se creciéo en YPD (4% de glucosa)-antimicina (2 ppm) (panel A) e YPS-antimicina
(2 ppm) (panel B), a 28°C hasta la fase exponencial de crecimiento (D 06oo= 0.28 en YPD y 0.16 en YPS). Los
cultivos se dividieron en tres alicuotas y se les dio, a dos de ellas, un choque térmico a 20 y 42°C,
respectivamente, en baflo de agua con agitacion, incubandose la alicuota restante a 28°C como control.
Periddicamente se tomaron muestras en las que se midié la DO del cultivo a 600 nm y la actividad invertasa de
las células. Dicha actividad se expresa como mU totales en la muestra ensayada, o como mU/mg de peso seco de
células; los valores mostrados son la media de al menos tres determinaciones (+ desviacion estandar). Notese que
esta figura es idéntica a la III. 12.1.
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Fig. 111.40.2. Efecto del estrés térmico sobre la produccion de invertasa en S cerevisiae SEY2101 transformada
con pINV3. El transformante se crecido en YPD (4% de glucosa)-antimicina (2 ppm) (panel A) e YPS-antimicina
(2 ppm) (panel B), a 28°C hasta la fase exponencial de crecimiento (D06oo= 0.3 en YPD y 0.125 en YPS). Los
cultivos se dividieron en tres alicuotas y se les di6, a dos de ellas, un choque térmico a 20 y 42°C,
respectivamente, en bafio de agua con agitacion, incubandose la alicuota restante a 28°C como control.
Periddicamente se tomaron muestras en las que se midi6 la DO del cultivo a 600 nm y la actividad invertasa de
las células. Dicha actividad se expresa como mU totales en la muestra ensayada, o como mU/mg de peso seco de
células; los valores mostrados son la media de al menos tres determinaciones (+ desviacion estandar).
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pINV3, y 53 £ 1 mU/mg peso seco en el transformante con pLC7). Esto indica que el gen
UBI3 tiene un promotor muy potente, incluso mas que el promotor de la propia invertasa en
condidiones de desrepresion. Por ello, el crecimiento del transformante con pINV3 en YPS
pudo realizarse en presencia de antimicina, puesto que esta cepa crece perfectamente en estas
condiciones. Como vimos en el apartado 1.5.b, la actividad invertasa en las levaduras
transformadas con pLC7 es dependiente de la fuente de carbono, siendo alrededor de 20 veces
mayor en medio con sacarosa (YPS) que en medio con glucosa (YPD), e independiente de la
temperatura, como cabia esperar, ya que la expresion de los genes SUC estd regulada
exclusivamente por represion catabolica por glucosa (Carlson & Botstein, 1982; Grossmann
& Zimmermann, 1979; Perlman & Halvorson, 1981). De todas formas se observa un aumento
de actividad en el caso del choque térmico a 42°C en YPD, pero éste es debido a que a esta
temperatura hay una desrepresién parcial de SUC2 (por estrés) y posiblemente se altera el
mecanismo de degradaciéon del mRNA (Mormeneo & Sentandreu, 1982).

En las células transformadas con pINV3, la actividad invertasa no presenta diferencias
significativas debidas a la fuente de carbono, presentando valores similares en medio con
glucosa y en medio con sacarosa (90 + 12 mU/mg peso seco y 120 + 4 mU/mg peso seco
respectivamente), siendo un poco mayor (un 25%) en este ultimo, seguramente porque la
estabilidad del mRNA es menor en presencia de glucosa (Carlson, 1987; Mormeneo &
Sentandreu, 1982). Tampoco se observa en esta cepa un comportamiento muy diferente en
funcién de la temperatura. Tanto en YPD como en YPS, se observa que a 28°C aumenta la
actividad proporcionalmente al crecimiento celular; a 20°C en YPD ocurre lo mismo, y a 20°C
en YPS y a 42°C en YPS e YPD practicamente no hay crecimiento, quedando la actividad
~estable en el tiempo. No se observa disminucién de la actividad invertasa tras el choque a
42°C, a pesar de haberse observado una disminucién de los niveles de mRNA de UBI3 por
Northern blot (véase apartado 2.3.c). Este resultado podria deberse a la estabilidad del mRNA
de la invertasa y/o a la estabilidad de la propia proteina, y tampoco se observa aumento de la
actividad invertasa tras el choque térmico a 42°C, lo que indica que se produce un bloqueo de
la transcripcién provocado por el estrés por temperatura. Todo esto sugiere que la rapida
disminucién de los niveles de transcrito de UBI3 tras un choque a 42°C observada en el
analisis mediante Northern blot, se debe a la acciéon combinada del bloqueo de la transcripcion
y probablemente a la rapida degradacién del mRNA preexistente, fenémeno que no ocurriria

en el caso del mRNA de invertasa.
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Estrés nutricional. Para confirmar la ausencia de mRNA del gen UBI3 de C. albicans
en condiciones de estrés nutricional, efecto detectado en el analisis del mRNA por Northern
blot (apartado 2.3.b), se procedido a determinar el efecto de dicho estrés sobre la actividad
invertasa en los transformantes con pINV3 y pLC7, como control. Para ello, se cultivaron
ambos transformantes en YPD (con 4% de glucosa) -antimicina (2 ppm), hasta fase
exponencial de crecimiento (DO6oo = 0.8) y a continuacion las células se resuspendieron en
agua y se incubaron a 28°C durante 4 h. Seguidamente, se mantuvieron a 4°C durante 16 hy a
continuacion se incubaron en agua a 28°C durante otras 3 h.

Los resultados de la actividad invertasa de cada muestra se representan en la figura
111.41. Como se puede observar, la actividad en las células en crecimiento exponencial
transformadas con la construccion del gen SUC?2 bajo el control del promotor del gen UBI3
(pINV3), sigue siendo mucho mayor (aproximadamente 30 veces) que en las transformadas
con la que lleva el gen SUC2 bajo el control de su propio promotor (pLC7). Las levaduras
transformadas con pLC7, sufren un aumento de actividad invertasa (aproximadamente 10
veces) durante las 4 h que han sido mantenidas en agua a 28°C, mientras que en las muestras
posteriores la actividad permanece estable. Ese aumento de actividad se debe a la
desrepresion del promotor SUC en ausencia de glucosa. En las células transformadas con
pINV3, la actividad invertasa permanece estable durante el ayuno metabdlico. Estos

resultados concuerdan con los obtenidos al someter este transformante a condiciones de estrés

A B

n° m uestra n° muestra

Fig. 111.41. Actividad invertasa de la cepa S. cerevisiae SEY2101 transformada con pLC7 (panel A) y pINV3
(panel B) en condiciones de estrés nutricional. Ambos transformantes se cultivaron en YPD (4% glucosa)-
antimicina (2 ppm) a 28°C hasta fase exponencial de crecimiento (D 0600= 0-8). A continuacion se recogieron las
células, se resuspendieron en agua y se incubaron a 28°C durante 4 h, tomandose muestra a t=0 (muestra n°l),
t=2h (muestra n°2) y t=4h (muestra n°3). Seguidamente se mantuvieron a 4°C durante 16 h (muestra n°4), y se
volvieron a incubar a 28°C durante 3 h (muestra n°5). La actividad invertas a (mU/mg de peso seco de células) se
expresa como la media de los valores obtenidos en al menos tres determinaciones (+ desviacion estandar).
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térmico a 42°C (véase Fig. 111.40.2) y apoyan la idea de que el ayuno metabdlico produce un
bloqueo de la transcripcion de UBIS. Aunque los niveles de transcrito de UBIS desaparecian
por completo en condiciones de estrés nutricional en el analisis por Northern blot (apartado
2.3), no se observa disminucion de la actividad invertasa en estas condiciones debido a la
estabilidad del mRNA de la invertasa y/o de la proteina. Por tanto, la desaparicion observada
de los niveles de mRNA del gen UBIS en condiciones de estrés nutricional en el estudio por
Northern blot (apartado 2.3) se debe al bloqueo de la transcripcion y probablemente a la

degradacion del mRNA preexistente.

Estrés térmico y nutricional. A continuacion, se estudié el efecto combinado de
ambos tipos de estrés (térmico y nutricional) en la actividad invertasa. Para ello, se cultivaron
los transformantes de S. cerevisiae SEY2101 (con pINV3, y pLC7) en YPD (con 4% de
glucosa) - antimicina (2 ppm) hasta fase exponencial de crecimiento (DC600 = 0.4) y se
sometieron a estrés nutricional mediante resuspension en agua e incubacion a diferentes
temperaturas (20, 42 y 28°C) durante 4 h. Los resultados de actividad invertasa se muestran en
la Fig. 111.42.

En las células transformadas con pLC7, la actividad a 28°C (estrés nutricional)

aumenta por desrepresion del promotor del gen de la invertasa, como ya se habia observado

A B
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Fig. 111.42. Actividad invertasa de la cepa S cerevisiae SEY2101 transformada con pLC7 (panel A) y pINV3
(panel B) en condiciones de estrés térmico y nutricional. Ambos transformantes se cultivaron en YPD (4%
glucosa)-antimicina (2 ppm) a 28°C hasta fase exponencial de crecimiento (D 0600 = 0.4). A continuacion se
recogieron las células, se resuspendieron en agua, se dividieron en tres alicuotas y se sometiéron dos de ellas a
choque térmico a las temperaturas de 20 y 42°C en bafio de agua con agitacion; la alicuota restante se incub6 a
28°C como control. Periddicamente se tomaron muestras en las que se determino la actividad invertasa (mU/mg
de peso seco de células) que se expresa como la media de los valores obtenidos en al menos tres determinaciones
(= desviacion estandar).
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anteriormente; a 42°C se observa el mismo fenémeno, pero inicialmente es mas intenso para
estabilizarse rapidamente; mientras que a 20°C no hay desrepresion del promotor SUC. En la
cepa transformada con pINV3 la actividad invertasa queda practicamente constante en el
tiempo, independientemente de la temperatura. Por tanto, se observa el mismo resultado que

el descrito anteriormente para cada uno de los tipos de estrés por separado.

Estos resultados, junto con los obtenidos a partir de los andlisis por Northern
blot, indican que en C. albicans la regulacién de UBI3 es similar a la de otros genes que
codifican componentes de la maquinaria traduccional (Maneu et al., 2000b), cuya expresion
en S. cerevisiae estd coordinadamente regulada en funcién de la velocidad de crecimiento
(Lépez et al., 1999; Mager & Planta, 1991). En condiciones de estrés (térmico o nutricional)
la expresién de UBI3 se bloquea a nivel transcripcional, como se deduce del anélisis de los
transformantes pINV3, y ademds, debe existir un mecanismo de degradacién del mRNA

preexistente, como se deduce del andlisis mediante Northern blot.

2.6.- Interrupcién del gen UBI3 en C.albicans.
2.6.A.- Interrupcion secuencial mediante el ""cassette" hisG::URA3::hisG.

Con objeto de determinar la funcién del gen UBI3 en C. albicans se procedi6 a la
obtencién de un mutante nulo para dicho gen, empleando una estrategia de interrupcion
génica desarrollada inicialmente para S. cerevisiae (Alani et al., 1987) y modificada
posteriormente para su aplicacion en C. albicans (Cervera et al.,1998; Fonzi & Irwin, 1993).
Este método emplea un "cassette" que consta del gen URA3 de C. albicans flanqueado por
repeticiones directas del gen hisG de S. typhimurium. Este "cassette" se emple6é para.
reemplazar la mayor parte de la region codificante del gen UBI3 de C. albicans, tal y como se |
describe a continuacion. En una primera etapa se construy6 el "cassette" de interrupcion, que
contiene el "cassette" hisG::URA3::hisG flanqueado por los extremos 5' y 3' del gen UBI3 de
C. albicans, con el objeto de dirigir su insercién en el locus UBI3 del genoma de C. albicans
por recombinacién entre secuencias homologas. Con este "cassette" se transformé C.
albicans, en un proceso de interrupcién secuencial (véase apartado 25.1 de "Materiales y

M¢étodos"), para obtener un mutante nulo con las dos copias del gen interrumpidas.
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1.- Construccion de los "cassettes" de interrupcion.

Para interrumpir el gen UBI3 de C. albicans siguiendo este método, se ha de construir
previamente el "cassette" de interrupcion génica. Dicha construccion consiste, como se ha
indicado anteriormente, en el "cassette" hisG::URA3::hisG flanqueado por los extremos 5y
3" del gen UBI3 de C albicans. Debido a la ausencia de dianas de restriccion adecuadas, fue
necesario emplear técnicas de PCR para construir dicho "cassette". Un esquema del proceso

seguido para la construccidn de los "cassettes" de interrupcion se muestra en la Fig. 111.43.

pPR4
3FSAC  3RBAM 3FPST pUC/M13C0
S B P H
td k
H/P
pUC 19
P H
B/S
~kz"1- pUBI3-A
S B P H
-1 M l PUBI3-B
PMB7 P/Bg P/B
p5921 hisG::URA3::hisG
B E BP H
' I
JL pUBI3-C
pUBI3-D
! m  ORF UBB m hisG y URA3
1kb

Fig. 111.43. Esquema de las construcciones plasmidicas empleadas en los experimentos de interrupcion

secuencial del gen UBB (véase texto). Dianas de enzimas de restriccion: H (HindUI), P (Pstl), B (BamYtt), S
(5flcl), Bg (Bglll), E (£coRI).
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En una primera etapa, la reacciéon de PCR utiliz6 como molde DNA del pldsmido
pPR4, que contiene el gen UBI3 y sus secuencias adyacentes, y como cebadores el
oligonucledtido "reverse" universal de pUC/M13, que hibrida con secuencias del plasmido
adyacentes al sitio multiple de clonaje, y el oligonucleétido sintético 3FPST, deducido de la
secuencia, al que se le introdujo una diana de restriccion PsfI (Tabla IIL.15). El producto
amplificado, de unas 800 pb; contenia 92 pb de la region 3' codificante del gen (extremo C-
~ terminal de la proteina), siendo el resto zona 3' no codificante. Este fragmento de DNA fue
digerido con los enzimas de restficéiéh Pstl y HindIlI (diana también presente en el producto
amplificado, proveniente del sitio multiple de clonaje) y subclonado en el plasmido pUC19
digerido con los mismos enzimas, para originar el plasmido pUBI3-A.

LOCALIZACION
EN LA
NOMBRE SECUENCIA SECUENCIA
' GENOMICA
extremo 5' | extremo 3’
3FSAC GGTCGAGCTCGAGTTGGGTCAGGGTTGCTATGTG -408 - 385
3RBAM GGTCGGATCCCTTGAATTGGCTTGTCGGCAAATAGC -1 -26
3FPST GACCCTGCAGGTCCAGCTCCAACTTGTGGTGCCGG 362 386

Tabla IIL15. Oligonucledtidos sintéticos utilizados como cebadores en la amplificacién por PCR de los
extremos 5'y 3' del gen UBI3 de C. albicans, para la construccién de los "cassettes" de intermpcién_ La
posicion de los extremos 5' y 3' esta numerada respecto al sitio de inicio de la traduccién. En cursiva se marcan
las secuencias del extremo 5' no homélogas al DNA genémico que contienen las dianas de restriccién mdlcadas
(subrayadas). Nétese que los oligonucledtidos F y R hibridan con cadenas complementarias.

En una segunda etapa, se utiliz6 como molde de una nueva reacciéon de PCR el
plasmido pPR4 y como cebadores, los oligonucleétidos sintéticos deducidos de la secuencia,
3FSAC y 3RBAM (Tabla III.15), a los que se les habia introducido dianas de restriccion para
los enzimas Sacl y BamH], respectivamente. Se amplific6 asi un producto de 400 pb, que no
contenia ninguna base del extremo 5' de la regién codificante del gen (extremo N-terminal),
correspondiendo todo el amplificado a regién promotora. Este producto se digirié con los
enzimas de restriccién Saci y BamHI, y se subcloné en el plasmido pUBI3-A, obtenido en la

primera etapa, para originar el plasmido pUBI3-B, que contiene los extremos 5'y 3' del gen
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UBI3, uno a continuacién del otro, en la orientacién adecuada, separados por las dianas
BamH]1 y Pstl.
Finalmente, el plasmido pUBI3-B fue digerido con los enzimas de restriccion
Pstl y BamHI y ligado al fagmento PstI/Bglll de los plasmidos pMB7 6 p5921 (Fonzi &
Irwin, 1993), que contiene el "cassette" hisG::URA3::hisG, originando los plasmidos pUBI3-
C y pUBI3-D, respectivamente. En ambos "cassettes" de interrupcién se han eliminado 361
pb (79.7 %) de 1a regién codificante del gen UBI3.
Los plasmidos pMB7 y p5921 son idénticos, siendo la unica diferencia entre ellos la
| presencia de una diana BamHI en la secuencia hisG del plismido pMB7, mientras que p5921
carece de dicha diana. El objeto de utilizar "cassettes" ligeramente diferentes para interrumpir
los dos alelos del gen es averiguar si ha ocurrido una recombinacién mitdtica
intercromosomal no reciproca, y como consecuencia el mutante obtenido no tendria los dos
alelos del gen interrumpidos, sino que tendria dos copias de un mismo alelo interrumpido. La
diferencia entre los dos "cassettes" empleados permite saber si ese suceso ha tenido lugar,
mediante digestion del DNA cromosomal con BamHI y posterior hibridaciéon con la sonda.

2.- Transformacion integrativa y analisis de los transformantes.

El diagrama del proceso seguido para obtener el mutante nulo se muestra en la figura
II1.44. El plasmido pUBI3-C (20 pg) digerido con HindIIl/Sacl, para separar el "cassette" de
interrupcion (fragmento de 5.17 kb de DNA que contiene el "cassette" hisG::URA3::hisG del
plésmido pMB7, flanqueado por regiones 5'y 3' del gen UBI3 de C. albicans), se empled para
interrumpir uno de los alelos del gen UBI3 de la cepa C. albicans CAI-4 (Ura”) mediante
transformacién integrativa. Se obtuvo un sélo transformante Ura* que fue analizado por PCR,
utilizando un oligonucledtido que hibridaba en la region del gen URA3 de C. albicans
(URA3) presente en el "cassette", y otro que hibridaba en el extremo 5' del gen UBI3, no
presente en el "cassette" de interrupciéon (3F) (T abla II1.16), para poder determinar la
integracion del "cassette" en el locus UBI3. Se obtuvo un amplificado de 1.78 kb,
correspondiente a un alelo del gen interrumpido por el "cassette" completo, lo que indicaba
que la integracién se habia producido en el lugar deseado (Fig. IIL.45 B, calle 1). El anélisis
mediante Southern blot del DNA cromosomal del transformante, digerido con EcoRI,
empleando la sonda especifica del gen UBI3 de C. albicans (apartado 2.2.d), confirmé este
resultado (Fig. II1.46, calle 2). Se detect6é una banda de 4.2 kb correspondiente al alelo salvaje
del gen UBI3, y otra, de 5.5 kb, que corresponde a un fragmento del alelo interrumpido con el
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sonda
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Fig. 111.44. Esquema del proceso de interrupcion secuencial de los dos aleos del gen UBI3 (véase texto). Dianas
de enzimas de restriccion: H (/mdlll), P (Pstl), B (BamHI), E (£coRI). Se muestran las zonas de hibridacion de
los oligonucleodtidos empleados en el analisis por PCR de los transformantes, y la zona de hibridacion de la
sonda empleada en el analisis por Southern blot de los mismos.
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"cassette" completo (puesto que EcoRI corta también dentro del "cassette"). A este
transformante heterocigético se le denominé AUBI3-H1. En la cepa control CAI-4 sélo se
detecto el fragmento correspondiente al alelo salvaje (4.2 kb) (Fig. II1.46, calle 1). La banda
de 6 kb detectada en todas las calles, corresponde al fragmento de restriccion que contiene el
gen UBI4 (Fig. I11.4), que también ha sido detectado por esta sonda, seguramente debido a
que contiene 22 bases del extremo C-terminal de la ubiquitina, con un 50% de G 6 C, que
pueden hibridar con las tres secuencias homoélogas del gen UBI4, dando una sefial de
hibridacién (véase Fig. I11.4 B).

Una vez integrado el "cassette" hisG::URA3::hisG en el cromosoma, pueden ocurrir
sucesos de recombinacién intracromosomal entre las secuencias repetidas 4isG, resultando en
la pérdida de una de las copias del gen hisG y del marcador URA3 (véase Fig. 113 de
"Materiales y Métodos"), con lo que las células recuperan la auxotrofia Ura™, y se posibilita el
empleo sucesivo de URA3 como marcador para interrumpir la segunda copia del gen. Con el
fin de seleccionar los segregantes Ura™ de la cepa AUBI3-H1, ésta se plaqued sobre medio SD
conteniendo uridina y 4cido 5-fluoroorético (5-FOA) (Boeke ef al., 1984), ya que éste impide

el crecimiento de las células Ura™ y permite seleccionar las cepas Ura™ (véase apartado 25.1 de

LOCALIZACION
EN LA SECUENCIA
NOMBRE SECUENCIA GENOMICA
extremo 5’ | extremo 3’

3F TTATCTAAGCGAGAGTAAGTCTTGGC - 451 -426
HISG CGCGCGCCTGAATCACGCCCTG 788 767
URA3 CAGAATTAGTGTTACGAATCAATGGC 176 151
4F2 GATGAGATACAAATACTGGTGCGCC -129 -105
4R2 TATGGCTTGGGATCGAAGTACGC 801 779

Tabla III.16. Oligonucledtidos sintéticos utilizados como cebadores en el andlisis por PCR de los
transformantes, obtenidos por integracién del "cassette", en cada una de las etapas de los experimentos de
interrupcioén secuencial del gen UBI3 de C. albicans (algunos de ellos se utilizaron también en la secuenciacion
de dicho gen). La posicién de los extremos 5' y 3' estd numerada respecto al sitio de inicio de la traduccién,
excepto en el caso de los oligos HISG y URA3 en que estd numerada respecto al inicio de secuenciacion de
dichos genes dentro del "cassette” de interrupcién. Nétese que los oligonucleétidos F y R hibridan con cadenas
complementarias.
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"Materiales y Métodos"). Nueve segregantes Ura™ fueron analizados por PCR con los
oligonucledtidos sintéticos 4F2 y 4R2 (Tabla III.10), que hibridan en las regiones 5' y 3' del
gen UBI3 utilizadas en la construccién del "cassette" de interrupcién. Los resultados indicaron
que en dos de ellos habia tenido lugar la recombinacién intracromosomal entre las secuencias
hisG, puesto que se obtuvieron dos amplificados, uno de 0.95 kb, correspondiente al alelo
salvaje, y otro de 1.7 kb, correspondiente al alelo de UBI3 interrumpido por AhisG (dato no
. mostrado). Los otros siete segregantes Ura” habian experimentado un suceso de
recombinacién mitdtica intercromosomal no reciproca, revertiendo al genotipo salvaje, ya que .
se obtuvo un sélo amplificado de 0.95 kb correspondiente al alelo salvaje (dato no mostrado).
El resultado del andlisis mediante Southern blot de uno de los segregantes Ura™ que habian
experimentado recombinacién intracromosomal, denominado AUBI3-H2, se muestra en la
figura I11.46 (calle 3), en la que no se observa la banda de 5.5 kb y en su lugar aparece una de
5 kb, debido a la pérdida de URA3 y una copia de hisG. Esta pequefia diferencia entre los
tamafios se debe a que al recombinar las secuencias hisG, se pierde la diana EcoRI del
"cassette". El analisis de este transformante por PCR con los oligonucle6tidos 4R2 (que
hibrida en el extremo 3' del gen UBI3 presente en el "cassette” de interrupcién), y 3F (que
hibrida en el extremo 5' no incluido en el "cassette" de interrupcion), muestra la presencia de
dos .ampliﬁcados, uno de 1.25 kb, correspondiente al alelo salvaje, y otro de 2 kb
correspondiente al alelo interrumpido con hisG (Fig. IIL45 A, calle 2). La ausencia de
amplificado al combinar el oligonucleétido que hibrida en el gen URA3 con otros, como son
el 3F o el 4F2, (Fig. I11.45 B y C, calle 2) demuestra la pérdida de URA43 por recombinacién
intracromosomal. Para confirmar la presencia del gen 4isG en uno de los alelos UBI3 en esta
cepa, se¢ amplific6 por PCR con un oligonucleétido sintético (HISG) que hibrida en la
secuencia de este gen (Tabla II1.16) y el oligonucleétido 3F, obteniéndose un fragmento del
tamafio esperado (1.2 kb) (dato no mostrado), lo que confirmé totalmente que se habia
obtenido la cepa adecuada (Ura", con un alelo UBI3 interrumpido con hisG) para proceder al
siguiente paso de interrdpcién génica.

Para interrumpir el segundo alelo del gen se siguié una estrategia similar, empleando
el "cassette" de interrupcion de pUBI3-D, que carece de sitio BamHI en hisG. DNA de
pUBI3-D (20 pug), digerido con HindII/Sacl, para separar del vector el fragmento de 5.17 kb
con el "cassette" de interrupcion, se utilizé paré transformar la cepa AUBI4-H2. Se obtuvieron
25 transformantes Ura" que se analizaron por PCR con oligonucledtidos deducidos de hisG,
UBI3 y URA3, y por Southern blot, demostrindose que en 23 de ellos el "cassette" se habia
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Fig. 111.45. Analisis mediante PCR de las cepas de C albicans obtenidas en los experimentos de interrupcion
secuencial del gen UBI3. DNA cromosomal de las distintas cepas de Calbicans se amplificd por PCR
empleando distintas combinaciones de oligonucledtidos. (A): 4R2 y 3F; (B): URA3 y 3F; (C): URA3 y 4F2.
Véase texto y figura 111.44 para mas detalle. Cepas estudiadas: AUBI3-H1 (calle 1), AUBI3-H2 (calle 2), AUBI3-
1 (calle 3), AUBI3-2 (calle 4) y AUBI3-a (calle 5).
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Fig. 111.46. Analisis mediante Southern
blot de las cepas de C. albicans ilz:

obtenidas en los experimentos de
interrupcion secuencial del gen UBI3. 35—
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con EcoBl. Como sonda se empled la
sonda especifica del gen UBI3 de C.
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(calle 1), AUBI3-HI (calle 2), AUBI3-
H2 (calle 3), AUBI3-1 (calle 4), AUBI3- 13—
2 (calle 5) y AUBB-a (calle 6).

20-

15—

196



Resultados y Discusion

integrado en el alelo ya interrumpido, mientras que en los otros 2 se habia integrado en un
locus distinto a UBI3, manteniéndose en todos ellos una copia salvaje de UBI3. El anélisis por
PCR con los oligonucleétidos URA3 y 3F demostré6 que 23 transformantes contenian el
"cassette” completo integrado en el locus UBI3, obteniéndose un amplificado de 1.78 kb (en
la figura II1.45 B, calles 3 y 4, se muestran los resultados obtenidos con 2 de los 23
transformantes, denominados AUBI3-1 y AUBI3-2); estos 23 transformantes contenian
. ademas una copia del alelo salvaje, Ay ninguna copia interrumpida con 4isG, ya que se obtiene
un sélo amplificado, de 1.25 kb, con los oligonucleétidos 4R2 y 3F (Fig. I11.45 A, calles 3 y
4), lo que indica que el "cassette" se ha integrado en el alelo ya interrumpido. Este resultado
se confirmé mediante analisis por Southern blot de los transformantes (Fig. 111.46, calles 4 y
5), en los que aparece de nuevo la banda de 5.5 kb, correspondiente a un alelo de UBI3
interrumpido por el "cassette" completo, desapareciendo la de 5 kb, correspondiente a un alelo
de UBI3 interrumpido por 4isG, mientras que la banda de 4.2 kb, correspondiente a uno de los
alelos salvajes del gen, se mantiene intacta. Los otros 2 transformantes contienen un alelo
salvaje, puesto que se amplificaba un fragmento de DNA de 1.25 kb con los oligonucleétidos
4R2 y 3F, ademas de otro amplificado de 2 kb, lo que indicaba que también contienen un
alelo interrumpido sélo con AisG, igual que la cepa AUBI3-H2 antes de transformar (en la
figura II1.45 A, calle 5 se muestra el resultado obtenido con uno de estos transformantes,
llamado AUBI3-a). Por otro lado, estos 2 transformantes daban un amplificado de 1.46 kb
con los oligonucle6tidos URA3 y 4F2, que hibridan en secuencias internas del "cassette" (Fig.
I1I:45 C, calle 5), indicando que tienen integrado el "cassette" completo en un locus distinto a -
UBI3, lo que se confirm6 por la ausencia de amplificado con los aligonucleétidos URA3 y 3F
(Fig. I11.45 B, calle 5). El anélisis mediante Southern blot confirmé estos resultados (Fig.
I11.46, calle 6), puesto que se mantiene la banda de 4.2 kb correspondiente a un alelo salvaje
del gen y la de 5 kb que corresponde al otro alelo interrumpido s6lo con AisG, y aparece una
banda nueva de tamafio diferente que corresponde a un fragmento EcoRI de DNA
cromosomal no relacionado con UBI3, en el que se ha introducido el "cassette".

La imposibilidad de aislar el mutante nulo para el gen UBI3 ( Aubi3::hisG
/Aubi3::hisG) a partir del mutante heterocigético UBI3/Aubi3::hisG, puede sugerir que al
menos una copia del gen UBI3 es necesaria para la viabilidad de C.albicans, por lo que el
producto génico de UBI3, implicado en la biogénesis del ribosoma, seria esencial para el
crecimiento en condiciones normales. No obstante, se ha descrito que las diferencias

(heterologia) entre alelos de un mismo gen produce una gran especificidad en los fenémenos
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de recombinacién, de manera que una determinada construccion puede integrarse
preferentemente (hasta con una preferencia de 50 veces) en uno de los alelos (Yesland &
Fonzi, 2000). Este fenémeno indica que los resultados obtenidos en la interrupcién de UBI3
pueden deberse a una gran preferencia del "cassette" por integrarse en uno de los alelos, sin
que ello signifique que el gen UBI3 sea esencial para la viabilidad. Cabe indicar que un
resultado similar se obtuvo en la interrupcién de UBJ4, y posteriormente se demostré que no
era esencial.

De todos modos, al disponer del mutante heterocigético para UBI3 y dado que la
proteina codificada por el gen UBI3 estd implicada en la biogénesis del ribosoma, se procedié
a estudiar si la presencia de un sélo alelo UBI3 tenia algin efecto sobre el crecimiento en
diferentes condiciones. En todas las condiciones probadas, el mutante heterocigbtico
UBI3/Aubi3::hisG, mostré un tiempo de generacién muy parecido al encontrado para la cepa
salvaje CAI-4 (2 h en medio de Lee a 28°C, 1.6 hen YPD a28°Cy 1.3 hen YPD a 37°C).
Estos resultados indican que la interrupcion de uno de los alelos del gen UBI3 no tiene ningin
efecto sobre el crecimiento en las condiciones probadas, y que un sélo alelo UBI3 es

suficiente para permitir un crecimiento 6ptimo.

2.6.B.- Obtencién del mutante nulo condicional a partir del heterocigético
UBI3/Aubi3::hisG.

El hecho de no haber obtenido el mutante nulo para el gen UBI3 de C. albicans
mediante la técnica de interrupcién secuencial con el "cassette ura-blaster”, y dado que esta
técnica no es util para intetrumpir genes esenciales, puede sugerir que se trata de un gen
esencial para C. albicans. Pero por otro lado, la técnica empleada presenta baja eficiencia de
transformacion y ademas puede haber una preferencia de integracion del "cassette" en uno de
los dos alelos, por lo que la ausencia de transformantes deseados (interrumpidos en los dos
alelos), puede no deberse neéesariamente a que el gen sea esencial, como se ha comentado
anteriormente (Care et al., 1999; Yesland & Fonzi, 2000). Aunque en nuestro caso se han
obtenido una mayoria de transformantes en los que el "cassette" se ha introducido en el alelo
ya interrumpido, y otros en los qﬁe se ha introducido incluso en secuencias no relacionadas
con UBI3, el caracter esencial de UBI3 no ha quedado demostrado.

Para tratar de aclarar esta cuestion, se procedié a construir una cepa en la que la inica

copia del gen UBI3 del mutante heterocigético UBI3/Aubi3::hisG, estuviera bajo el control de
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un promotor regulado. Esto permite estudiar no solo el posible cardcter esencial del gen, en
cuyo caso la cepa seria viable s6lo en condiciones en las que el promotor esté activado, sino
que, en caso de no ser esencial, nos permitird también observar las consecuencias fenotipicas
de la ausencia de expresion en condiciones en que la misma esté bloqueada (Care et al.,
1999). El promotor regulable utilizado ha sido el del gen MET3 de C. albicans, cuyas
caracteristicas se han descrito en el apartado 1.6.B. La expresion del gen MET3 es reprimida
. por metionina exdogena, S-adenosil metionina (SAM), y cisteina (Cherest et al., 1985;
Mountain ef al., 1991; Ono et al., 1996; Thomas et al., 1989). Las condiciones de represion
empleadas en este trabajo fueron una combinacién de metionina (2.5 mM) y cisteina (0.5
mM), ya que la cisteina a mayor concentracion puede inhibir el crecimiento del hongo por lo
que se recomienda utilizarla a una concentraciéon optima de 0.5 mM. Sin embargo, en ninglin
caso se consigue una represion total del promotor, siendo los niveles basales de expresion

aproximadamente €l 1% de la expresion maxima (Care et al., 1999).

1.- Construccion del "cassette" de integracion a partir del plasmido pCaDis.

Para poder interrumpir la segunda copia del gen UBI3 del mutante heterocigético
(UBI3/Aubi3::hisG), y generar simultineamente una copia de UBI3 bajo el control del
promotor MET3, se ha de construir previamente el "cassette" de integracién a partir del
plasmido pCaDis (Care et al., 1999) (Fig. III.19). La técnica consiste en subclonar un
fragmento con la regién 5' codificante del gen UBI3 a continuacién del promotor MET3. La
region 5' de los genes UBI3 y UBI4 codifica para la misma proteina, la ubiquitina, aunque
tengan algunas diferencias nucleotidicas, y ademas la secuencia de ubiquitina codificada por
UBI4 contiene una diana de restriccién interna para Clal (necesaria para linearizar el plasmido
posteriormente, véase apartado 25.2 de "Materiales y Métodos"), mientras que la de UBI3 no
la presenta. Por tanto, se pens6 en utilizar, para obtener el mutante nulo condicional para
UBI3, el mismo "cassette" de integracion que el construido para obtener el mutante nulo
condicional para UBI4 (véase apartado 1.6.B.1). De hecho al intentar obtener el mutante nulo
condicional para el gen UBI4, se obtuvieron algunos transformantes en los que la
construccion se introdujo en el gen UBI3 (véase apartado 1.6.B.2), lo que confirma que la
misma construccién (pDisUBI) era util para obtener el mutante nulo condicional de C.
albicans para el gen UBI3.
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2.- Transformacién integrativa y aislamiento de los transformantes.

Antes de saber que el plasmido pDisUBI-a carecia de 327 nucledtidos en el promotor
MET3 (véase apartado 1.6.B.2), y que su utilizacién lo que realmente permitia, por lo tanto,
era la obtencién del mutante nulo para el gen en cuestién, se utiliz6 dicho plasmido,
linearizado con Clal, para transformar integrativamente 1a cepa de C. albicans heterocigética
para UBI3 (UBI3/Aubi3::hisG), por recombinacién de las secuencias de ubiquitina (Fig. II1.47
A). El resultado deseado de esta transformacién es la integracion del "cassette" en la
secuencia de ubiquitina del alelo salvaje de UBI3, obteniéndose el mutante nulo condicional,
con una copia completa de la regién codificante de UBI3 bajo el control del promotor MET3,
y una copia de UBI3 incompleta, sin la region 3' codificante de la proteina ribosomal (Fig.
I11.47 B). También puede ocurrir la integracion de la construccion en cualquier secuencia de
ubiquitina de los dos alelos del gen UBI4. La integracién en el alelo UBI3 ya interrumpido
(Aubi3::hisG) es imposible, puesto que dicho alelo carece de secuencia de ubiquitina.

Se obtuvieron 28 transformantes Ura*, que fueron analizados por PCR, utilizando el
oligonucleétido URA3, que hibrida en la regién URA3 del "cassette", y el oligonucleétido 4F2
que hibrida en la regién promotora del gen UBI3 (Tabla I11.10). El resultado de este anilisis
reveld que la construccién no se habia introducido en el alelo intacto de UBI3 del mutante
heterocigético en ninguno de los transformantes, ya que no se obtuvo amplificado con estos
oligonucleétidos en ninguno de ellos (dato no mostrado). Al ser analizados por PCR con los
oligonucleétidos 4F2 y 4R2, se obtuvo en todos ellos un amplificado de 0.95 kb,
correspondiente al alelo salvaje de UBI3, y otro de 1.7 kb, correspondiente a un alelo de UBI3
interrumpido por hisG (dato no mostrado). Posteriormente, estos 28 transformantes se
analizaron por PCR con los oligonucledtidos URA3 y 3F2 (que hibrida en la regién
promotora del gen UBI4) para estudiar la posible integracién de la construccién en alguna
secuencia de ubiquitina del gen UBI4. En 12 de los transformantes analizados se obtuvo un
amplificado de 0.65 kb, lo que indicaba la integracién de la construccion en la primera copia
de ubiquitina de UBI4; en 4 transformantes, se obtuvo un amplificado de 0.88 kb, que
indicaba la integracion de la construccién en la segunda copia de ubiquitina de UBH4; en otros
4 transformantes, se obtuvo un amplificado de 1.11 kb, que indicaba la integracién de la
construccién en la tercera copia de ubiquitina de UBI4. En los 8 transformantes restantes, no
se obtuvo amplificado con esta combinacién de oligonucledtidos, lo que hacia suponer que la
integracién habia ocurrido en algin locus distinto a UBI4 y UBI3. La ausencia de
transformantes con la construccién pDisUBI-a integrada en el alelo intacto del gen UBI3 del
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Fig. 111.47. Esquema del proceso seguido para la obtencion del mutante nulo condicional de C albicans para el
gen UBI3 a partir del mutante heterocigdtico AUBI3-H2. En el panel A se muestra el proceso de integracion de
la construccioén plasmidica pDisUBI, linearizada con Clal, en el alelo salvaje de UBI3, y en el panel B se
muestra el resultado esperado (véase texto para mas detalle). Se indican las zonas de hibridacion de los
oligonucle6tidos empleados en el analisis por PCR de los transformantes. Dianas de enzimas de restriccion: B

(Bamlil), P (Pstl), H (Hindlll), E (£coRI), X (Xbal), S (Sali).
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mutante heterocigotico, que corresponderian al mutante nulo de C albicans para el gen UBI3
(véase apartado 1.6.B.2), es una prueba confirmativa de que se trata de un gen esencial,
siendo imposible el aislamiento de transformantes sin este gen. Ademas cabe recordar que
este "cassette" de interrupcion si que puede integrarse en UBI3 puesto que dicha construccion
se obtuvo durante la obtencion del mutante nulo condicional para UBI4.

Cuando se utilizo la construccion pDisUBI-b para obtener el mutante nulo condicional
de C. albicans para el gen UBI3 a partir del mutante heterocigotico (UBI3/Aubi3::hisG), se
obtuvieron 35 transformantes. Al analizarlos mediante PCR con los oligonucleétidos 4F2 y
URA3, se obtuvo un amplificado de 0.56 kb en un sélo transformante, lo que indicé que la
construccion se habia introducido en la secuencia de ubiquitina del alelo UBI3 salvaje (Fig.
11148, calle 1). Para comprobar que el otro alelo del gen UBI3 de esta cepa estaba
interrumpido por el gen hisG de S typhimurium, se analizé por PCR con los oligonucleétidos
4F2 y 4R2. Como resultado de este analisis se obtuvo un Unico amplificado, de 1.7 kb,
correspondiente al alelo de UBI3 interrumpido por hisG, no detectandose el amplificado de
0.95 kb correspondiente al alelo salvaje (Fig. 111.48, calle 3), que aparece al analizar con estos
oligonucledtidos la cepa AUBI3-H2 utilizada como control (Fig. 11148, calle 2). La obtencion
de pocos transformantes con la construccion integrada en el locus UBI3 se debe a que hay una
baja probabilidad de que esta recombinacion ocurra, pues puede tener lugar en siete
secuencias de ubiquitina en el mutante heterocigotico para UBI3. Ademas, se comprobd que
el promotor MET3 se encontraba intacto delante de la region codificante del gen UBI3
mediante PCR con los oligonucledtidos METF (que hibrida en la region del promotor MET3
del "cassette"), y 4R3 (que hibrida en laregion 3' codificante de UBI3), y por otro lado,

Fig. 111.48. Analisis mediante PCR del mutante nulo condicional de C.
albicans para UBI3. DNA cromosomal de la cepa AUBI3-33 de
C albicans se amplifico por PCR empleando distintas combinaciones
de oligonucleotidos: 4F2 y URA3 (calle 1), 4F2 y 4R2 (calle 3),
METF y 4R3 (calle 4), METF y 4R4 (calle 5). La calle 2 corresponde a
DNA cromosomal de la cepa AUBI3-H2 amplificada con los
oligonucleodtidos 4F2 y 4R2, empleada como control. Véase texto y
figura 111.47 para mas detalle.
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METF y 4R4 (que hibrida en la secuencia de ubiquitina), obteniéndose los amplificados
esperados, de 1.98 y 1.56 kb, respectivamente (Fig. I11.48, calles 4 y 5 respectivamente). Se
habia obtenido, por tanto, el mutante nulo condicional de C. albicans para el gen UBI3, que

fue denominado AUBI3-33.

3.- Analisis fenotipico del mutante nulo condicional.

Una vez obtenido el mutante nulo condicional de C. albicans para el gen UBI3, se
procedié a determinar el posible cardcter esencial de dicho gen. Para ello, se cultivaron las
cepas AUBI3-33 (Aubi3::hisG/Aubi3:: MET3-URA3) y AUBI3-H1 (UBI3/Aubi3: :hisG-URA3-
hisG), como control, en medio selectivo SD (liquido y sélido), a 28°C, con y sin aminoacidos
para controlar el promotor MET3. También se estudié el crecimiento en medio rico (YPD)
sélido y liquido, a 28°C.

En medio minimo SD liquido, ambas cepas crecieron perfectamente presentando un
tiempo de generacion muy similar (2.8 h la cepa heterocigdtica, y 3.1 h el mutante nulo
condicional). Esto es logico, puesto que en ausencia de los aminoicidos represores del
promotor MET3, la cepa AUBI3-33 expresa el gen UBI3 situado bajo el control del promotor
MET3. En presencia de los aminoéacidos represores, la cepa AUBI3-H1 creci6é perfectamente,
presentando un tiempo de generacién similar al presentado en ausencia de ellos; sin embargo
la cepa AUBI3-33, a pesar de presentar un tiempo de generacidn similar, presenté un
incremento en el periodo de latencia (Fig. I11.49 C). Este comportamiento puede explicarse
porque los aminoécidos utilizados para reprimir el promotor MET3 no consiguen una
represion total, permaneciendo una actividad residual de este promotor (al menos el 1%)
(Care et al., 1999), y por tanto, un nivel basal de expresion del gen que controla. Por este
motivo, las células, al tener una expresion residual del gen UBI3, son incapaces de formar la
cantidad minima de ribosomas requeridos para el crecimiento celular, por un déficit en la
proteina ribosomal codificada por UBI3. Los niveles de esta proteina van aumentando debido
a la expresion basal desde el promotor MET3, hasta conseguir ensamblar un nimero minimo
de ribosomas suficientes para el crecimiento celular. Como consecuencia de este crecimiento
los niveles de aminoécidos reguladores de MET3 presentes en el medio van disminuyendo
lentamente, lo que provoca un aumento de la expresion basal de UBI3. Como consecuencia de
estos dos factores, las células tras un periodo de latencia largo y un periodo de crecimiento
lento, consiguen alcanzar una velocidad de crecimiento exponencial similar a la de la cepa

control.
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Fig. 111.49. Curvas de crecimiento del mutante nulo condicional de C. albicans para el gen UBI3 en diferentes
condiciones de cultivo. El crecimiento, a 28°C, de las cepas de C. albicans AUBI3-33 y AUBI3-H1 (control), en
distintos medios de cultivo: YPD (A), SD (B) y SD+aa inhibidores del promotor MET3 (C), se sigui6 mediante

la determinacion de la D 0 0o
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Este comportamiento también se ve reflejado al crecer las cepas en medio sélido. En
medio SD sin los aminoacidos represores las dos cepas crecen perfectamente (Fig. I11.50 B);
pero en presencia de dichos aminoacidos, la cepa AUBI3-33 sufre un retraso en el crecimiento
(Fig. I111.50 C), que se iguala al presentado por la cepa AUBI3-HI1 al prolongar el tiempo de

incubacion cuando crecen en placas independientes (no mostrado).

Fig. T11.50. Crecimiento del mutante nulo condicional de C. albicans para el gen UBI3 en distintos medios de
cultivo solido. Las cepas de C. albicans AUBI3-33 y AUBI3-HI (control) se cultivaron a 28°C durante 2 dias en
distintos medios de cultivo sélido. (A): YPD; (B): SD; (C): SD+aa inhibidores del promotor MET3.

En medio rico (YPD) liquido, la cepa control AUBI3-H1 crecido perfectamente
presentando un tiempo de generacion de 2.1 h, sin embargo, el mutante nulo condicional,
presentd el mismo comportamiento que en medio SD con los aminoacidos represores. El
retraso en el crecimiento se debia también a un incremento en el periodo de latencia, ya que
una vez alcanzada la fase exponencial de crecimiento el tiempo de generacidon presentado fue
similar al de la cepa heterocigdtica (Fig. 11149 A). La explicacion seria similar al caso
anterior: expresion basal de UBI3 en medio rico y consumo de los aminoacidos represores del
promotor MET3. En este caso se sumaba, ademds, el hecho de que al no tratarse de medio
selectivo, las cé€lulas que sufrian recombinaciéon intracromosomal espontdnea entre las
regiones homologas de ubiquitina con la consiguiente pérdida de la construccion con el
marcador URA3 (reversion a la cepa heterocigotica UBI3/Aubi3::hisG), podian crecer
normalmente. Se comprobd que en la poblacion celular crecida en este medio de cultivo
existian revertientes Urd~ con un alelo salvaje UBI3 mediante: a) PCR con los

oligonucleotidos 4F2 y 4R2, obteniéndose dos amplificados, uno de 0.95 kb, correspondiente
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al alelo salvaje, y otro de 1.7 kb, correspondiente al alelo de UBI3 interrumpido por AisG (Fig.
111.51, calle 3), y b) observacion del crecimiento de esas células en placas de YPD, en las que
se observo un crecimiento en masa muy abundante (Fig. 111.52 A), parecido al que se obtiene
en la cepa AUBI3-H1, y muy diferente al observado en la cepa AUBI3-33, cuando se sembrd
en este medio de cultivo (YPD) a partir de medio selectivo (SD) (Fig. 111.50 A). En este

Fig. IT11.51. Analisis mediante PCR del mutante nulo condicional de C
albicans para el gen UBI3 tras crecimiento en diferentes condiciones.
DNA cromosomal de la cepa AUBI3-33, tras ser crecida a 28°C en
distintas condiciones (calle 2: SD liquido; calle 3: YPD, liquido, hasta
fase estacionaria; calle 4: YPD, soélido, colonias grandes) y de la cepa
AUBI3-H2 (control), tras ser crecida a 28°C en SD (calle 1), se
amplifico por PCR con los oligonucledtidos 4F2 y 4R2. Véase texto y
figura 111.47 para mas detalle.

ultimo caso, el crecimiento presentado por la cepa AUBI3-33 en medio YPD solido es lento,
debido a las mismas causas que en medio SD con los aminoacidos represores del promotor
MET3. No obstante, aparecen, ademas, colonias aisladas grandes que corresponden a células
que han sufrido espontdneamente recombinacion intracromosomal entre regiones homologas
revertiendo a la cepa heterocigotica (UBI3/Aubi3::hisG). Esto se comprobd por: a) PCR, con
los oligonucledtidos 4F2 y 4R2, obteniéndose dos amplificados, uno de 0.95 kb
correspondiente al alelo salvaje y otro de 1.7 kb correspondiente al alelo de UBI3
interrumpido por hisG (Fig. 111.51, calle 4); b) la siembra de una de estas colonias en otra
placa del mismo medio de cultivo, origina crecimiento en masa (Fig. 1I1.52 B), que no
corresponde a la cepa AUBI3-33 en este medio de cultivo (Fig. 50 A), y ¢) comprobacion del

caracter Ura” de estas células.

Fig. 111.52. Crecimiento del mutante nulo condicional
de C. albicans para UBI3 en medio YPD solido tras ser
cultivado previamente en diferentes condiciones. La
cepa AUBI3-33 se cultivé en YPD liquido a 28°C, hasta
fase estacionaria, y en YPD soélido a 28°C, hasta
originar colonias aisladas grandes. A partir de ambos
cultivos (YPD liquido, A, y colonias grandes de YPD
solido, B) se inocularon en placas de YPD que fueron
incubadas durante 3 dias a 28°C.

206



Resultados y Discusion

Todos estos resultados demuestran que el gen UBI3 de C. albicans es un gen esencial
para el crecimiento. En condiciones en las que el promotor MET3 est4 reprimido, se observa
una ausencia total de crecimiento, hasta que, debido a la expresion basal de UBI3 y el
consumo progresivo de los aminoécidos, las células alcanzan una velocidad de crecimiento
similar a la de la cepa control. Cabe concluir, por lo tanto, que cuando la célula carece del
producto génico de UBI3 es incapaz de crecer.

En S. cerevisiae, el gen UBI3 no es esencial, pero el mutante defectivo en este gen (S.
cerevisiae SUB121) presenta, un tiempo de generacién muy grande, resultando un fenotipo de
lento crecimento (Finley et al., 1989). Al comparar el crecimiento del mutante nulo
condicional para el gen UBI3 de C. albicans en medio rico YPD, con el de la cepa S.
cerevisiae SUB121 en este medio de cultivo, se observo que el crecimiento de ésta 1ltima era
lento pero homogéneo. por toda la superficie sembrada, mientras que la cepa AUBI3-33
presentaba un crecimiento residual, no homogéneo, con algunas colonias grandes
correspondientes a células recombinantes que habian revertido a la cepa heterocigdtica
(UBI3/Aubi3::hisG).

C. albicans no es la tunica levadura en la que se ha encontrado que el gen UBI3 es
esencial, siéndolo también en K lactis (Bao & Fukuhara, 2000). Esto sugiere que,
probablemente, el mecanismo de biogénesis de los ribosomas es ligeramente distinto en C.
albicans y S. cerevisiae, siendo en la primera especie esencial el producto de UBI3. Como
ejemplo indicador de estas posibles diferencias puede mencionarse el hecho de que la proteina
ribosomal codificada por UBII-2 en S. cerevisiae en forma de proteina de fusién con
ubiquitina, en C. albicans parece sintetizarse de manera independiente de la ubiquitina, como

se ha comentado en apartados anteriores.
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Conclusiones

1.- Se han aislado y caracterizado los genes UBI3 y UBI4 de C. albicans, de los que s6lo hay
una copia por genoma haploide, y probablemente son los tinicos genes de ubiquitina en esta

especie.

- 2.- El gen UBH4 de C. albicans codifica la poliubiquitina, proteina formada por. tres.
subunidades idénticas de ubiquitina, de 76 aminodcidos cada una, unidas directamente
cabeza-cola, sin espacios intermedios, teniendo la ltima subunidad un amino4cido de mas en
el extremo carboxi-terminal. La secuencia de aminoécidos de la ubiquitina de C. albicans es

idéntica a la de S. cerevisiae.

3.- El gen UBI4 se transcribe en un mRNA de 1 kb, presente tanto en células levaduriformes
como miceliales; los niveles de dicho mensajero aumentan transitoriamente tras choque
térmico, lo que sugiere la implicacién de la poliubiquitina en la respuesta a estrés en C.
albicans. El estudio de la capacidad del promotor UBI4 de C. albicans para dirigir la
produccion de invertasa en S. cerevisiae confirma que se trata de un promotor que se activa en

respuesta a estrés térmico y/o nutricional.

4.- El gen UBI4 de C. albicans se expresa en S. cerevisiae, y complementa el fenotipo de
hipersensibilidad al calor crénico del mutante ubi4 de esta especie, lo que confirma la funcién

de la poliubiquitina en la respuesta a estrés térmico.

5.- La interrupcién del gen UBI4 provoca en el mutante nulo de C. albicans diferentes
manifestaciones fenotipicas: (i) hipersensibilidad al estrés térmico por calor crénico,
observable sélo en ciertas condiciones (cultivos estacionarios con glicerol como fuente de
carbono); (ii) crecimiento en forma de micelio en condiciones en las que la cepa salvaje crece
como levadura; (iii) elevada frecuencia de variabilidad fenotipica colonial. Por lo tanto, la
poliubiquitina en C. albicans estd implicada en la inhibicién o silenciamiento de los
mecanismos de emision del tubo germinativo en ausencia de inductores de la miceliacion, asi

como de los mecanismos inductores del "switching" o cambio fenotipico colonial.
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6.- El gen UBI3 de C. albicans codifica una proteina formada por una subunidad de
ubiquitina, de 76 aminoécidos idéntica a la de la poliubiquitina, seguida en su extremo
carboxi-terminal de un péptido de 75 aminoacidos, no relacionado con la ubiquitina e
implicado en la biogénesis del ribosoma. Esta proteina ribosomal presenta un 77% de
identidad con la codificada por el gen UBI3 de S. cerevisiae.

| 7.- El gen UBI3 de C. albicans se transcribe en un mRNA de 0.6 kb, tanto en células
levaduriformes como miceliales en crecimiento. Los niveles de dicho mensajero disminuyen
drasticamente en condiciones de estrés térmico y/o nutricional, lo que sugiere un bloqueo de
la transcripcion y la participacién transitoria de un mecanismo de degradacion especifica del
mRNA, descrito para otros genes de levadura que codifican componentes de la maquinarﬁ
traduccional. El estudio de la capacidad del promotor UBI3 de C. albicans para dirigir la
produccién de invertasa en S. cerevisiae indica que se trata de un promotor potente cuyos

niveles de expresion son proporcionales a la velocidad de crecimiento celular.
8.- La expresion del gen UBI3 de C. albicans en S. cerevisiae complementa el fenotipo de
lento crecimiento en mutantes ubi3, demostrando que la funcion del producto génico en la

biogénesis del ribosoma es idéntica en ambas especies.

9.- El analisis del mutante nulo condicional de C. albicans para el gen UBI3 indica que este

gen es esencial para el crecimiento celular.
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