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Resumen

Candida albicans y Candida tropicalis son organismos levaduriformes que pueden
llegar a causar severas infecciones en pacientes inmunocomprometidos.

En C. albicans, se sabe que la pared celular se compone de una capa interna de
quitina, una capa de B-glucanas y una capa externa de manoproteinas que son

manosiladas mediante varias rutas de glicosilacion.

En C. albicans, el gen OCHL1 esta involucrado en la sintesis de la cadena externa
de N-mananas y es requerido para la integridad celular y virulencia. Por otro lado,
MNN4 estd involucrado en la ruta de fosfomanosilacion, en la cual son agregados
residuos de fosfomananas tanto a N- como a O-mananas. Estos residuos son

esenciales para el reconocimiento del hongo por células fagociticas.

Por otra parte, se sabe que el producto del gen PMR1 de C. albicans es una
bomba de iones Ca?*/Mn?* ubicada en el aparato de Golgi y es la encargada de
aportar estos iones a las manosiltransferasas, necesarios para la realizacion del

proceso de glicosilacion.

Se ha reportado que en C. albicans la interrupcién del gen PMR1 presenta una
gama de fenotipos que incluye un defecto global en la glicosilacion de la pared
celular, atenuacién en la virulencia, defectos en el reconocimiento por el sistema

inmune y en la sintesis de la pared celular.



En C. tropicalis existen tres genes con una identidad y similitud muy significativa a
los genes MNN4, OCH1 y PMR1 de C. albicans. Debido a que no existia
informacion sobre las rutas de ensamble de la pared celular, ni de las rutas de
glicosilacion en C. tropicalis, se estudié estos tres genes y se demostré6 que son
ortélogos funcionales de los genes de C. albicans.

Los fenotipos de las mutantes generadas nos indican que los tres genes estan
involucrados en las rutas de fosfomanosilacion y N-glicosilacion, mientras que
PMR1 funciona como una bomba de iones catidénicos que suple de su cofactor a
las manosiltransferasas del aparato de Golgi.

Las mutantes sufrieron un re arreglo en el contenido de azlcares de su pared
celular, y debido a que también presentaron defectos en su crecimiento y termo
sensibilidad, nuestros datos indican que la integridad de la pared celular, aunque
es importante para tener una estabilidad celular 6ptima en C. tropicalis, no afectan
drasticamente la viabilidad celular. Finalmente, se encontré que las fosfomananas
de C. tropicalis son criticas para el reconocimiento de este organismo por parte de

los macrofagos humanos.



Introduccion:

Las infecciones fungicas invasivas son causas importantes de morbilidad y
mortalidad en pacientes inmunocomprometidos y hospitalizados. (Herrera et al;
2005). Los miembros del género Candida suelen ser los comensales fungicos mas
comunes en individuos inmunocompetentes, siendo Candida albicans la especie
mas comun, y el principal patdgeno oportunista fungico que ocasiona candidiasis
(infeccibn a nivel mucosa y epitelio) y candidemias (infeccion sistémica) en
pacientes inmunocomprometidos, poniendo en riesgo la vida del paciente y
llegando a indices de mortalidad que llegan a ser de hasta 71% (Calderon et al.,
2003 , Morén et al; 2009, Kabiry Hussain; 2009). Se sabe que C. albicans es un
residente normal del tracto gastrointestinal y es dimorfico, ya que presenta dos
estadios, el de levadura e hifa, pero puede también, bajo ciertas condiciones
formar pseudohifas y clamidoconidias (Noble y col., 2007). Dentro del género,
existen otras especies no albicans (ENA), como lo es C. tropicalis, C. glabrata y
C. parapsilosis que de igual forma pueden llegar a tener una virulencia importante
en pacientes inmunocomprometidos, ocasionando un aumento en las
complicaciones intrahospitalarias causadas por las especies del género Candida,

siendo la candidemia la cuarta causa de infecciones sistémica nosocomiales



(Pappas et al; 2004). El alto uso de antifungicos para profilaxis ha ocasionado en
los ultimos afios una mayor colonizacion por parte de las ENA (Moralez et al.,
2014). C. tropicalis es la ENA mas comunmente aislada en paises tropicales. En
Brasil, C. tropicalis es aislado en un 33%-48% en las infecciones sistémicas
ocasionadas por el género Candida (Moralez et al., 2014). En la India, las ENA
son la causa principal de candidemias nosocomiales, siendo C. tropicalis la mas
comun. (Kothavade et al; 2010). Por otro lado, en estudios de autopsias de
pacientes con candidemias se han observado bandas necréticas de tejido en
capas subcutaneas en candidemias ocasionadas por C. tropicalis, pero no asi en
aguellas causadas por C. albicans (Kothavade et al; 2010). C. tropicalis ha sido
reportado como el principal causante de candidiasis invasiva en pacientes
neutropénicos, con leucemia aguda, o que han recibido trasplante de médula
O0sea; sin embargo, los factores involucrados para generar las condiciones
oportunistas causantes de la colonizacion gastrointestinal o diseminacion son poco
conocidos. (Kothavade et al; 2010). Existen diversos factores que contribuyen a la
virulencia de C. tropicalis, tales como la adherencia a las superficies del
hospedero, la capacidad para formar biopeliculas sobre dispositivos médicos,
morfogénesis de levadura a formas filamentosas, invasion de tejidos, formacion de
biopeliculas y produccion de enzimas extracelulares (Negri et al; 2011, Kothavade
et al; 2010).

Se sabe que en C. albicans la pared celular posee proteinas responsables de la
adhesion a tejidos, tales como las proteinas Als, entre otras (Gow et al; 2012). Por

otro lado, esta estructura interacciona con el sistema inmune innato del huésped,
9



debido a que diversos receptores de las células de la inmunidad innata reconocen
los componentes de ésta (Netea et al; 2008). La pared celular de este organismo
se compone de una capa interna de quitina, p-1,3 y B-1,6-glucanas y una capa
externa de glicoproteinas covalentemente unidas a las glucanas mediante anclas
de glicosilfosfatidilinositol (GPI), las cuales estan modificadas con oligosacéaridos

que pueden ser de dos tipos: N-mananas u O-mananas (Klis et al; 2001) (Fig.1).

Figura 1. Pared celular de C. albicans. 1) capa externa de glicoproteinas; 2)
estructura media de B1,3- y B1,6-glucanas y 3) capa interna de quitina. (Tomado

de Pérez-Garcia y col., 2011).
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Importancia del estudio de la ruta de glicosilacion de proteinas en C.

tropicalis

En C. albicans, se sabe que las proteinas de pared celular son glicosiladas y estas
son importantes para darle forma y rigidez a la célula, ademas de que muchas
proteinas de pared estan involucradas en la adhesién al tejido del huésped para
comenzar su colonizacién (Chaffin et al ; 1998). Se sabe que las células epiteliales
de las superficies mucosas son las primeras en reconocer a C. albicans, mientras
que, en células epiteliales orales, Candida es reconocida mediante patrones
moleculares asociados a patdégenos (PAMPSs), tales como son los componentes de
la pared celular de Candida (Naglik et al; 2014). Son justamente estos
componentes de la pared celular los que son reconocidos por el sistema inmune
de mamiferos mediante diversos receptores presentes en macrofagos, neutrofilos,
células dendriticas, células CD4* y monocitos (Netea et al., 2008). Se sabe que el
receptor dectina 1 puede reconocer a las 1,3-glucanas, las cuales, aunque estan
en la parte interna de la célula, pueden estar presentes de forma minima en las
cicatrices de gemacion; por otro lado, la fagocitosis llevada a cabo por los
macréfagos es mediada por el reconocimiento de las B1,3-glucanas. (Netea et al.,
2008). Por su parte, las células dendriticas son presentadoras de antigenos a los
linfocitos CD4* para la estimulacién de linfocitos B, por lo que en pacientes
inmunocomprometidos por el virus del VIH, esta ruta se ve altamente afectada
ocasionando una via de escape por parte del patégeno y convertirse en

oportunista (Netea et al., 2008). Con lo que respecta a C. tropicalis, se sabe que la

11



conformacion de la pared es similar en cuanto a la composicion de azlcares, pero
diferente en al arreglo de la pared con respecto a C. albicans (Kobayashi et al;
1994), por lo que la estimulacion de las células de la inmunidad innata podria ser
diferente a la de C. albicans y cambiar el perfil de interleucinas secretadas por las
células del sistema inmune innato, tal es el caso de las células mononucleares de
sangre periférica. Se sabe que cadenas largas de al,3-manosas y pBl1,2-
oligomanosas anclados a los grupos fosfato son los componentes comunes en C.
albicans y Candida stellatoidea, sin embargo, en al menos dos cepas de C.
tropicalis previamente estudiadas, no hay al,3—oligomanosidos (Kobayashi et al ,
1994) lo que podria contribuir al cambio de patrones de reconocimiento por parte

del sistema inmune innato.

También se conoce que el receptor TLR4 puede reconocer a las O-mananas y el
receptor MR reconoce a las N-mananas de C. albicans, mientras que la galectina
3 reconoce a sus fosfomananas. (Netea et al.; 2008). Se sabe que mutantes de C.
albicans con N-mananas truncas tienen virulencia atenuada, hay cambios en su
morfologia colonial y celular, asi como afectacion en su crecimiento (Bates et al.,
2006). Por todo esto, es importante estudiar la glicosilacién de proteinas en C.
tropicalis con el fin de entender mejor cémo interaccionan estas macromoléculas
con el sistema inmune del huésped y poder establecer como influyen en su

patogenicidad.
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Las rutas de N-y O-glicoosilacion

La N-manosilacion de proteinas ha sido caracterizada en Saccharomyces
cerevisiae; y se ha demostrado que las rutas involucradas en su biogénesis estan
conservadas en C. albicans (Mora-Montes et al; 2010). Con lo que respecta a C.
tropicalis, las cepas IFO 0199 e IFO 1647, parecen tener manosilacién similar a C.
albicans serotipo A y C. stellatoidea tipo Il, con la diferencia de que C. tropicalis
carece de cadenas laterales tipo oligomanosil al,3- .( Kobayashi ., 1994). (Fig.2).

La ruta comienza en el reticulo endoplasmico (RE), donde un precursor
GlcsMangGIcNAc2 (G3M9) se transfiere de un donador dolicol-pirofosfato (Dol-PP)
a un residuo de asparagina situada dentro de la secuencia consenso Asn-X-
Ser/Thr de la proteina a ser manosilada mediante un enlace amido, donde
interviene el complejo enziméatico oligosacaril transferasa (Herscovics et al., 1993).
Este precursor esta presente en levaduras, hongos, invertebrados y vertebrados,
lo que remarca la importancia de la ruta de glicosilacion en los eucariotes (Kelleher
et al; 2007, Schwarz et al; 2011). Una vez que se ha formado dicho precursor,
cada especie sigue rutas de modificacidbn con diversos azucares que pueden
variar de una especie a otra. En humanos, por ejemplo, se sabe que este
precursor sufre de diversas modificaciones por glicosilhidrolasas y transferasas
gue adicionan diversos azucares como fucosas, galactosas u otros residuos como
acido sialico y SOs'. (Wang et al; 2005). En C. albicans se conoce que el precursor

G3M9 es modificado por glicosilhidrolasas: en primer lugar, el residuo externo de
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glucosa es removido por la accion de la a-glucosidasa I, mientras que la a-
glucosidasa Il elimina los dos residuos restantes de glucosa, y finalmente se
procesa un residuo de manosa por la accion de una al,2-manosidasa para
generar un oligosacarido MansGIcNAcz, al cual se le conoce como nucleo (Jigami
y Odani.,1999). Posteriormente, las glicoproteinas son transportadas al aparato de
Golgi donde el proceso de glicosilacion continta adicionando mas residuos de
manosa al ndcelo conformando N-glicanas ricas en manosa. (Jigami y Odani.,

1999).

Existen diferencias importantes en la estructura de las glicanas entre S. cerevisiae
y C. albicans. Por ejemplo, se sabe que en ésta ultima las N-mananas son de
mayor peso molecular, tiene un contenido mayor de manosa y contienen residuos
de B1,2- manosa tanto en la fraccion acido labil (fosfomananas) y acido estable

(Cambi et al; 2008, Mora-Montes et al., 2010 Shibata et al; 1992).

Por otro lado, la O-manosilacion es llevada de manera similar, pero las proteinas
que sufren esta modificacién tienen como secuencia consenso Ser/Thr, donde se
incorpora una a-manosa mediante un enlace éter gracias a la accién de las
enzimas manosiltransferasas del RE. Posteriormente, la cadena es extendida
hasta un maximo de 5 residuos de a1,2-manosas por dos miembros de la familia
KRE2/MNT1 de manosiltransferasas del aparato de Golgi: Mntl y Mnt2.(Munro et
al., 2005, Diaz-Jiménez et al., 2012). Existe una diferencia entre las O-mananas

de S. cerevisiae y las de C. albicans, ya que en éstas ultimas no hay residuos de
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a1,3-manosa y su cadena es corta, alcanzando un maximo de 5 residuos

(Herscovics et al., 1993).

El alargamiento de las glicanas en el aparato de Golgi es llevado a cabo por
glicosil transferasas codificadas por familias de genes que pueden tener un
namero variable de miembros entre las especies de hongos analizadas. (Butler et

al., 2009).

En los genomas de especies no albicans del género Candida, genes homologos a
las manosiltransferasas previamente estudiadas en S. cerevisiae y C. albicans han
sido identificados mediante analisis in silico tipo BLAST, por ejemplo el gen
ortélogo de OCHL1 de C. parapsilosis, previamente descrito en C. albicans (Bates
et al, 2006), el cual se caracterizd y demostré su papel en el reconocimiento del
hongo por parte del sistema inmune innato (Pérez Garcia, 2016). El estudio y
caracterizacion de genes involucrados en las rutas de glicosilacion de C. tropicalis
aportaria informacién importante al conocimiento sobre la forma en que las ENA

interacttan con el hospedero.
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Fig. 2 Estructura de las N-mananas y O-mananas en S. cerevisiae (A) , C.

albicans (B) y C. tropicalis (C). (Modificado de Hidemitsu et tal ; 1993).
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Funcién del gen OCH1

En levaduras, la cadena externa de N-manosas comienza por la accion de una
al,6-manosiltransferasa Ochl, la cual ha sido caracterizada en S. cerevisiae,
donde se sabe que comienza la extension del nucleo preformado en el RE,
agregando un residuo de a1,6-manosa (Fig 2). En C. albicans, la pérdida de
CaOCHAL1 resulté en termosensibilidad a 42°C y agregacion celular (Bates et al.,
2006). La sintesis de la cadena externa de las N-mananas resulté estar ausente,
lo cual se demostré por la ausencia del esqueleto de N—polimanosas (Bates et al.,
2006). Esta mutante resulté ser sensible a diferentes agentes que afectan la pared
celular y presenté virulencia atenuada en un modelo murino de infeccién
sistémica. (Bates et al., 2006). Sin embargo, un dato interesante es que en un
ensayo de virulencia en un modelo murino, la carga de patdgeno tisular es similar
a los de la cepa silvestre, lo que sugiere que la interaccién hospedero-patégeno
fue alterada de tal forma que altos niveles de la mutante CaochlA eran tolerados.
(Bates et al., 2006). Existe un probable gen homodlogo en el genoma de
C. tropicalis que podria dar informacién sobre su contribucién en la interaccion con
el sistema inmune del hospedero, y como afecta la ausencia de la cadena externa

de las N-glicanas en el patrén de reconocimiento hospedero-C. tropicalis.
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Fosfomananas

Las fosfomananas son residuos de manosa unidos a mananas mediante un enlace
fosfodiéster y se encuentran en un nimero muy limitado de especies flangicas,
incluyendo S. cerevisiae, Yarrowia lypolytica (Jeong et al., 2011) y algunas
especies de Candida como C. albicans y C. tropicalis (Hidemitsu et al.,1993). La
presencia de fosfomananas le confiere una carga negativa a la pared celular, lo
que podria influir en sus propiedades de adhesion al tejido del hospedero.
Ademas, se demostro que las fosfomananas sirven para una adecuada fagocitosis
por parte de los macréfagos (McKenzie et al., 2010). La fosfomanosilacién parece
ser exclusiva de hongos, pero también hay fosfatos en oligosacéridos de
mamiferos, aunque se limita a enzimas dirigidas a los lisosomas (Odani et al.,

1999).

La funcion de las fosfomananas no es clara hasta el momento; sin embargo,
podrian funcionar como respuesta al estrés celular ya que la fosfomanosilacion es
inducida bajo ciertas circunstancias de estrés; ademas, los grupos fosfato
confieren a la pared celular una carga negativa, haciéndola mas hidrofilica y
formando una concha de hidratacibn que protegeria a las células de

deshidratacion o bien de estrés por exceso de sales (Odani et al., 1999).

En S. cerevisiae se han descrito dos genes cuyos productos génicos estan
involucrados en la ruta biosintética de fosfomananas. El producto génico de
MNNG6/KTR6 tiene una gran similitud con Kre2/Mnt1, la cual es una a1,2-

manosiltransferasa involucrada en la O-manosilacion, localizada en aparato de
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Golgi (Odani et al; 1996, Odani et al., 1999). La mutante mnn6A de S. cerevisiae
exhibié un crecimiento normal, pero presenté una disminucion en la retencion del
colorante catidnico azul alciano, hipersensibilidad al blanco de calcoflior y a
higromicina B, asi como una disminuida actividad de fosfomanosiltransferasa
hacia los aceptores MansGIcNAc2-PA y MansGIcNAcz-PA in vitro (Odani et al.,
1999). La sobreexpresion de MNN6 en S. cerevisiae no aumento los niveles de
fosfomanosilacibn mas alla de los niveles presentes en cepas silvestres, indicando

que esta enzima no es el factor limitante de la ruta (Odani et al., 1999).

El otro componente de esta ruta biosintética es el gen MNN4, el cual codifica para
una proteina homologa a la proteina YjrO61 de S. cerevisiae que es a su vez se
predice que sea una serina/treonina cinasa y por lo tanto Mnn4 podria regular la
transferencia de manosil-fosfato mediante fosforilacion o desfosforilacion de las
fosfomanosiltransferasas (Odani et al., 1999). La mutante mnn4A-mnn6A que fue
transformada con un pladsmido que contiene varias copias del gen MNN4 y
solamente una copia de MNN6 presentd un aumento en la retencién del colorante
azul alciano, pero no hubo aumento en una cepa transformada con un plasmido
con multiples copias de MNNG6 y solo una copia de MNN4, lo que indica que
Mnn4p es el factor limitante de la fosfomanosilacion y cuya funcién es activar a la
fosfomanosiltransferasa Mnn6 (Odani et al., 1997). Debido a que MNN4 es
indispensable para que haya fosfomanosilacion de la pared celular de S.
cerevisiae y C. albicans (Jigami et al; 1997), se ha sugerido que podria tratarse de

un factor de transcripcion. Sin embargo, en S. cerevisiae no se encontro localizado
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en ndcleo, mas bien dentro del aparato de Golgi (Jigami et al; 1997). Ademas, no
se encontr6 mediante andlisis bioinformatico ninguna secuencia consenso de
localizacion nuclear. Su topologia predicha es de una proteina de membrana tipo I
con una region transmembranal cerca del extremo amino terminal (Odani et al.,
1999). Tiene un dominio muy conservado de la superfamilia LicD del cual no se
conoce mucho en hongos, pero se sabe que esta involucrado en el metabolismo
de fosforil colina. En procariotes, mutantes en LicD2 tienen una capacidad
reducida para recapturar colina, menos adherencia al tejido del huésped y menos
virulencia (Zhang et al., 1999) (http://pfam.sanger.ac.uk/family/LicD). Por otro lado,
se conoce que MNN4 es un gen de estrés ya que tiene un elemento tipo STRE rio
arriba de su codoén de inicio y la transcripcion es similar a los genes de estrés, esto
es, baja transcripcion al inicio de la fase logaritmica y aumento al final de la misma
y durante la fase estacionaria; sin embargo, en alta osmolaridad que es una
condicion de estrés, la transcripcion es alta desde el inicio de la fase logaritmica,

lo que corrobora que podria ser un gen de respuesta a estrés (Odani et al., 1999).

Fosfomanosilaciéon en C. albicans

La pared de C. albicans, al igual que la de S. cerevisiae, tiene fosfomananas que
se unen a la ramificacion lateral de a1,2-manosas (Fig. 4). Existen diferencias
estructurales de las fosfomananas entre ambos organismos ya que en C. albicans,
la a-fosfato-manosa se encuentra modificada mediante adicion de 8 1,2-manosas,

los cuales estan ausentes en S. cerevisiae (Jouault et al, 2006) (Fig.4). Como ya
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se describié anteriormente, en S. cerevisiae hay dos genes involucrados en la ruta
biosintética: MNN4 y MNNG6, cuyos productos génicos, Mnn4p y Mnn6p actdan
como regulador positivo y fosfomanosiltransferasa, respectivamente. En C.
albicans se sabe que existe el mismo regulador positivo MNN4, ya que al obtener
la mutante nula mnn4A se abatié por completo la sintesis de fosfomananas y con
ello los residuos de B1,2-manosas de la fraccién acido labil. La mutante nula
mnn4A no mostro virulencia atenuada, pero si una fagocitosis menor por parte de
los macroéfagos de ratén, lo que sugiere que el sistema inmune puede reconocer a
las fosfomananas (McKenzie et al.,, 2010). A diferencia de S. cerevisiae, en C.
albicans hay mas de una fosfomanosiltransferasa y hasta el momento se han
encontrado dos de ellas: MNT3 y MNT5, las cuales son responsables del 50% de
la fosfomanosilacion (Mora Montes et al., 2010). La mutante nula a estas dos
fosfomanosiltransferasas, mnt3A-mnt5A, presenté un mayor contenido de quitina e
indujo una produccion menor de citocinas por parte de los monocitos humanos
periféricos; sin embargo, este efecto se debié al aumento de quitina en la pared
de dicha mutante, lo que probablemente llevé al enmascaramiento de otros
componentes de la pared. En esta mutante también se observdé una mayor
produccion de citocinas dependiente de dectina-1 por parte del hospedero, ya que
debido al rearreglo de la pared celular debida a la ausencia de las fosfomananas,
las B-glucanas quedaron mas expuestas a la superficie siendo mas facilmente
reconocidas por células el sistema inmune innato del hospedero (Mora-Montes et

al., 2010).
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Gen OCH1 de C. tropicalis

Dentro del genoma de C. tropicalis secuenciado por el Broad Institute, se encontré
mediante un BLAST, un gen probable que codifica para una proteina hipotética
con similitud a Ochl. El marco de lectura abierto consta de 1131 nucledtidos, no
tiene intrones y codifica para una proteina de 376 aminoacidos, un tamafio muy
similar a la proteina Ochl de C. albicans de 385

aminoécidos.(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/13675).

En un andlisis tipo BLAST se encontr6 un dominio DXD caracteristico de las
familias de glicosil transferasas encargadas de adicionar azlUcares a otros
azucares, fosfatos y proteinas. Las glicosil transfersas con secuencias DXD
utilizan cationes divalentes como Mn?* como cofactores y utilizan azlcares-
nucledtido difosfato como donadores. Mediante un alineamiento de las secuencias
aminoacidicas de Ochl de C. albicans y C. tropicalis, se encontr6 una identidad y
similitud de 72 % y 84 %, respectivamente, por lo que muy probablemente este
gen sea el responsable del comienzo del esqueleto de alfa-1,6-polimanosa
observado en C. albicans y, que se sabe mediante andlisis de la pared, que esta

presente también en C. tropicalis (Hidemitsu, 1993).
Gen MNN4 de C.tropicalis

En C. tropicalis se encontr6 mediante un andlisis bioinformatico, un gen que

contiene 2841 nucledtidos, 40 nucle6tidos menos que Mnn4 de C. albicans, y
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tampoco tiene intrones, Dicho gen codifica para una proteina hipotética de 947
aminoacidos y no hay dominios conocidos, salvo un dominio LicD también
presente en CaMNN4, el cual hasta la fecha permanece desconocida su funcién.
Mediante un analisis de alineamiento tipo BLAST entre las secuencias
aminoacidicas de Mnn4 de C. albicans y C. tropicalis se observo una identidad y
similitud del 64 y 81 %, respectivamente, por lo que es muy probable que este gen
de C. tropicalis tenga la misma funcién que su ortélogo en C. albicans. El estudio
de su funcion por lo tanto puede arrojar informacion valiosa sobre su funcién

implicada en la ruta de fosfomanosilacion en C. tropicalis.

Gen PMR1

En S. cerevisiae el gen PMR1 codifica para una bomba de iones Ca?*/Mn?*
ubicada en el aparato de Golgi y su funcion principal es proporcionar a este
organelo los iones calcio y manganeso necesarios para llevar a cabo el proceso de
glicosilacién de proteinas (Bates et al., 2005). Por lo tanto, el producto del gen
PMR1 es un transportador de cationes divalentes, los cuales funcionan como
cofactores esenciales para las manosiltransferasas necesarias para llevar a cabo

la sintesis de N- y O-glicanas en el aparato de Golgi (Bates et al., 2005).

Secuencias con alta similitud a la de Pmrl han sido clasificados como Ca?*-
ATPasas de la ruta secretora, y son distintas de las Ca?*-ATPasas del RE y las

Ca?*-ATPasas de la membrana plasmatica (Bates et al., 2005). Las Ca?*-ATPasas
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de la ruta secretora estan identificadas en una amplia gama de hongos y células

animales (Bates et al., 2005).

Se ha reportado que en C. albicans la interrupcion del gen PMR1 resulta en una
gama de fenotipos que incluye un defecto global en la glicosilacion de la pared
celular, atenuacion en la virulencia, defectos en el reconocimiento por parte del

sistema inmune y en la elaboracion de la pared celular (Bates et al., 2005).

Gen PMRL1 en C. tropicalis

Dentro del grupo de trabajo se realiz6 un analisis in silico de un posible ortélogo
PMR1 en C. tropicalis, al compararlo con la secuencia de PMR1 de C. albicans.
Dicho andlisis arroj6 una similitud del 81% entre los dos marcos de lectura
abiertos, lo que permitié predecir una posible ortologia entre los dos genes. El
marco de lectura abierto PMR1 de C. tropicalis fue subclonado en el vector pACT
1 (Barelle et al; 2004) y se gener6 una complementante Capmr1A + CtPMR1, en
la cual se suprimieron los defectos asociados a la mutante, como agregados
celulares, sensibilidad a perturbadores de pared y los niveles de retencién del
colorante azul alciano fueron restaurados. Esto demostr6 que CtPMR1 es el

ortélogo de CaPMR1 (Tesis de Licenciatura de Elizabeth Tovar Zarate ; 2015)
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Justificacion

Las infecciones causadas por hongos del género Candida representan una de las
principales causas de micosis sistémica en el mundo. Las rutas de glicosilacion de
proteinas han sido ampliamente estudiadas en C. albicans; sin embargo, existen
otras especies del género Candida que parecen tener patrones diferentes de
virulencia y diferencias estructurales en su pared celular, por lo que entender las
diferencias estructurales y patrones en el reconocimiento por el sistema inmune

innato nos daré informacion muy valiosa sobre su patogenicidad y virulencia.

Es por esto que la caracterizacion funcional de los genes OCH1, MNN4 y PMR1,
involucrados en la ruta biosintética de glicanas, nos dara informacién importante

sobre la interaccion del hospedero con C. tropicalis.
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Objetivos

Objetivo general

Estudiar la contribucion de la glicosilacion de proteinas en el reconocimiento
inmune innato de C. tropicalis.

Objetivos especificos

» Caracterizar funcionalmente los genes OCH1l, MNN4 y PMR1 de C.
tropicalis.

* Interrumpir los genes OCH1, MNN4 y PMR1 de C. tropicalis y analizar el
fenotipo de las mutantes.

« Interaccionar las mutantes nulas con células mononucleares de sangre
periférica humana.
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Materiales y métodos

Organismos y condiciones de cultivo

La cepa de C. tropicalis y C. albicans utilizadas y generadas en este trabajo se
encuentran en la tabla 1. Los organismos levaduriformes se crecieron a 30°C en
medio YPD [1% (p/v) de extracto de levadura, 2% (p/v) de peptona bacterioldgica,
2% (p/v) de glucosa], medio SC [0.67% (p/v) de bases nitrogenada para levadura
con sulfato de amonio sin aminoacidos, 2% (p/v) de glucosa, 0.077% (p/v) de
mezcla de suplemento total sin uracilo, MP Biomedicals®], suplementado con 50
pug/mL de uridina cuando se requirié o bien medio Sabouraud [1%(w/v) peptona
micoldgica ,4%(w/v) glucosa]. Para preparar medio sdlido se incluyé 2%(w/v) de
agar. Escherichia coli, usada para mantenimiento de los vectores, se crecié en
medio LB [peptona (1%), extracto de levadura (0.5%), cloruro de sodio (1%), pH 7]

a 37°C.
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Tabla 1. Tabla de cepas utilizadas en este trabajo.

Cepa Genotipo Organismo | Fuente
CAl-4 Como SC5314, pero C. albicans Fonzi, W. A.,
ura3A::imm434/ura3A::iimm4 i
and Irwin, 1993
34
CDH7 Como CAIl4 pero C. albicans Hobson et al.,
mnn4 A ::hisG/mnn4 A ::hisG 2004
NGY152 ura3A::imm434/ura3A::imm4 | C. albicans Brand et al.,
34, RPS1/rps1A::Cip10 2004
CDH15 Como CDH7 pero | C. albicans Hobson et al.,
RPS1/rps1::Clpl0 2004
CDH7 -pACT1- Como CDH7 pero | C. albicans Este estudio
CtMNN4 RPS1::pACT1-CtMNN4
CDH7 -pACT1- Como CDH7 pero | C. albicans Este estudio
CtOCH1 RPS10::pACT1-CtOCH1
CDH7 -pACT1- Como CDH7 pero | C. albicans Teisis de
CtPMR1 RPS10::pACT1-CtPMr1 Licenciatura de
Elizabeth Tovar
Zéarate
MYA-3404™ Aislado clinico, cepa tipo C. tropicalis Joly S et al
1996
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Ct mnn4A/MNN4A Como MYA-3404™  pero . tropicalis Este estudio
MNN4/mnn4A ::Satl

Ct mnn4A/mnn4A Como MYA-3404™  pero . tropicalis Este estudio
mnn44 /mnn4A ::Satl

Ct mnn4A/mnn4A Como MYA-3404™  pero, . tropicalis Este estudio
mnn4A/mnn4A

Ct mnn4A/mnn4A — | Como MYA-3404™ pero , . tropicalis Este estudio

CtMNN4 mnn4A/mnn4A::CtMNN4::SA
T1

Ct och1A/OCH1A Como MYA-3404™ pero, . tropicalis Este estudio
och1A::SAT1 /OCH1A

Ct och1A/och1A Como MYA-3404™ pero, . tropicalis Este estudio
och1A/och1A::SAT1

Ct och1A/och1A Como MYA-3404™ pero , . tropicalis Este estudio
och1A/och1A::satl

Ctoch1A/och1A — | Como MYA-3404™ pero , . tropicalis Este estudio

CtOCH1 och1A/och1A::CtOCH1::SAT
1

Ct pmr1A/PMR1A Como MYA-3404™  pero, . tropicalis Este estudio
PMR1/pmr1A::SAT1

Ct pmr1A/pmri1A Como MYA-3404™  pero . tropicalis Este estudio

pmr1A/pmr1A::SAT1
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Ct pmr1A/pmriA Como MYA-3404™  pero | C. tropicalis Este estudio
pmri1A/pmriA::sat1
Ct pmriA/pmr1A - | Como MYA-3404™ pero , | C. tropicalis Este estudio
CtPMR1 pmr1A/pmr1A::CtPMR1::SAT
1
DH5a F-®80lacZAM15 A(lacZYA- | E. coli Invitrogen
argF)u169 recAl endAl hsd
R17 (rK—,mK+) phoA supE44
A— thi-1 gyrA96 relAl
RAW 264.7 Linea celular de Mus musculus | Raschke, W. C

(ATCC® TIB71 ™)

monocitos/macrofagos

etal ; 1978.

Tabla 2. Lista de oligonucleétido iniciadores utilizados en este trabajo.

Nombre Secuencia ( sentido 5’a 3’)

orfMNN4tR-F ATGGCTTCGATAATACAAGTA

orfMNN4t-R CTATTCTATATGCAAACGGTAAA

orfOCH1R-F ATGCGTCTGAAGGATATCA

orfOCH1tR-F TTAATCTTCCATTTCTGGCAT

orfPMR1R-F AAGCTTATGAGTGATAACCCTTATGAACTA

orfPMR1R-R GCTAGCTTATACTCCATATGTATAATTATTAGTATAAATAGT

OCH1R-F mutagénesis sitio diriga

CCTGATGTTTCAAGGCTTATAAAATTATGCCAAAATC

OCH1tR-R mutagénesis sitio diriga

GGCATAATTTTATAAGCTTTGAAACATCAGGAATTTC

5’IntUpstreamMNN4

GGGCCCTGCTCTTCCTCATTATCACCA

3’IntUpstreamMNN4

CTCGAGATTCTGGTTGGGTAATGGGT

5’IntUpstreamOCHA1

GGGCCCACACAACCGTCTCTATCAGG

3'ntUpstreamOCH1

CTCGAGTGTTAACTTCTGAATTGGTCTATGA

5’IntUpstreamPMR1

GGGCCCAGTTGATTGAAAAATTTTGGCCAGG
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3’IntUpstreamPMR1

CTCGAG AGGGAGTCTGTTGAAGGAGTG

5’'IntDowntreamMNN4

GCGGCCGCCATGGTTCGTTGTTATCTTGG

3’'IntDowntreamMNN4

GAGCTCGGGCACTAAATCTTGATGGA

5’IntDowntreamOCH1

GCGGCCGCTCTAATGTTCACAATTAAAACTTGTATT

3’'ntDowntreamOCH1

GAGCTCGATTTGTTAATTAAAGAAGATGGTGT

5’'IntDowntreamPMR1

GCGGCCGCACTTCCAGAAGTGTGGTATGTGT

3’'IntDowntreamPMR1

GAGCTCACTACGCATACCTTCCAACCA

5'ScreenUpstMNN4

ATGCAACCTGCATTCGGTAT

3’'ScreenUpstMNN4

AACCAGATTTCCAGATTTCCAGA

5'ScreeDownsMNN4 GGCTATACAGATTTCCCGGCTC
3'ScreenDownsMNN4 GCTGTAGCAGTTAAACCATCACG
5'ScreenUpssOCH1 ACAAACCCAGAATGTCGAAGC

3’'ScreenUpstOCH1

TTGCTTGAAGAATTGCCGGTC

5’ScreeDownsOCH1 AGCCACCCAAGGCATTTCTA
3'ScreenDownsOCH1 AGTCTCCATTGGTGGTGTTGG
5'ScreenUpstPMR1 TTGAGCGCGACTGACAGAAT
3’'ScreenUpstPMr1 CCCCCACTCCCCAATCTTTG

5'ScreenDownsPMR1

ATTGATCTGTCGGCAGTGGTT

3'ScreenDownsPMr1

AGAGGGTTAAGATTTGGTGTTGGT

5'ReintMNN4Upst

GGGCCCAAGGTGTGAGTGAGTGAGTGT

3’'ReintMNN4Upst

CTCGAGCAGAACAAGAACTAGTCGGTGC

5'ReintMNN4Downst

GCGGCCGCCTTGGTGGCATTTTGTTGTTGA

3’'ReintMNN4Downt

GAGCTCTGGATCCGGTAAAGTTTCTGAATTT

5’'ReintOCH1Upst

GGGCCCGGTAATGCTTCACCATCATCAACT

3’'ReintOCH1Upst

CTCGAGATCCACGGAAAGAACCGCAA

5'ReintOCH1Downst

GCGGCCGCCCTGGAGGCAAGTGCTTTTCA

3’'ReintOCH1Downts

GAGCTCACGGATTTGTATTTGTCAAGAGCCA

5'ReintPMR1Upst

GGGCCCCCAATGTTATTACGTCCTGGTGG

3’'ReintPMR11Upst

CTCGAGGAGGGAGAAAAGGGGAGGATAC

5'ReintPMR1Downst

GCGGCCGCATTGCTTCATTTGGAGGTGTTG

3’'ReintPMR1Downts

GAGCTCCTACGCATACCTTCCAACCA

5’'ScreenReintMNN4Up

TTACCACCAGCAGTGACCAAA

3'ScreenReintMNN4Up

ATGGGGTACCAATCATCAACTTACA
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5'ScreenReintMNN4Downst GCTCTATGAACACAATCACGACA

3'ScreenReintMNN4Downt TCTCCAAACGGATTTGTATTTGTCA

Extraccion de ADN gendmico

Células levaduriformes crecidas por toda la noche en medio YPD se centrifugaron
a 1700 x g durante 5 min, se decant6 el sobrenadante, se agregaron 400 uL de
agua estéril, un volumen similar de perlas de vidrio de 0.45-0.6 mm (Sigma-
Aldrich®) y se agitaron en vortex por periodos interrumpidos de 30s seguidos de
30s de reposo en hielo para evitar sobrecalentamiento de la mezcla, hasta
completar un total de 10 min de ruptura. Posteriormente se agregaron 200 pL de
TENS (Tris-HCI 10 mM, pH 7.5, EDTA 1 mM, NaOH 0.1 N, SDS 0.5%) y se repitio
la operacién anterior por 2 min. Enseguida se centrifugaron los tubos por 2 min,
recuperando el sobrenadante al cual se agreg6 un volumen de una mezcla 1:1 de
fenol-cloroformo y se agité en vortex por 1 min. Enseguida se centrifug6 la mezcla
por 15 min a 12 000 x g, se tomo la fase superior, se agregaron 900 pL de etanol
absoluto para precipitar el ADN y se dej6 reposar 2 h a una temperatura de -20 °C.
Enseguida se centrifugd el ADN por 15 min y se lavo la pastilla dos veces con 500
uL de etanol al 70% (v/v) frio, centrifugando por 2 min a 12 000 x g.
Posteriormente se dejé secar la pastilla y se resuspendié el ADN en 40 uL de
regulador TE (Tris-HCI 10mM, EDTA 1mM, pH 8.0).(Blin y Stafford, 1976) o bien
agua estéril.
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Extraccion de ADN plasmidico

Para obtener ADN plasmidico de las transformantes con la construcciones
realizadas en el vector de clonacion pCR™2.1-TOPO®, el vector integrativo pACT
y del vector pSFS2 para generar las mutantes, las clonas positivas se crecieron
en medio LB con ampicilina en tubos cénicos toda la noche, al dia siguiente, los
cultivos se centrifugaron a 1700 x g por 10 min, se decantd el sobrenadante y se
suspendio la pastilla en el sobrenadante restante, enseguida se paso a un tubo de
1 mL y se agregaron 350 pL de regulador TENS (Tris-HCI 10 mM, pH 7.5, EDTA 1
mM, NaOH 0.1 N, SDS 0.5%), agitando por inversion de 4-6 veces y con una
ligera agitacion de vortice. Enseguida se agregaron 150 uL de acetato de sodio 3
M, pH 5.2 y se mezclé por inversion. Se centrifugé la mezcla a 12 000 x g por 10
min a 4 °C. Enseguida se paso el sobrenadante a otro tubo de 1 mL y se agrego
un volumen de una solucién 1:1 (v/v) de fenol-cloroformo, agitando con vortex
constantemente por 1 min, para posteriormente centrifugar por 15 min a 12 000 x
g. Después de este proceso, se formaron 3 fases de las cuales se tomd la
superior, correspondiente a la fase acuosa donde estad el ADN y se cambi6 a un
tubo de 1 mL. Se agregaron 900 pL de etanol absoluto para precipitar al ADN y se
dej6é reposar de 30 min a 2 h a una temperatura de -20 °C. Enseguida se
centrifugd el ADN por 15 min y se lavo la pastilla dos veces con 500 pL de etanol
al 70% (v/v) frio, centrifugando por 2 min a 12 000 x g. Posteriormente se dejo
secar la pastilla y se resuspendio en 40 uL de regulador TE o agua estéril.
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Reacciones de ligacion

Se prepar6 una mezcla de reaccion que contenia 500 ng del vector pACT1
(Barelle et al; 2014) purificado y linearizado con Hind 1ll y Nhe I, 4.5 pg del
fragmento orf.CtOCH1 o bien orf.CtMNN4. Para las subclonaciones en pSFS2
(Reuss et al; 2004), este plasmido se corto con las enzimas correspondientes y se
utilizé 500 ng de fragmento y 4.5 ug de los fragmentos upMNN4 o upOCHL1.,
regulador de reaccién [50 mM Tris-HCI, pH 7.6,10 mM de MgClz, 1 mM DTT, 1 mM
ATP, 5% (v/v) polietilenglicol -8000], 2 (U) de T4 ligasa y se llevé a un volumen

final de 20 pL con agua desionizada. Se incub6 a 16 °C por 15 horas.

Tincion celular con el colorante azul Alciano

Una suspension celular de 1.4 x 107 cel/mL en fase de crecimiento exponencial se
resuspendié en 1 mL de colorante azul Alciano (30 pg/mL en HCI 0.02 N, pH 3.0),
se incubo a temperatura ambiente por 10 min para después centrifugar a 12 000 x
g; de esta mezcla se recuperé el sobrenadante al cual se determind la
absorbencia a una longitud de onda de 620 nm. La concentracién del colorante
unido se determiné a partir de una curva de calibracién, cuantificando la cantidad
de azul alciano no unido (sobrenadante). Debido a que la solucion tiene una
concentracion de 30 pg/ml, a partir de los datos obtenidos se determiné la

cantidad de colorante unido a las células.
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Generacion de la construccion pACT-CtMNN4

El marco de lectura abierto de MNN4 de C. tropicalis fue obtenido del Broad
Institute a partir de la cepa secuenciada MYA-3404

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/255729199?report=genbank&log$=nuclalig

n&blast rank=1&RID=THTW4ERX015) mediante PCR utilizando los iniciadores

orfMNN4tR-F y orfMNN4t-R (ver Tabla 2) y ADN gendmico de la cepa de C.
tropicalis. La mezcla de amplificacion contenia: 1x del regulador pfx (invitrogen®),
1 mM de MgSOs4, 0.2 mM de dNTPs, 0.5 (U) de polimerasa Pfx (invitrogen®), 0.5
pg de ADN gendmico de C. tropicalis, 0.15 nmoles de orf MNN4tR-F y 0.12 nmoles
de orfMNN4t-R. El amplicon se clond en el vector pCR™2.1-TOPO® (Invitrogen) y
para ello, primero se adenilaron los extremos 3’ del fragmento amplificado
utilizando las condiciones siguientes: regulador de reaccion (20 mM Tris pH 8.4,
50 mM KCI), 5 mM de MgClz, 0.2 mM dNTPs, 2 U de Taq Polimerasa
(invitrogen®), 21 pug de orfMNN4 y se llevé a un final de 25 pL. La mezcla se
incubé por 20 min a 72 °C. Posteriormente, se ligd al vector siguiendo las
instrucciones del proveedor, la mezcla se agregd a un vial de células
guimicamente competentes de E. coli DH5a, se mezclé suavemente con la punta
de una pipeta, se incubd 30 min en hielo, luego las células se pasaron a 42 °C por
30 seg sin agitacion, se colocd en hielo y se afadieron 250 uL de medio LB sin
antibiotico. Se incubd a 37°C y 140 rpm por 1 h, sembrando alicuotas de esta
mezcla sobre placas con medio LB conteniendo 50 pg/mL de ampicilina y 40

mg/mL de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranésido (X-gal). Las cajas se
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incubaron a 37°C por 24 h y las colonias blancas presuntamente positivas se
sometieron a escrutinio para confirmar que tenian la construccion pCR™2.1-
TOPO®-MNNA4t, amplificando el fragmento orf. MNN4. Finalmente, el gen MNN4
de la construccion pCR™2.1 TOPO®-MNNN4 se subclond en los sitios Hind Il 'y
Nhe | del vector pACT1 (Berelle et al; 2004), generdndose la construccion pACT1-

orfMNNA4t.

Mutagénesis sitio dirigida para la generacién del orf. CtOCH1

Para llevar a cabo esta estrategia, se clon6 el orf. Ochit

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/255726061?report=genbank&log$=nuclalig

n&blast rank=1&RID=THTRC9E1014 ) en pCR™2.1-TOPO® de manera habitual,

utilizando los iniciadores orfOCH1R-F y orfOCH1R-F. El codon AAA localizado en
la posicion 450-453 del marco de lectura abierto que contiene la secuencia
reconocida por Hind Il fue cambiado por el codon AAG que es traducido a una
LYS al igual que el codén AAA. Esto se logré utilizando dos iniciadores OCH1R-F
mutagénesis sitio dirigida y OCH1R-R mutagénesis sitio dirigida, de 36 y 37 pb
respectivamente, uno directo y otro reverso, con la mutaciébn puntual
correspondiente que alinean en el codon AAA nativo. De esta forma, cada
iniciador amplificé la construccion completa en una direccion y el reverso en la
direccion contraria, generando una construccion con la mutacion puntual deseada.

Este ADN de doble cadena abierto, posteriormente se utilizdo para transformar
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células de E. coli quimio competentes preparadas con cloruro de rubidio, capaces
de ligar la construccion. Las clonas fueron seleccionadas en medio con ampicilina

de manera habitual (Ver arriba).

Transformacion de C. albicans por técnica del acetato de litio

Se preparo un preinéculo del organismo, creciéndolo en 25 mL de YPD con uridina
en un matraz Erlenmeyer de 125 mL durante toda una noche a 28°C y 200 rpm. A
la mafiana siguiente se tomaron 1600 pL del prein6culo y se inocularon en 100 mL
en un matraz de 250 mL de medio YPD. Este Ultimo matraz se dejé por 5 h a 28°C
y 200 rpm. Posteriormente, las células del cultivo se recuperaron en tubos conicos
estériles por centrifugacién por 5 minutos a 1700 x g. Se desecho el sobrenadante
y la pastilla se lavé con 20 mL de agua destilada estéril. Enseguida se centrifugd
por 5 min a 1700 x g y deseché el sobrenadante; se agregé 1 mL de acetato de
litio (100 mM) y se transfirid la mezcla a un tubo Eppendorff. Se centrifugd a 16
000 x g durante 5 minutos y se descartdé el sobrenadante. La pastilla se
resuspendié en 600 pL de acetato de litio 100 mM. De esta mezcla se tomaron
100 pL y se transfirieron a un tubo Eppendorff, centrifugando a 16 000 x g por 2
min, se decantd el sobrenadante y se agregaron 240 uL de polietilenglicol 4000
(50% en acetato de sodio 100 mM), 36 pL de acetato de litio 1 M, 10 pL de ADN
acarreador desnaturalizado de esperma de salmén (Promega®), 75 uL de la
construccion pACT1-MNN4t. Se incubé por 40 min a 30°C y posteriormente 20 min

a 42°C. La mezcla se centrifugdb a 12 000 x g por 2 min, se decanto el
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sobrenadante y se agregaron 600 pL de agua estéril. Las células transformadas se
resuspendieron, se tomaron alicuotas de 200 pL para esparcirlas sobre una placa
de medio SC sin uridina. Las placas se incubaron a 28°C apareciendo colonias a

los 3-5 dias.

Transformacion de C. tropicalis por electroporacién:

Se prepar6 un preindculo de la cepa de C. tropicalis, creciéndola en 25 mL de
YPD en un matraz Erlenmeyer de 125 mL durante toda una noche a 28°C y 200
rpom hasta obtener una densidad 6ptica de 2 X 10 7 cel/mL. Se centrifugé el cultivo
a 1700 x g por 5 minutos y se descartd el sobrenadante. Posteriormente, se
resuspendio la pastilla en 10 mL de buffer TE adicionado con DTT 10 mM. Se
incub6 la solucion 1 hora a 28°C agitando ocasionalmente. Enseguida se
resuspendié la pastilla en sorbitol 1 M a una concentracion final de 8 X 10 ° cel/
mL. A 50 pL de la suspension anterior se le agreg6 1 ug de plasmido PYM 70 y se
incub6 en hielo por 5 minutos. La mezcla se transfiri6 a una celda de
electroporaciéon de 0.2 cm y se realizo la electroporacion a 1.5 kV, 2 ohms y 25 uF.
Inmediatamente después se agreg6 950 pL de medio YPS, enfriado previamente
en bafio de hielo y se mezclé por inversidon. La suspension celular se incubd por 2
horas a 28°C con agitacion ocasional. Transcurido este tiempo, la suspension

celular se centrifug6 a 12 000 x g por 3 minutos y se descart6 el sobrenadante. La

38



pastilla se resuspendié en 1 uL de agua estéril y se plaquearon 4 X10 © células en

YPD adicionada con Higromicina B (50 pg/mL).

Determinacion de glicosilacion de la proteina Hex1

Las células a utilizar se crecieron en matraz de 250mL con 50 mL de medio YBN
0.7% y 25mM de GIcNAc adicionado con uridina durante 16 horas a 28°C y 1700
g, las células se cosecharon y lavaron como se describe en secciones anteriores,
se resuspendieron en 0.5mL de Tris-HCI 10mM, pH 7 y se pasaron a un tubo de
1.5 mL que contenia perlas de vidrio. Se agitaron en ciclos de 30 segundos como
se describe en secciones anteriores durante 7 minutos y se rescato el
sobrenadante en un tubo de 1.5 mL.

Enseguida, se corrié una muestra de este sobrenadante (homogenado total) en un
gel nativo de poliacrilamida al 6% en condiciones de 60 V durante 5 horas, al
término se lavé el gel con el amortiguador de citratos 0.1M, pH 4.5 y se revel6 con

9 mL de 4-metil-umbeliferil N-acetil 3-D-glucosaminido (Sigma) y luz UV.

Extraccion de paredes celulares de Candida

Se prepararon preinéculos de C. tropicalis y C. albicans, creciendo las células en
10 mL de caldo dextrosa Sabouraud en un tubo Falcon de 50 mL durante toda la
noche a 28°C . A la mafana siguiente, se tomaron 8 mL del preinoculo y se

inocularon en 300 mL de caldo dextrosa-Sabouraud en un matraz de 1000 mL.
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Este ultimo inoculo se dej6é crecer por 6 h a 28°C y agitacidon constante. Se
cosecharon las células por centrifugacion a 1700 x g por 5 min y se lavo la pastilla
dos veces con 20 mL de agua desionizada estéril. Enseguida, se llevo a cabo un
rompimiento de la pastilla celular con la ayuda de un homogenizador marca
Braun®. Se llend la botella con un 1/3 de perlas de vidrio (0.45-0.55 mm de
diametro), luego se coloco la pastilla obtenida anteriormente y se agregaron 2/3
(v/v) de agua desionizada a la botella. Se llevaron a cabo 6 ciclos de ruptura de un
minuto cada uno, aplicando ciclos de enfriamiento de 15 seg con una corriente de
COz2 liquido. Al término de los 6 ciclos se tomO una alicuota para evaluar el
rompimiento bajo el microscopio. En seguida se recolectaron los restos celulares
en un tubo Falcon, se centrifugd a 1700 x g por 5 min a 4°C, se elimind el
sobrenadante y se lavo la pastilla 5 veces con 10 mL de NaCl 1M estéril a 4°C. Se
elimind el sobrenadante y se resuspendié la pastilla en 5 mL de 2% SDS/ -
mercaptoetanol 0.3 M/ EDTA 1mM, pH7.5/ Tris 50 mM, y se calent6é a bafio Maria
a 100°C por 10 min, después se centrifugd a 1700 x g por 5 min, se deseché el
sobrenadante y se lavo la pastilla dos veces con 10 mL de agua desionizada.
Finalmente, se resuspendio la pastilla en 2 mL de agua desionizada, se alicuoto
en tubos de Eppendorf, tapados con Parafilm, se le hicieron pequefios orificios y

se congelaron a -20°C. Una vez congeladas las muestras se liofilizaron por 12 h.
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Hidrolisis acida

Se pesaron 5 mg de pared celular y se colocaron en una ampolleta de vidrio, se
agregaron 3 mL de acido trifluoroacético 2 M, se sellé la ampolleta por calor y se
dejé incubar por 18 h a 100°C con calor seco. Al término de la incubacion, el
contenido de la ampolleta se colocd en un vaso de precipitado de 10 mL, se dej6
evaporar el acido trifluoroacético por calentamiento y los restos de azucares se
lavaron 3 veces con 1 mL de agua desionizada estéril. Finalmente, se
resuspendieron los azucares con 1 mL de agua desionizada y se distribuyeron en
tubos de Eppendorf tapados con parafilm, se le hicieron pequefios orificios y se

congelaron a -20°C. Una vez congeladas las muestras se liofilizaron por 12 h.

Hidrolisis alcalina

Se pesaron 10 mg de pared celular de C. albicans y C. tropicalis, se colocaron en
tubos Falcon de 15 mL, se resuspendieron en 3 mL de NaOH 1M y se calentaron
a bafio maria a 100°C por 30 min. Después se dejo enfriar y se neutralizé con HCI

IN.

Determinacion de azucares por cromatografia de intercambio aniénico de

alta afinidad con deteccién de pulso amperométrico (HPAEC-PAD)

Se utilizaron las muestras liofilizadas tratadas por hidrolisis acida. Se peso 1 mg
de la pastilla y se agregd 1 mL de agua desionizada, posteriormente se ajustaron

las muestras a una concentracion final de 25 pg/mL. Las muestras fueron
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analizadas y cuantificadas por HPAEC-PAD, en el equipo automatizado Dionex
ICS-3000® (USA) con la columna CarboPac PA-100 (4 mm x 50 mm) y por la
columna CarboPac-PA-100 (4 mm — 250 mm). La separacion de los carbohidratos
se hizo con un gradiente de acetato de sodio en 150 mM de NaOH a un flujo de
0.5mL/min, como a continuacién se presenta: 0-5min= 45-75 mM NaOH, 5-15
min= 90mM NaOH, 15-17min= 105 mM NaOH + 75 mM de acetato de sodio, 17-
20 min= 75 mM NaOH + 150 mM de acetato de sodio, y 20-25 min=45 mM NaOH
en una columna a 25°C. El potencial aplicado para la deteccion fue de E1 (400
ms), E2 (20 ms), E3 (20 ms) y E4 (60 ms) de + 0.1, - 2.0, + 0.6, and - 0.1 V,

respectivamente.

Ensayos de perturbadores de pared celular:

Los ensayos de sensibilidad a agentes perturbadores fueron adaptados de Bates
et al., 2005. Las células utilizadas se crecieron, cosecharon, lavaron y se ajustaron
a 6 concentraciones que fueron de 1 X10 3a 1X10 8 cel/mL., para cada una de las
muestras. Cada dilucion se sembrd mediante gota, utilizando 10 uyL de cada
muestra en placas de YPD conteniendo un agente perturbador (Rojo Congo,
Higromicina B y Blanco de Calcoflior) con 4 diferentes concentraciones (ver
resultados). Las placas se prepararon por duplicado y se incubaron a 28°C
durante 36 horas. Pasado este tiempo, se fotografiaron y analizaron los niveles de

crecimiento de cada dilucion.

42



Determinacion de azucares mediante el método del fenol y acido sulfarico

Esta técnica fue adaptada de Dubois et al; 1956. Se tomaron 10 L de la muestra
y fue llevada a un volumen final de 100uL con agua desionizada, enseguida se
agregaron 300 pL de fenol al 80% (v / v) y 2.5 mL de acido sulfdrico concentrado.
Las muestras fueron agitadas e incubadas en oscuridad a temperatura ambiente.
Transcurridos 15 minutos, se leyo la absorbencia a 490 nm. Para la curva de
calibracion, se utilizaron diluciones dobles seriadas de un estandar de manosa (1

mg/mL).

Obtencion de células mononucleares humanas

Se obtuvo sangre periférica de pacientes sanos, previo consentimiento, por
puncion de la vena mediana cubital, empleando un sistema BD Vacutanier ® en
tubos con K2EDTA y se separaron las células mononucleares por centrifugacion
sin freno, a 1800 x g en un gradiente de Histopaque® - 1077 (Sigma) durante 20
min a temperatura ambiente. Se recuperaron las células mononucleares de la
interfase y fueron lavadas dos veces con PBS frio. Las células se resuspendieron
en 5 mL de medio RPMI 1640 (Modificado de Dutch) adicionado con glutamina 2

mM, piruvato 0.1 M y gentamicina 0.05 mg/mL. Se realizd6 el conteo celular en
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camara de Neubauer usando una tincion vital de azul de metileno 0.01% en PBS y

se ajusté la densidad celular a 5x10° cel/mL con RPMI 1640 modificado de Dutch.
Diferenciacion de macréfagos primarios

Después del aislamiento de células mononucleares humanas, se hicieron
alicuotas de 1 mL conteniendo 5 X10 6 cel. en medio RPM1 1640 (Modificado de
Dutch). Se repartieron en placas de 24 pozos de fondo plano para ser incubadas
durante 1.5 h a 37°C y una atmésfera de 5 % de CO2. Enseguida se removieron
las células no adherentes junto con el medio y las células adheridas se lavaron 2
veces con PBS a 37°C. Enseguida se adicioné a cada pozo 1 mL de medio X —
VIVO 15 sin suero (Lonza) suplementado con solucion penicilina—estreptomicina
(PS, Sigma) 1% y factor estimulador de colonias granulociticas y de macréfagos
(GM- CSF, Sigma), 10 ng / mL. Las placas se incubaron durante 8 dias a 37°C y
una atmoésfera de 5 % de CO:2 y el medio fue reemplazado cada tercer dia.
Después se elimind el medio de diferenciacibn y se resuspendieron los

macréfagos por pipeteo suave en medio RPMI 1640 modificado de Dutch.

Ensayo de fagocitosis y tincion con naranja de acridina

Una suspension de 1X107 levaduras se tifieron con 500 pL de naranja de acridina
y se incubd por 10 minutos a temperatura ambiente. Las células se lavaron en 30

pUL de PBS 2 veces y se hicieron interaccionar con una solucion de macréfagos
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diferenciados o bien, pertenecientes a la linea celular Raw 264.7 ® contenidos en

2 L de RPMIL.

Las células interaccionaron por 3 h a 37°C y una atmosfera de 5% de CO..
Enseguida los macrofagos se lavaron con PBS a temperatura ambiente y se
resuspendieron en PBS frio + 1% de azul de tripano. Las células se analizaron en
citometro de flujo MoFlo XDP high speed cell sorter de la marca Beckman Coulter,

haciendo la deteccion en los canales FL1 y FL3, utilizando un laser de 488nm.

Cultivo de macrofagos Raw 264.7 ®

Se descongel6 un vial de macrofagos en bafio maria a 37°C por 2 minutos y se
centrifugd por 10 minutos a 125 x g. Se descartd el sobrenadante en esterilidad y
se transfirieron las células de la pastilla a una botella de cultivo celular Corning®
conteniendo medio fresco (DMEM + 2mM Glutamina + 10% FBS / FCS (FBS) y
se incubaron a 37°C, 5% CO2. Se monitored la formacion de colonias adheridas a

la botella.

Cuantificacién de citocinas

Para medir las concentraciones de TNFa, IL-6 y de IL-10; se utiliz6 un kit de ELISA
(Prepotech), mientras que para la determinacién de los niveles de IL-10 se utilizd
un kit de ELISA de R&D systems. La cuantificacion se llevo a cabo siguiendo las

recomendaciones del proveedor.
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Ensayos de virulencia en Galleria mellonella

Los ensayos de infeccion en larvas de G. mellonella, fueron adaptados de (Pérez-
Garcia et al. 2016). Alicuotas conteniendo 4 X 108 células en 10 L de PBS fueron
inyectadas en la hemolinfa del dltimo pro pie izquierdo, previamente sanitizado con
etanol al 70%, utilizando una jeringa Hamilton y aguja calibre 26. El ensayo se hizo
3 veces por separado con grupos de 10 larvas para cada cepa a probar. Se

incluyd un control negativo donde solamente se inyectd PBS.
Obtencion de oligomanosas derivadas de las fosfomananas

La obtencién de los oligosacaridos de fosfomananas se adapt6 de (Kobayashi et
al. 1990). 2 g de pared celular previamente purificada se hirvié en 5 mL de HCI 10
mM por 1 h para liberar la fraccion de mananas acido labiles. Se recuperé el
sobrenadante y se clarificd dos veces, posteriormente se neutralizé con NaOH 10

mM y se guardo para su posterior derivatizacion.
Derivatizacion de fosfomananas

Alicuotas conteniendo 20 miligramos de fosfomananas se derivatizaron utilizando
20 pL de ANTS (C10H7NNa209S3) 0.2 M resuspendido en acido acético y agua
1:17 (v/v) y 20 pL de Cianoborohidruro de sodio 1.0 M resuspendido en DMSO. La
reaccion se llevd acabo a 37°C por 16 horas y posteriormente se liofilizd. Los oligo
manosidos derivatizados se resuspendieron en 20 uL de regulador de carga (62.5

mM Tris-HCI /Glicerol 20%). (Hernandez et al. 2017, Navarro-Arias et al. 2016)
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Ensayo de FACE

Muestras de 10 pL de oligosacaridos de fosfomananas derivatizados previamente,
se cargaron en un gel de poliacrilamida formado por dos geles continuos, un gel
revelador inferior al 20% de poliacrilamida y un gel superior concentrador de
poliacrilamida al 5%. El gel se corrié en una camara de electroforesis a 100 V por
4 horas en buffer nativo y posteriormente se lavo con agua destilada por 1 minuto.
Posteriormente, el gel se observé en un fotodocumentador bajo exposicion con luz

UV. (Hernandez et al. 2017, Navarro-Arias et al. 2016)

Determinacion de la porosidad de pared

Células crecidas toda la noche en medio Sabouraud se cosecharon por
centrifugacion y se inocularon en medio fresco por 6 horas a 28°C y 200 rpm. Las
células se lavaron dos veces con PBS y 1X108 células de cada cepa fueron
distribuidos en 3 diferentes tubos de 1.5 mL que contenian regulador A (10 mM
Tris-HCI, pH 7.4), regulador A mas 30 pg/mL of poli-L-Lisina (MW30-70 kDa,
Sigma Cat. No. P-2636) 6 regulador A mas 30 ug/mL DEAE-dextrano (MW 500
kDa, Sigma Cat.No. D-9885) y se incubaron por 30 minutos a 30°C con agitacion
constante de 200 rpm. Al finalizar este tiempo, los tubos se centrifugaron y se
recolectaron los sobrenadantes y se midié absorbancia a 260 nm. Se calcul6 asi la
porosidad relativa de la Poli L-Lisina con respecto al DEAE-Dextrano (Cheng et al.

2011, De Nobel et al. 1990).
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Resultados:

Complementacion de Camnn4A con el marco de lectura abierto CtMNN4 bajo

el promotor fuerte CaACT1, y su analisis fenotipico.

Para demostrar que el marco de lectura abierto hipotético de CtMNN4 es el
ortélogo funcional de CaMNN4, la mutante nula Camnn4A fue complementada con
la construccion pACT1-ORF.CtMNN4 mediante transformacion quimica (Ver
Materiales y Métodos). Una cepa generada, CaMNN4+pACT1-ORF.CtMNN4 fue
confirmada mediante PCR, amplificando el marco de lectura abierto de CtMNN4
con un tamafio esperado de 2800 pb utilizando como control negativo ADN

gendmico de Camnn4A y como control positivo ADN gendmico de C. tropicalis.

(Fig 3)

6000 pb

3000 pb (W - 5300 pb

1500 pb
1000 pb

Figura.3. Electroforesis del resultado de la amplificacion del marco de
lectura abierto de Ct.MNN4 a partir de ADN gendémico de la cepa
Camnn4A+pACT1-ORF.CtMNN4, obtenido mediante PCR utilizando los

iniciadores orfMNN4tR-F y orfMNN4t-R. Carril.1. Control negativo Camnn4A
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Ura- (CDH7). Carril. 2. Control positivo de C. tropicalis silvestre. Carril

3.Camnn4A+pACT1-ORF.CtMNN4

Para conocer si CtMNN4 restauraria la funcion perdida en la cepa mutante carente
de CaMNN4, se midieron los niveles de retencion del colorante cationico azul
alciano por parte de las levaduras, el cual es capaz de unirse a las cargas
negativas conferidas por las fosfomananas en la cepa silvestre de C. albicans
NGY152 (Odani et al; 1999) (Ver materiales y métodos). Los datos sugirieron que
2 cepas complementantes Camnn4A+pACT1-ORF.CtMNN4 (C1, C2) tienen
niveles de retencion del colorante azul alciano muy similares a la cepa silvestre
NGY152, restaurandose asi los niveles de retencién del colorante en la cepa

mutante Camnn4A (Fig 4), (Tabla3).

160 +
140 - * %

=1

120 -
100 -
80 -
60 -
40 -
20 -

pg de colorante unido/ D.O

CaMNN4A NGY152 C1 Cc2
CaMNN4A+CtMNN4  CaMNN4A+CtMNN4

Figra 4. Niveles de retencion del colorante azul Alciano por parte de la
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complementante Camnn4A+pACT1-ORF.CtMNN4. Niveles de colorante azul
alciano unido por parte la cepa control Camnn4A, C. albicans silvestre NGY152 (B,
Clona 1 de Camnn4A+pACT1-ORF.CtMNN4, Clona 2 de Camnn4A+pACT1-
ORF.CtMNN. * p < 0.05 al comparar niveles de retencion de colorante de cepas

reintegrantes con la mutante nula utilizando una Prueba T de Student .

Complementacion de Caochl1A con el marco de lectura abierto CtOCH1 bajo

el promotor fuerte CaACT1 y su andlisis fenotipico.

De igual manera, para demostrar que el probable marco de lectura abierto de
CtOCH1 es el ortélogo funcional de CaOCH1, la mutante CaochlA fue
complementada con la construccibn pACT1-ORF.CtOCH1, previamente
optimizado mediante mutagénesis sitio dirigida en el locus neutro CaRPS1

mediante transformacién quimica (Ver Materiales y Métodos).

Una cepa generada Caoch1A+pACT1-ORF.CtOCH1 fue confirmada mediante
PCR, amplificando el marco de lectura abierto de CtOCH1 con un tamafio
esperado de 1131 pb (Fig 5), utilizando como control negativo ADN gendmico de

Caoch1A.
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<=3 1131 pb

Figura.5 Electroforesis de la amplificaciéon del marco de lectura abierto de
Ct.OCH1 mediante PCR a partir de ADN genémico de la cepa
CaOCH1+pACT1-ORF.CtOCH1. Carril.1. Marcadores de tamafio de ADN. Carril

2. Control negativo Caoch1A Ura-. Carril. 3. Caoch1A+pACT1-ORF.CtOCH1.

Una vez comprobada la construccion de la cepa Caoch1A+pACT1-ORF.CtOCH1,
esta complementante se analizé fenotipicamente, midiendo los niveles de
retencién del colorante azul alciano, donde los datos sugieren que hay una
restauracion significativa en los niveles de retencion del colorante azul alciano por
parte de la complementante.(Fig.6).Para tener evidencia de la restauracion en la
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N-glicosilacién, se realiz6 un ensayo de cambio en la movilidad electroforética de
la proteina HexNAcase, la cual es una proteina que tiene siete sitios ocupados por
N- glicanas, por lo que una mayor movilidad indica una N-desglicosilacion,
mientras que un retardo indica que la proteina estd N-glicosilada (Mora-Montes et
al; 2010) . El zimograma obtenido sugiere que los niveles de N-glicosilacion fueron
restaurados en la proteina HexNAcase de la complementante Caoch1A+pACT1-
ORF.CtOCH1 (Fig.7), lo que demuestra directamente que CtOCHL1 es el ortélogo

funcional de CaOCHL1.

Finalmente, se realizaron ensayos de crecimiento en presencia de perturbadores
de pared celular, para conocer el nivel de restauraciéon del dafio en esta
complementante. Se realizaron ensayos de gota enfrentando a las cepas en
diluciones que fueron desde 1X102® hasta 1X10% en medio YPD, o bien YPD
adicionado con Blanco de Calcofltor (15 pug/mL), Higromicina B (65 pg/mL) 6 Rojo
Congo (120 pg/mL). La viabilidad de la cepa complementante Caoch1A+pACT1-
ORF.CtOCH1 se comport6 similar a la de la cepa silvestre y a la complementante
Caoch1A+caOCH1, mientras que la cepa Caoch1A mostré un claro decremento en
la viabilidad, confirmando nuevamente que los niveles de glicosilacion fueron

restaurados por CtOCH1 (Fig.8).

52



140 -

1

120 4

100

BO

&0 -

40

ug de colorante unido / D.O

20

Caochla Ca+Cipl0 C1 CaochlA+CtOCH]

pe 0.05

Figura 6. Niveles de retencién del colorante azul Alciano por parte de la
complementante Caoch1A+pACT1-ORF.CtOCH1. Niveles de colorante azul
alciano unido por las cepas Caoch7A, C. albicans silvestre NGY152, y
Caoch1A+pACT1-ORF.CtOCH1. * p < 0.05 al comparar cepa complementante

con mutante nula utlizando una prueba T de Student.
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Figura 7. Ensayo de cambio en la movilidad electroforética de la proteina
HexNAcasa. Carril 1. NGY152 (C. albicans silvestre). Carril 2.

Caoch1A+ORF.CtOCHL1. Carril 3. Caoch1A.

54



Dilucién
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Rojo Congo ( 120 pg / mt) Medio YPD solo

Figura 8. Interaccion de C. albicans silvestre (NGY152), Caoch1A+CaOCH1,
Caoch1A y Caoch1A+CtOCH sobre placas con diversos agentes
perturbadores de pared celular. Cada ensayo (gota) consistié en 10 microlitros

de la dilucién indicada.

Interrupcion de CtMNN4, CtOCH1 y CtPMR1

Teniendo suficiente evidencia de que CtMNN4 y CtOCH1 eran los ortélogos de los
genes respectivos de C. tropicalis se continud con la interrupcion de ambos genes

y se decidio interrumpir CtPMR1 debido a que previamente dentro del grupo de
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trabajo se habia demostrado que CtPMRL1 es el ortélogo funcional de CaPMR1

(Tesis de licenciatura de Elizabeth Tovar Zarate, datos no publicados).

¥Not1 . . i .
Sacl ‘ *Fragmento rio abajo de interrupcion

xf ;: '_'i ‘ *Fragmento rio arriba de interrupcion

KAXh B sl (5L0h) P N $¢ll Sl
1 kb

FRT MdLZp cafLP ACTI caSATI FRT

Figura 9. Diagrama del vector pSFS2, utilizado para la construccién de los
casetes de interrupcién. Se muestra con flechas anaranjadas el sitio de
clonacién Apal-Xhol utilizado para clonar el fragmento de interrupcién rio arriba y
el sitio Not I-Sac | utilizado para clonar el fragmento de interrupcién rio abajo.

(Reuss et al., 2004).

La estrategia utilizada fue “Sat-1 flipper” (Reuss et al; 2004) la cual consistio en la

generacion de un casete de interrupcion para cada gen mediante doble
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recombinaciéon homologa, clonando 1 fragmento de 1500 pb rio arriba para el caso
de OCH1 y PMR1 y de un tamafio de 497 pb para MNN4, utilizando los iniciadores
INtMNN4upstream, IntOCHlupstream o bien IntPMR21upstream (Ver tabla 2), que
amplifican un fragmento rio arriba y fuera del marco de lectura que se deseaba
interrumpir. Estos fragmentos se clonaron en el sitio 5 Apal-Xhol del vector
pSFS2 (Fig 9). Posteriormente se amplificd un fragmento de 1500 pb rio abajo,
fuera del marco de lectura a interrumpir utilizando los iniciadores
INtMNN4downstream, IntOCH1downstream o bien IntPMR1downstream y fueron
clonados en el sitio Notl-Sacl del mismo vector (Fig 9). La correcta integracion de
los fragmentos se corroboré mediante PCR y andlisis por restriccion. Una vez
clonados ambos fragmentos, se liberd el casete digiriendo el DNA con las enzimas
Apa | y Sac | obteniendo el casete linearizado listo para utilizarse; el resto del
plasmido se eliminé utilizando una columna de gel de silice y recuperando con

agua destilada tibia mediante centrifugacion.

Los casetes purificados y cuantificados fueron utilizados para llevar a cabo una
primera ronda de transformacién mediante electroporacion e interrumpir el primer
alelo. La correcta insercion del casete en el locus deseado fue corroborada
mediante PCR, utilizando un par de oligonucleétidos para cada mutante en
cuestidon (5’'Screen-Upst y 3’Screen-Upst) que amplifican un fragmento rio arriba
gue comprende de una region fuera del casete de interrupcion y otra dentro del
casete. Por otro lado, se amplific6 un segundo fragmento rio abajo con un

oligonucledtido iniciador directo 5’Screen-Downst dentro del casete de interrupcion
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y un oligonucledtido iniciador reverso, 3’'Screen-Downst, fuera del casete de

interrupcion (Fig. 10).

sl (SLXH)

Fragmentio. Int rio arriba FRT MaLZp caFLP ACTIE caSATI FRT  Fragmento Int. rio abajo

= P > <=

Fragmento de screening rio arriba Fragmento de screeining rio abajo

Figura 10. Escrutinio de la correcta integracion del casete de interrupcion en
el locus deseado. Se muestra en gris el casete de interrupcion y en negro el
resto de locus. Se muestra con flechas rojas los iniciadores utilizados para
amplificar a ambos fragmentos de escrutinio (Iniciadores ScreenUpst vy

ScreenDownst, Ver tabla 2)

Generacion de una mutante homocigota Ctmnn4A/mnn4A

Se llevé a cabo una primera ronda de transformacion mediante electroporacion
con un casete para interrumpir CtMNN4 utilizando como medio de seleccién YPD
sélido + Nourseotricina (100ug/mL). Transformantes resistentes a nourseotricina
fueron obtenidas después de 3-6 dias y posteriormente se les extrajo ADN
genomico, el cual fue utilizado para llevar a cabo una PCR para amplificar ambos
fragmentos de escrutinio, previamente descritos en la seccién anterior, utilizando
los iniciadores 5’Screen-Upst.MNN4, 3'Screen-UpstMNN4 y 5’Screen-

Downt.MNN4 3’Screen-Downt.MNN4, respectivamente, donde las clonas 2 y 3
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resultaron positivas. (Fig.11). El fragmento de escrutinio rio arriba fue sometido a
un doble patrén de digestion donde se corroboré su identidad, obteniendo los
fragmentos esperados (Anexo. Fig.1l). Se escogio una de estas clonas y se indujo
la activaciéon de la flipasa contenida en el vector de pSFS2 para expulsar el
marcador de seleccion de resistencia a nourseotricina, esto se hizo creciendo las
células en medio liqguido YNB-Maltosa (2%) durante dos dias. Enseguida, las
clonas fueron cultivadas en medio sélido YNB-Maltosa (2%) suplementado con
una dosis subletal de nourseotricina (10 pg/mL) y a los 5 dias se seleccionaron las
colonias mas pequefias, correspondientes a aquellas que habian perdido el casete
de resistencia. Una clona sensible a nourseotricina fue caracterizada para
corroborar la correcta expulsién del marcador de seleccidon mediante amplificacion
por PCR de la cicatriz génica, utilizando los oligonucleétidos 5’Screen-Upst. MNN4
y 3'Screen-Downstr.MNN4, obteniendo un fragmento de 1650 pb, perteneciente a
la cicatriz y el amplicon silvestre, con un tamafio de 3486 pb del aleo intacto, la
identidad de dicha cicatriz fue corroborada mediante un patron de digestion (Ver

Figura 2, Anexo). (Fig.12).

Esta clona sensible a nourseotricina se someti6 a una segunda ronda de
transformacién, utilizando el mismo casete de interrupcidbn generado para
CtMNN4. Se seleccionaron varias transformantes para amplificar los dos
amplicones de escrutinio rio arriba y rio abajo mediante PCR a partir de ADN
gendmico. Dos clonas resultaron positivas (Fig.13) al amplificar ambos fragmentos

simultdneamente. La clona 1 se utilizé para expulsar el marcador de resistencia a
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nourseotricina inducida por maltosa, y fue elegida una clona para ser sometida a
un escrutinio por PCR, en donde a partir de ADN gendmico se amplifico la cicatriz
correspondiente a los dos alelos interrumpidos, como se puede apreciar en la
figura 14. Se pudo corroborar que dicha clona homocigota no contiene ya el
amplicdn silvestre que se observa en la cepa heterocigota, lo que confirma que el

gen fue interrumpido (Fig.14)

T 2 3 4 § 66 7T 8 8§ 10!

10 000 pb
6000 pb

3000 pb 13486 pb

1500 pb ) u <1650 pb

1000 pb

Fig 11. Escrutinio de clonas heterocigotas Ct.MNN4/mnn4A. Carril 1.
Marcadores de peso molecular. Carril 2. Control negativo de amplificacion de
fragmento 5’Screen-Upst.MNN4 a partir de ADN de C. tropicalis silvestre. Carril 3
a 7. Amplificaciéon de fragmento 5’Screen-Upst.MNN4 de 4 transformantes. Carril
7. Control negativo de amplificacion de fragmento 3'Screen-Downstr.MNN4 a partir
de ADN gendmico de C. tropicalis silvestre. Carril 8 a 11. Amplificacion de
fragmento 3'Screen-Downstr.MNN4 a partir de ADN gendmico de 4

transformantes.
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Figura 12. Amplificacibn de la cicatriz de una clona heterocigota
Ct.MNN4/mnn4A después de la expulsion del casete de resistencia a
nourseotricina. Carril 1. Marcadores de peso molecular. Carril 2 a 5.
Amplificacién simultanea de amplicon silvestre y cicatriz de clonas 1, 2,3 y 4,
respectivamente. Carril 6. Control positivo de amplificacion de amplicén silvestre a

partir de ADN gendmico de C. tropicalis silvestre.
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1500 pb
1000 pb
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Figura 13. Amplificacion de los fragmentos de escrutinio de mutantes

homocigotas Ct.mnn4A/mnn4A. Figura A. Carril 1. Marcadores de peso
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molecular. Carril 2. Control negativo de amplificacién de fragmento 5’Screen-
Upst.MNN4 a partir de ADN de C. tropicalis silvestre. Carril 3 y 4. Amplificacion de
fragmento 5'Screen-Upst.MNN4 de transformantes 1 y 2. Figura B. Carril 1.
Marcadores de peso molecular. Carril 2. Control negativo de amplificacion de
fragmento 3'Screen-Downst.MNN4 a partir de ADN de C. tropicalis silvestre. Carril
3 y 4. Amplificacion de fragmento 5’Screen-Downs.MNN4 de transformantes 1 y

2, respectivamente.

.
3000 pb

<= 1650 pb
1500 pb

500 pb

Figura 14. Amplificacibn de la cicatriz de dos clonas homocigotas

Ct.mnn4A/mnn4A después de la expulsion del casete de resistencia a
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nourseotricina. Carril 1. Marcadores de peso molecular. Carril 2 y 3.
Amplificacién simultanea de amplicén silvestre y cicatriz de clonas 1, 2. Se aprecia
que las clonas homocigotas solamente amplifican la cicatriz, lo que confirma que

son homocigotas.

Generacion de una mutante homocigota Ctoch1A/och1A

Al igual que para el caso de CtMNN4, se llevd a cabo una primera ronda de
transformacion de la cepa silvestre de C. tropicalis MYA-3404 con un casete de
interrupcion para CtOCH1. De esta primera ronda de transformacion, se
obtuvieron 4 clonas positivas que amplificaron ambos fragmentos de escrutinio rio
arriba y rio abajo con los tamafos esperados, 3302 pb y 3721 pb,
respectivamente, utilizando los iniciadores 5'Screen-Upst.OCH1, 3’'Screen-
Upst.OCH1 y 5'Screen-Downt.OCH1, 3’Screen-Downt.OCH1, respectivamente

(Fig. 15).
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Figura 15. Amplificacion de los fragmentos de escrutinio de mutantes
heterocigotas Ct.OCH1/och1A. Panel A. Carril 1. Marcadores de peso molecular.
Carril 2 a 5. Amplificacion de fragmento 5’Screen-Upst.OCH1 de transformantes 1,
2, 3 y 4. Carril 6. Control negativo de amplificacion de fragmento 5Screen-
Upst.OCHL1 a partir de ADN de C. tropicalis silvestre. Panel B. Carril 1. Marcadores
de peso molecular. Carril 2 a 5. Amplificacion de fragmento 3’'Screen-
Downst.OCH1 de transformantes 1,2, 3 y 4. Carril 6. Control negativo de
amplificacion de fragmento 5'Screen-Downst.OCH1 a partir de ADN de C.

tropicalis silvestre.

Para corroborar la identidad de los amplicones, se llevdé a cabo una digestién de
ambos fragmentos, resultando el patron de bandas esperado (Figura 3. Anexo).
La clona 2 fue elegida para ser sometida a la expulsion del marcador de seleccién
mediante induccion por maltosa, de este proceso fueron obtenidas abundantes
clonas heterocigotas sensibles a nourseotricina, de las cuales se eligid una para

ser sometida a escrutinio amplificando la cicatriz esperada de un tamafo de 3596
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pb y un amplicon silvestre de 4727 pb, utilizando los oligonucleétido iniciadores

5’'Screen-Upst.OCH1 y 3'Screen-Downt.OCHL1 (Fig.16).

Figura 16 .Amplificacion de la cicatriz de wuna clona heterocigota
Ct.OCHl/och1A después de la expulsion del casete de resistencia a
nourseotricina. Carril 1. Marcadores de peso molecular. Carril 2. Control positivo
de amplificacién de amplicén silvestre de 4727 pb a partir de ADN gendémico de C.
tropicalis silvestre. Carril 3. Clona 1 negativa. Carril 4. Clona 2 positiva que

amplifica el amplicén silvestre de 4727 pb y la cicatriz de 3596 pb.
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Esta clona fue sometida a una segunda ronda de transformacion, amplificando
nuevamente los dos fragmentos de escrutinio rio arriba y rio abajo (Fig.17). Esta
clona homocigota resistente a nourseotricina, se sometié a una segunda ronda de
expulsion del marcador de seleccion inducida por maltosa, obteniendo una clona
homocigota que, como ya se esperaba, solo contenia la cicatriz de tamafo
esperado de 3596 pb (Fig.18). Para corroborar que el marco de lectura abierto del
gen CtOCH1 ya no estaba presente, se hizo una amplificacion utilizando ADN
gendmico de esta clona y se intenté amplificar el marco de lectura CtOCH1 con un
tamafo esperado de 1131 pb; sin embargo, no hubo amplificacion (Fig.19). Como
control de integridad del ADN se amplificé a partir de este ultimo el gen CtPMR1
con un tamafio esperado de 2760 pb, y como control de integridad de los
oligonucledtido iniciadores se amplificé el marco de CtOCH1 de 1131 pb a partir
de DNA genomico de la cepa silvestre de C. tropicalis. Al no obtener amplificacién
en el caso de la transformante homocigota, se demostrd la delecion del gen.

(Fig.19).
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Figura 17. Amplificacion de los fragmentos de escrutinio de una mutante
homocigotas Ct.OCH1/och1A. Carril 1. Marcadores de peso molecular. Carril 2.
Control negativo de amplificacion de fragmento 5’Screen-Upst.OCH1 a partir de
ADN de C. tropicalis silvestre. Carril 3. Control negativo de amplificaciéon de
fragmento 5'Screen-Downst.OCH1 a partir de ADN de C. tropicalis silvestre. Carril
4. Amplificacién de fragmento 5’Screen-Upst.OCH1 a partir de ADN gendmico de
clona 1. Carril 5. Amplificacion de fragmento 5’Screen-Downst.OCHL1 a partir de

ADN gendmico de clona 1.

6000 bp
<<Z= 4727 pb

3000 bp <— 3596 pb

1500 bp

1000 bp

Figura 18. Amplificacion de la cicatriz de una clona homocigota
Ct.ochlAoch1A después de la expulsiéon del casete de resistencia a
nourseotricina. Carril 1. Marcadores de peso molecular. Carril 2. Control positivo
de amplificacion del amplicén silvestre de 4727 pb a partir de ADN gendmico de C.

tropicalis. Carril 3. Amplificacion simultanea del amplicon silvestre y de la cicatriz
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con un tamafo esperado de 3596 pb. Como se aprecia en el ultimo carril, esta
clona no amplifica el amplicon silvestre, solamente la cicatriz, lo que confirma que

es una clona homocigota.

10 000 pb

6000 pb

3000 pb

£ <— 2760 pb

1500 pb

1000 pb

Figura 19. Confirmacion de ausencia del marco de lectura abierto Ct. OCH1
en la clona homocigota Ct.ochlA/och1A. Carril 1. Marcadores de peso
molecular. Carril 2. Control positivo de amplificacién del marco de lectura abierto
Ct.OCH1 a partir de ADN gendémico de C. tropicalis silvestre. Carril 3.
Amplificacién del marco de lectura abierto Ct.OCH1 a partir de ADN gendmico de
homocigota Ct.och1A/och1A, el cual est4d ausente. Carril 5. Amplificacion del
marco de lectura abierto Ct.OCH1 a partir de ADN gendmico de heterocigota

Ct.OCH1/och1A (se aprecia banda tenue a los 1131 pb) . Carril 5. Control de
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amplificacion del marco de lectura abierto Ct. PMR1 a partir de C. tropicalis
silvestre con un tamafio esperado de 2760 pb. Carril 6. Control de amplificacion
del marco de lectura abierto Ct. PMR1 a partir de ADN gendmico de clona

Ct.och1A/och1A con un tamafo esperado de 2760 pb.

Generacion de una mutante homocigota Ctpmr1A/CtpmrlA

Utilizando un casete de interrupcion para CtPMR1, se interrumpié CtPMR1 de la
misma manera como se describid en las dos secciones anteriores. Para analizar la
clona heterocigota resistente a nourseotricina, se utilizaron los oligonucleétido
iniciadores 5’Screen-Upst.PMR1, 3’Screen-Upst.PMR1 y 5’Screen-Downt.PMR1,
3’'Screen-Downt.PMR1 que amplifican dos amplicones rio arriba y rio abajo, de
2410 pb y 2788 pb, respectivamente, corroborando la correcta integracion del
casete de interrupcion. En la Figura 20 se muestra una clona positiva a partir de la
cual se amplificé el fragmento rio arriba con un tamafio esperado de 2410 pb y un
fragmento rio abajo de 2788 pb. Esta clona se someti6 a la expulsion del marcador
de resistencia a la nourseotricina y una clona resultante, se sometié a escrutinio
mediante PCR, amplificando la cicatriz esperada de 3510 pb. (Fig.21). Esta clona
se sometié a una segunda ronda de transformacion obteniendo una clona positiva
gue amplificé los dos fragmentos de escrutinio (Fig 22). Esta clona se sometio a la

segunda ronda de expulsibn del marcador de seleccion obteniendo una
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homocigota sensible a nourseotricina cuyo ADNg amplifica la cicatriz esperada de

3510 pb y es incapaz de amplificar el marco de lectura abierto de PMR1, lo que

confirma su homocigocidad. (Fig.23).

A B
1 2 1 2
10 000 pb 10 000 pb
6000 pb
6000 pb
3000 pb
3000 pb 2788 pb
1500 pb
1000 pb 1500 pb
1000 pb

Figura 20. Amplificacion de los fragmentos de escrutinio de una mutante
homocigotas Ct.PMR1/pmr1A. Figura A. Carril 1. Marcadores de peso
molecular. Carril 2. Amplificacién de fragmento 5’Screen-Upst.PMR1 a partir de

ADN gendémico de clona 1. Figura B. Carril 1. Marcadores de peso molecular.
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Carril 2. Amplificacion de fragmento 3’Screen-Downst.PMR1 a partir de ADN

genomico de clona 1.

10 000 pb

6000 pb

<2=3510 pb

3000 pb

1500 pb

Figura 21 .Amplificacibn de la cicatriz de una clona heterocigota
CtPMR1/pmr1A después de la expulsion del casete de resistencia a
nourseotricina. Carril 1. Marcadores de peso molecular. Carril 2. Control negativo
de amplificacion de la cicatriz de 3510 pb a partir de ADN gendmico de C.
tropicalis silvestre usando 3:30 minutos de extensién. Carril 3. Clona 1 positiva que

amplifica la cicatriz esperada de 3510 pb.
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10 000 pb

6000 pb

3000 pb

1500 pb

1000 pb

2
-

<_— 2788 pb
<= 2410 pb

Figura 22. Amplificacion de los fragmentos de escrutinio de una mutante

homocigota Ct.omriA/pmr1A. Carril 1. Marcadores de peso molecular. Carril 2.
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Amplificacion de fragmento 5'Screen-Upst.PMR1 de clona 1. Carril 3.Amplificacion

de fragmento 3’Screen-Downst.PMRL1 a partir de ADN gendmico de clona 1.

10 000 pb

6000 pb

3000 pd

bl <_— 2760 pb
1500 pb

1000 pb

Figura 23. Confirmaciéon mediante PCR de la homocigocidad de la clona
Ct.pmr1A/pmriA. Carril 1. Marcadores de peso molecular. Carril 2. Amplificacion

del marco de lectura abierto CtPMR1 a partir de la clona homocigota
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Ct.omr1A/pmr1A. Carril 3. Amplificacion de Ct.PMRL1 a partir de ADN gendmico de

C. tropicalis silvestre.

Generacion de cepas control reintegrantes para Ctmnn4A/mnn4A,

Ctoch1A/och1Ay Cpmr1A/pmri1A

Una vez que se obtuvo la mutante Ctmnn4A4, se reintegr6 el gen de CtMNN4 con
promotores y terminadores, para lo cual se disefi6 un par de oligonucle6tido
iniciadores que amplifican desde — 1000 pb rio arriba del marco de lectura abierto
hasta + 500 pb después del marco de lectura abierto. Estos iniciadores
denominados 5’ReintUpst y 3'ReintUpst amplificaron el gen completo de 4643 pb
para el caso de CtMNN4, 2789 pb para CtOCH1 o bien 4517 pb para el caso de
CtPMR1. Estos fragmentos se ligaron al sitio de clonacion Apal- Xhol del vector
pSFS2 de la misma forma que se subclonaron los fragmentos de interrupcion.
Posteriormente, se amplific6 un fragmento de 700 pb que comienza 20 pb
aproximadamente rio debajo de la secuencia del fragmento de reintegracion
elegido. Este fragmento se amplific6 con los oligonucleétido iniciadores
5'ReintDownst y 3’ReintDownst y se subclonaron en el sitio Notl— Sacl del vector
pSFS2. De esta forma, al linearizar el vector pSFS2 mediante Apal-Sacl se pudo

llevar a cabo una doble recombinacién homéloga con ambos brazos en los loci
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que flanquea a la cicatriz que quedo6 después de la interrupcion de cada ORF en
cuestion. Para buscar una cepa que hubiese integrado una copia en el locus
deseado de la mutante nula de Ctmnn4A, se hizo un escrutinio mediante PCR y un
par de oligonucledtido iniciadores (5’ScreenReintMNN4Up y
3’'ScreenReintMNN4Up) que amplifican un fragmento rio arriba que comprende
una region fuera del casete de interrupcion y otra dentro del casete de
reintegracion, con un tamafno esperado de 1009 pb. Por otro lado, se amplifico un
segundo fragmento rio abajo con un oligonucleétido iniciador directo
5'ScreenReintMNN4Downst dentro del casete de reintegracibn y un
oligonucledtido iniciador reverso, 3'ScreenReintMNN4Downst, fuera del casete de
reintegracion, amplificando un fragmento de 1253 pb , de la misma forma que se

plantea en la Fig. 10.

Una clona reintegrante resulté positiva (Figura 24.A), amplificando los dos
fragmentos de reintegracion y el marco de lectura abierto Ct. MNN4. (Fig.24.B).
Para el caso de las reintegrantes de CtochlA+CtOCH1 y CtpmrlA+CtPMR1, se
amplific6 el ORF correspondiente, indicando la reintegracion del gen (Anexo,

Figura 4).
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B 2 3 . 2 3 4 5
10 000 pb
6000 pb
2800 pb
3000 pb P
1500 pb 1253 pb
1000 pb 1009 pb

Figura 24. Escrutinio mediante @ PCR de una reintegrante
Ctmnn4A/mnn4A+CtMNN4. A; Carril 1, Marcadores de peso molecular, Carril 2,
fragmento de escrutinio de reintegracion rio arriba con un tamafio esperado de
1253 pb, de la clona 1. Carril 3. Fragmento de escrutinio de reintegracion rio
debajo de clona 1, con un tamafo esperado de 1253 pb. B; Carril 1, Marcadores
de peso molecular, carril 2, control negativo de amplificacion del marco de lectura
abierto de CtMNN4 a partir de genémico de NGY152, carril 3 'y 4, control negativo
de amplificacion el marco de lectura abierto de CtMNN4 a partir de
Ctmnn4Almnn4A, Carril 5, amplificacion del marco de lectura abierto Ct. MNN4 de

clona 1 (Reintegrante Ctmnn4A/Ctmnn4A+CtMNN4).
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Andlisis fenotipico de Ctmnn4A/Ctmnn4A

La mutante Ctmnn4A/Ctmnn4A no tuvo cambios en cuanto a morfologia, ya que la
forma de la levadura es idéntica a la cepa silvestre (Fig.25.A y Fig 25. B),
tampoco presento termo sensibilidad, pero si tuvo un decremento muy drastico en
los niveles de retencion del colorante catidnico azul alciano, a niveles muy
cercanos a cero, los cuales son parcialmente restaurados en la reintegrante
Ctmnn4AImnn4A + CtMNN4 (Fig. 26). En un ensayo macroscopico se puede
apreciar claramente la nula retencién del colorante por parte del paquete celular
de Ctmnn4A (Fig.25 C), lo que confirma que CtMNN4 codifica para el regulador
maestro de la fosfomanosilacion de proteinas en este microorganismo. Para
corroborar la ausencia de fosfomananas, se realiz6 un FACE (Figura 27), donde
se puede apreciar que las fosfomananas C. tropicalis silvestre y reintegrante se
componen de monosacarido y oligosacaridos que van de 2 a 5 residuos de
manosa. La mutante mostré un perfil con acumulacion de monosacéarido (1
residuo) y una banda tenue a la altura del marcador de maltobiosa pero estan
ausentes el resto de bandas de mayor tamafio indicando pérdida de
fosfomanosilacién. Para corroborar que nuestro método, montamos un FACE con
la mutante de Camnn4A ausente de fosfomananas, observando un patrén
electroforético similar en esta mutante con acumulacion de monosacarido (Figura
5, Anexo), lo que indica que muy probablemente existe fosfomanosilacion residual

del ndcleo en ambas especies.
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Figura 25. Anélisis fenotipico de la cepa Ctmnn4A/mnn4A A. Morfologia en
campo claro de C. tropicalis silvestre. B. Morfologia en campo claro de
Ctmnn4A/Imnn4A. C. Ensayo macroscopico de retencion del colorante azul alciano
por parte del paquete celular por parte de C. tropicalis silvestre, la cepa

heterocigota CtMNN4A/mnn4A y la homocigota Ctmnn4Almnn4A.
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Figura 26. Niveles cuantitativos de retencion del colorante azul alciano en las
4 cepas analizadas para estudiar el gen CtMNN4. Microgramos totales de
colorante unidos por cepa ajustada a una D.O de 0.2 contenida en 1 mL de azul
alciano. * p < 0.05 para la cepa heterocigota CtMNN4 / Ctmnn4A y homocigota

mnn4A con respecto a la cepa C. tropicalis silvestre (Wt).
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Figura.27. Andlisis por FACE de oligosacéaridos obtenidos a partir de

fosfomananas de C. tropicalis. En el carril 1, se muestran marcadores de malto

oligosacaridos desde 1 unidad (M1) hasta 7 unidades de glucosa (M7). Carril 2 a

4, corresponde a las cepa silvestre, heterocigota, mutante nula y reintegrante

respectivamente.

Tabla 3. Composicion de pared de cepa silvestre, Ctmnn4A y reintegrante.

Cepa Abundancia de carbohidratos de Porosidad
pared
Quitina (%) Glucosa (%) Manosa (%)
CtWt 2.08+0.43 59.42+5.54 38.49+5.08 55.15 + 5.88
Ctmnn4AN/mnn4A 2.92+0.47 54.3+3.29 42.7+2.77 67.72 + 5.58*
Ctmnn4A+CtMNN4 2.26+0.0351 | 58.5+3.25 39.2+3.20 56.61 + 7.59
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* p < 0.05, valor p al comparar la porosidad de la cepa Ctmnn4A/mnn4A con la

cepa silvestre y su reintegrante utilizando una prueba T de Student.

Andlisis fenotipico de Ctoch1A/Ctoch1A

La cepa Ctoch1A/Ctoch1A mostré una clara diferencia en la morfologia colonial al
presentar bordes irregulares y pliegues que le dan una forma semejante a una
pelota de golf. Por su parte, las levaduras presentaron aglomerados celulares que
no se observan en la cepa silvestre, lo que sugiere que esta cepa tiene un defecto
acentuado en la glicosilacion, como ya se ha visto en mutantes de OCH1 de S.
cerevisiae y C. albicans. (Bates et al; 2006). También se puede observar un

defecto en los niveles de retencion del colorante azul alciano (Figura 28, 29).
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Figura 28. Analisis fenotipico de Ctoch1A/och1A. A. Morfologia colonial de C.
tropicalis y mutante Ctoch1A/och1A. B. Microscopia de campo claro de levaduras
silvestres (arriba) y la mutante (abajo). C. Andlisis fenotipico de retencion del

colorante azul Alciano de las tres cepas avaluadas.
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Figura 29. Niveles cuantitativos de retenciéon del colorante azul Alciano por
parte de la cepa Ctoch1A/och1A. Microgramos totales de colorante unidos por
cepa ajustada a una D.O de 0.2 contenida en 1 mL de azul alciano. * p < 0.05 al
comparar los niveles de retencion del colorante de la mutante nula con C.

tropicalis silvestre y reintegrante utilizando una prueba T de Student.

Para conocer si hubo un re-arreglo en los componentes de la pared celular de esta
cepa, se determind la abundancia relativa de carbohidratos, mediante HPAEC
(Cromatografia de alta resolucion de intercambio aniénico). Los resultados
sugieren que en la mutante hubo un aumento significativo de glucosa (de 65.85%
a 87.11 %) y una disminucion de manosa (de 29.48 % a 6.85 %), mientras que la

abundancia de quitina no cambio. (Figura 30).

83



100
90

80 Hwt

Hochl
70

k
M ReintOCH1
60
50
40
30
2
*
1
. mim I wim ]

NAcGlc Glucosa Manosa

o

Porcentaje de abundancia relativa de carbohidrato

o

Figura 30. Abundancia relativa de componentes de pared celular en la cepa
C.tropicalis silvestre , Ctoch1A/loch1A 'y reintegrante . Se muestra en azul, los
datos correspondientes a C. tropicalis silvestre, en rojo a la cepa Ctoch1A/Ctoch1A
y en verde a la reintegrante .GIcNAc= N-Acetil glucosamina, Glc=Glucosa,
Man=Manosa.* p < 0.05 al comparar el contenido de la glucosa y manosa de la
cepa Ctoch1Aloch1A con respecto a la cepa silvestre utilizando una prueba T de

Student.

Debido al re-arreglo de componentes de pared celular de esta cepa, se realizé un

ensayo de termosensibilidad probando tres temperaturas diferentes, 28 °C, 37 °C
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y 42 °C. Como se aprecia en la figura 31, la cepa mutante muestra un crecimiento

similar a la silvestre, pero tiene un defecto en el crecimiento a los 37°C y es

incapaz de crecer a los 42 °C.

Figura 31. Ensayo de termosensibilidad de C.

tropicalis silvestre y

Ctoch1A/och1A. Cepa silvestre (arriba) y mutante (abajo) crecidas por 2 dias en

medio YPD sdlido a 28°C (Panel A), 37 °C (Panel B) y 42 °C (Panel C).

Tabla 4. Porosidad relativa de la mutante Ctoch1A/och1A al DEAE-Dextrano.

Cepa Porosidad
Ctwit 55.15 +5.88
Ctoch1A/Ctoch1A* 88.81 + 2.64*
Ctoch1A+CtOCH1 56.90 + 10.49
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* p < 0.05 al comparar la porosidad relativa de Ctoch1A/Ctoch1A con la cepa

silvestre y la reintegrante utilizando una prueba T de student.

Andlisis fenotipico de Ctpmrl1A/Ctpmr1A

Esta mutante presenta termosensibilidad a 37°C, es incapaz de crecera 42 °Cy la
dosis subletal de nourseotricina (10 pg/mL) para C. tropicalis silvestre resulto letal
para esta mutante. Por lo tanto, para poder seleccionar una homocigota sensible a
nourseotricina, después de la expulsiéon del segundo casete de interrupcion, se
utilizé una dosis de 2.5 pg/mL, 3 veces mas baja, ya que a dosis mayores fue
imposible tener clonas viables. En cuanto a la morfologia colonial, esta resulta
amorfa, con pliegues irregulares y un tono opaco. Por otro lado, la morfologia de
las levaduras en medio YPD liquido son muy similares a la silvestre, pero estas
forman grandes aglomerados que llegan a superar las 100 células (Fig. 32. A). En
cuanto a la retencion del colorante azul alciano, el paquete celular es incapaz de
retenerlo (Fig.32 C, Fig 33), lo que sugiere que no hay fosfomananas en esta
mutante, esto debido a la ausencia de N- y O-manosilacion por parte de las

células, que sirven como pilares para el anclaje de las fosfomananas.

86



Fig. 32. Analisis fenotipico de C. tropicalis silvestre y Ctpmr1A/pmr1A. Panel
A, Microscopia de campo claro de levaduras de C. tropicalis silvestre (arriba) y Ct
pmriA/ pmr1A (abajo). Panel B, Morfologia colonial de cepa silvestre (izquierda) y
mutante (derecha). Panel C, Ensayo macroscopico de retencion del colorante azul

alciano.

Una vez que se observé la ausencia de retencion del colorante azul Alciano, se

analiz6 mediante HPAEC el contenido de carbohidratos de la pared celular
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(Fig.34). Los resultados sugieren que la pared celular de Ctpmr1A/ Ctpmr1A tiene
niveles de GIcNAc casi 9 veces mayor que la cepa silvestre, en cuanto a los
niveles de Glucosa, estos se mantienen casi igual, mientras que los niveles de

manosa disminuyeron drasticamente de un 28% hasta un 8.93%.
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Figura 33. Niveles cuantitativos de retencién del colorante azul Alciano por
parte de la cepa Ctpmr1A/Ctpmrl1A. Microgramos totales de colorante unidos por
cepa ajustada a una D.O de 0.2 contenida en 1 mL de azul alciano. * p < 0.05 al
comparar niveles de retencién de colorante de mutante con respecto a C. tropicalis

silvestre y su reintegrante usando una prueba T de Student.
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Fig. 34. Abundancia relativa de componentes de pared celular en la cepa C.
tropicalis silvestre, Ctpmr1A/ICtpmr1A y la reintegrante. Se muestra en azul,
los datos correspondientes a C. tropicalis silvestre, en rojo a la cepa
Cpmr1AICtpmr1A y en verde la reintegrante. GIcNAc= N-Acetil glucosamina,
Glc=Glucosa, Man=Manosa.* p < 0.05 al comparar niveles de NAcGIc y Manosa
de Ctpmr1AICtpmriA con la cepa silvestre y la reintegrante utilizando una prueba

T de Student.

89



Tabla 5. Porosidad relativa de la mutante Ctpmr1A/Ctpmr1A al DEAE-

Dextrano.

Cepa Porosidad
Ctwit 55.15+ 5.88
Ctpmr1ll1lA/CtpmrlA* 92.92 +5.75*
CtpmrllA+CtPMR1 51.90 +9.73

*p < 0.05, valor p de la porosidad de la cepa Ctpmr7A/Ctpmr7A con respecto a la

cepa silvestre y la reintegrante utilizando una prueba T de Student .

Sensibilidad a agentes perturbadores de pared por parte de las mutantes

Para entender mejor el defecto de las paredes celulares de las mutantes
generadas, se realizaron ensayos de susceptibilidad a 3 perturbadores de pared:
Rojo Congo (0 a 4 mg/mL), Blanco de calcoflior (0 a 0.05 mg/mL) e Higromicina B
(0 a 0.66 mg/mL). La mutante Ctoch1A, la mutante Ctpmr14A, y en mucho menor
grado la mutante Ctmnn4A, resultaron ser sensibles al Rojo Congo, mientras que
para el caso del Blanco de calcofltor y la Hygromicina B, solamente las mutantes
CtochlA y CtpmrlA presentaron una sensibilidad importante, indicando un fuerte

defecto en la organizacion de la pared. (Figura 36).
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Figura 35. Las mutantes de pared presentan diferentes grados de
sensibilidad a 3 agentes perturbadores de pared. Levaduras de cada mutante y
sus respectivos controles (Cepa silvestre y reintegrante) fueron incubados en
medio YPD con diferentes concentraciones de 3 diferentes perturbadores (A, Rojo
Congo, B, Blanco de calcoflior y C, Hygromicina B) durante 36 horas, agitacion
de 100 rpm y 30°C. Después de este tiempo, se midid su crecimiento en lector de

placas de ELISA a 600 nm. Los datos fueron normalizados utilizando los
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porcentajes de las cepas crecidas en medio YPD sin agente perturbador, el cual
se consider6é como 100% de crecimiento. Los datos obtenidos fueron resultado de
3 experimentos independientes por duplicado. Para todas las mutantes se
presenté cierto grado de sensibilidad, excepto la mutante Ctomnn4A/mnn4A quien

solo presentd una ligera sensibilidad a dosis altas de Rojo Congo.

Interacciéon de C. tropicalis silvestre y Ct.mnn4A/mnn4A con linea celular de

macrofagos RAW 264.7 ATCC ® y macréfagos diferenciados humanos.

Debido a que anteriormente se habia reportado la importancia de la
fosfomanosilacién en el reconocimiento de C. albicans por parte de macréfagos
murinos (McKenzie et al., 2010) nos preguntamos si existirian diferencias en el
patron de reconocimiento por parte de estos hacia la cepa deficiente en
fosfomanosilaciéon, Ctmnn4A. Para cumplir este objetivo, se hicieron interaccionar
macrofagos murinos de la linea celular RAW 264.7 ATCC® con células de C.
tropicalis tefiidas previamente con naranja de acridina con la finalidad de poder
medir su fluorescencia emitida en caso de ser fagocitadas. La fluorescencia de las
levaduras que quedaron ancladas a la superficie de los macrofagos al no ser
fagocitadas por completo fue eliminada utilizando azul de tripano (Santos et al.,

2014). Las levaduras fagocitadas fueron cuantificadas mediante citometria de flujo.
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Como se muestra en la figura 33, los niveles de células fagocitadas de la cepa
heterocigota de CtMNN4/mnn4A, disminuyeron considerablemente, mientras que
la fagocitosis de la cepa homocigota Ctmnn4A/Ctmnn4A fue practicamente nula.
Por otro lado, la reintegrante restaur0 su capacidad de ser fagocitada
parcialmente. Para validar estos resultados, decidimos repetir el ensayo con
macrofagos humanos diferenciados a partir de PBMCs y para dar un mayor
soporte a nuestros resultados, analizamos los niveles de fagocitosis de C. albicans
silvestre y Camnn4A, la cual es carente de fosfomananas. Estas cepas ya habian
sido estudiadas por McKenzie y colaboradores y nosotros encontramos resultados
muy similares, ya que en la cepa de C. albicans carente de fosfomananas, los
niveles de fagocitosis se redujeron a la mitad aproximadamente, con respecto a la
cepa silvestre. En cuanto a C. tropicalis, la cepa carente de fosfomananas
Ctmnn4A no sufrié fagocitosis significativa, de igual forma que con macréfagos

murinos (Fig.36 y Fig.37).
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Student. Control, fluorescencia basal de macréfagos sin interaccion con

levaduras. **Resultados normalizados a 9 000 células.
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Figura 37. Células de C. tropicalis y C albicans fagocitadas por macréfagos
Humanos. * p< 0.05 con respecto a C. tropicalis silvestre. ** Valor p < 0.05 de C.
albicans mnn4A/mnn4A respecto a C. albicans silvestre NGY152. **Resultados

normalizados a 2000 células.

Tabla 6. Contenido de fosfomananas de C.albicans y C. tropicalis

Contenido de Fosfomananas *

C.albicans 2.75 + 0.06 mg/mL

C.tropicalis 3.39 £0.032 mg/mL

* Contenido neto de fosfomananas de 300 millones de levaduras
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Las fosofomananas y las B-glucanas son reconocidas por el macréfago pero

su exposicion es diferente entre C. albicans y C.tropicalis.

Nuestro siguiente objetivo fue identificar los componentes involucrados en el
reconocimiento y posterior fagocitosis de C. tropicalis. Como se puede observar en
la figura 38. C. albicans es fagocitada més eficientemente que C. tropicalis, esto
podria deberse a la organizacion de la pared ya que esta reportado que la pared
celular de C. albicans es mucho menos porosa que la de C. tropicalis (28.2% Vs
55.15 %) (Estrada-Mata et al., 2015) pero también debido a que C. tropicalis tiene
mayor abundancia de fosfomananas en su superficie con respecto a C.albicans
(Ver tabla 6), por lo que los macréfagos podrian tener acceso a componentes
internos de la pared mas eficientemente en C. tropicalis, tal es el caso de las 1,3-
glucanas, reconocidas por el receptor dectina 1, presente en los macrofagos.
(Netea et al. 2008). Para comprobar esta hipétesis, bloqueamos el receptor
dectina-1 con diferentes concentraciones de laminarina y los enfrentamos a
C. albicans y C. tropicalis bajo las mismas condiciones. Tal y como lo indican
nuestros resultados (Fig.38) , la concentracion necesaria de laminarina para
bloguear el reconocimiento de C.albicans por parte de los macrofagos, fue
insuficiente para tener el mismo efecto sobre C. tropicalis esto muy probablemente
al mayor contenido de fosfomananas de C. tropicalis (Ver tabla 6) y por lo tanto,
mayor probabilidad de interaccién entre la fosfomanana y otros receptores como el
receptor galectina 3, el cual reconoce a las fosfomananas en el caso de C.albicans

( Netea et al., 2008) . Debido a que el receptor MR reconoce las N-mananas
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(Netea et al. 2008), nos preguntamos si los oligosacaridos provenientes de las
fosfomananas, podrian bloquear a los macréfagos. Como se parecia en la figura
38, nuevamente las concentraciones de oligosacaridos suficientes de bloquear el
reconocimiento de C. albicans, fueron insuficientes para bloquear el
reconocimiento de C. tropicalis, lo que sugiere fuertemente que a pesar de que las
fosfomananas estan involucradas en el reconocimiento de C. tropicalis, también
las N-Mananas son importantes y muy probablemente debido a la mayor
porosidad de C. tropicalis , el receptor MR del macréfago tenga un mejor acceso a
las N-mananas de C. tropicalis que para el caso de C .albicans. Esto confirma por
un lado que las fosfomananas son reconocidas por los macréfagos, pero son mas
abundantes y probablemente estdn mas expuestas en C. tropicalis debido a su
mayor porosidad. Finalmente, para conocer si los receptores de dectina-1 y MR
llevan a cabo un reconocimiento sinérgico, bloqueamos a los macréfagos con las
concentraciones mas bajas de oligosacaridos de fosfomananas y de laminarina
(10pg/mL+500ug/mL), resultando en un bloqueo total del reconocimiento del
macrofago hacia ambas especies, indicando que tanto las B-1,3-glucanas como
las fosfomananas estan involucradas en el reconocimiento por parte del

macrofago en ambas especies.
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Figura 38. B-glucanas y fosfomananas estan involucradas en el apropiado

reconocimiento y fagocitosis por parte del macrofago. A. Levaduras de

C. albicans NGY152 y Ct.Wt (MYA-3404), fueron enfrentados con macréfagos
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previamente blogueados con diferentes concentraciones de laminarina y su
habilidad para fagocitar ambas cepas fue medida por citometria de flujo. B.
Combinaciones de diferentes concentraciones de laminarina y fosfomananas
fueron utilizadas para bloquear los macrofagos y llevar a cabo una posterior
interaccién con ambas especies de Candida. Se aprecia que existe un efecto
sinérgico, ya que a dosis minimas de laminarina + fosfomananas, ocurre un
bloqueo total del macréfago, dejandolo incapaz de fagocitar a ambas cepas de
Candida. * p< 0.05 al comparar niveles de fagocitosis de levaduras con previa
incubacion de los macréfagos con agente bloqueante con respecto a interacciones

efectuadas sin agente bloqueante.

Las mutantes de pared tienen una virulencia atenuada en un modelo de
Galleria mellonella

Para entender si los defectos de la pared celular en las tres diferentes mutantes
contribuyen a cambios en la virulencia de C. tropicalis, se enfrentaron las mutantes
con larvas de G. mellonella. Tanto la mutante Ctoch1A como Ctpmr1A poseen una
virulencia atenuada importante, mientras que la mutante carente de fosfomananas,
Ctmnn4A, resultoé tener una virulencia atenuada de manera moderada (Fig. 39).
Estos datos sugieren fuertemente que la organizacion correcta de la pared celular

contribuye a la virulencia de C. tropicalis.
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Figura 39. Las mutantes C.tmnn4A/Ctmnn4A, Ctoch1A/Ctoch1A y
Ctpmr1A/Ctpmr1A presentan virulencia atenuada. Alicuotas conteniendo 4X108
células fueron inyectadas en la hemolinfa de larvas de G. mellonella y su
supervivencia fue monitoreada a diario durante 10 dias; lapso que dur6 el
experimento. Se montaron 3 experimentos independientes en grupos de 10 larvas
cada uno. Se us6 un grupo control donde se inyecté el mismo volumen de PBS
estéril y los controles correspondientes, CtWt (MYA-3404) y las respectivas
reintegrantes (en el grafico se muestran como Reint). La mutante
C.tmnn4A/Ctmnn4A 'y en mucho mayor grado Ctoch1A/Ctoch1A 'y
Ctomr1A/Ctpomr1A presentan una atenuacion en la virulencia. *P < 0.05, al
comparar viabilidad de cada una de las cepas respecto a la cepa silvestre y su

reintegrante utilizando una prueba T de Student .
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La pérdida de N-mananas y O-mananas de proteinas de pared, pero no asi de
fosfomananas, afectan la produccion de citocinas de las células

mononucleares de sangre periférica humana (PBMNC’s).

Nuestro siguiente objetivo fue determinar la relevancia de cada uno de los 3
componentes de pared celular estudiados durante la interaccién de C. tropicalis
con PBMC’s. Las células vivas de C. tropicalis silvestre estimularon una
produccion baja de las 4 citocinas medidas (IL-6, TNF-a, IL-10 e IL-1B8) y en
mucha mayor cantidad cuando estas se inactivaron por calor (HK), debido a que
exponen sus componentes internos (f1,3-glucanas y quitina). (Perez-Garcia et al;
2016).(Figura 40). Cuando las células fueron beta-eliminadas (rasurado de O-
mananas), se observé un aumento en la estimulacion de IL 1-B, y en menor
medida para IL 1-10, indicando que las O-mananas juegan un papel de
enmascaramiento de los componentes internos de pared. Con respecto a la
mutante carente de fosfomananas Ctmnn4A, no se observé un cambio significativo
en la produccion de las 4 citocinas probadas, con respecto a la cepa silvestre y el
control de reintegracion; tanto las células vivas, beta eliminadas e inactivadas por
calor estimularon a los PBMC’s de manera similar que la cepa silvestre, sugiriendo
que las fosfomananas no juegan un papel mayor de enmascaramiento de los
componentes internos de pared hacia los PBMC’s. Para el caso de la mutante
carente de N-mananas, Ctoch1A, la células vivas estimularon a los PBMNC’'s a
producir una mayor cantidad de IL-6, TNF-a e IL-13, pero interesantemente, las

células inactivadas por calor y beta eliminadas estimularon la produccion de
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citocinas de manera similar a la cepa viva para las cuatro citocinas probadas,
mientras que el control de reintegracion estimulé nuevamente una sobre
produccion de las cuatro citocinas cuando se inactivd por calor. La mutante nula
viva Ctpmr1A, carente de N-mananas y O-mananas, estimul6 de manera
importante una sobre produccién de las cuatro citocinas probadas y, nuevamente,
dicha mutante beta- eliminada e inactivada por calor no generé un aumento
importante en la produccién de citocinas como lo hace la cepa silvestre y el control
de reintegracion; sin embargo, la mutante viva por si sola fue capaz de estimular la
produccion de niveles de IL-10 y de IL 1-B similares a las inactivadas por calor.
Los aumentos medianamente importantes de citocinas que produce la mutante
carente de N-mananas indican que estas ejercen un enmascaramiento de los
componentes de pared; sin embargo, la ausencia de ambas estructuras, tanto N-
como O-mananas, conllevaron a una sobre estimulacién similar a la cepa
inactivada por calor, lo que indica que las O-mananas juegan un papel muy
importante en el enmascaramiento de los componentes internos de la pared

celular.
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Figura 40. La pérdida de mananas afecta la capacidad de C. tropicalis para
estimular los PBMCs. Las levaduras se co-incubaron con PBMCs durante 24
horas y los sobrenadantes fueron rescatados para cuantificar los niveles de 4
citocinas, tanto pro-inflamatorias como anti-inflamatorias. Los resultados
mostrados corresponden a las interacciones de cada cepa con 6 donadores sanos
diferentes. Cada ensayo fue hecho por duplicado. Los resultados se muestran
como (media £ SD). Para todos los casos la produccion de citosinas fue
estadisticamente significativa con respecto al control de monocitos solos. Para el
resto de las interacciones, * p < 0.05, al comparar la produccién de citosinas de la
interaccidn en cuestidén con la produccion de citosinas de la interaccion PBMNC y

cepa silvestre CtWt utilizando una prueba Wilcoxon-Mann-Whitney.
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Discusion

En este estudio se dilucidd la contribucion en el reconocimiento por parte del
sistema inmune innato de la N y O glicosilacion de proteinas de pared celular de
C. tropicalis. Se identificaron 3 ort6logos de C. albicans involucrados en 3 rutas
biosintéticas muy importantes de la pared celular; la fosfomanosilacién, la N-
glicosilacion y la glicosilacion global de la pared, que abarca la N y O glicosilacion.
Esto se logré6 mediante analisis tipo BLAST que arrojaron grandes similitudes e
identidades entre tres posibles ortélogos con genes previamente estudiados de C.
albicans. Por un lado, estudiamos el gen Ct.MNN4 que result6 estar involucrado
en la ruta biosintética de fosfomanosilacion, al llevar a cabo la complementacion
de la funcion de CaMNN4 en una mutante nula de C. albicans, Camnn4A,
logrando restaurar la sintesis de fosfomananas; esto fue corroborado mediante la
restauracion en la retencion del colorante azul alciano. Por otro lado, nos
interesaba conocer cudl seria el aporte de la N-glicosilacién en la pared celular de
C. tropicalis en el reconocimiento inmune innato, por lo que decidimos buscar un
ortélogo de CaOCH1, cuyo producto génico se sabe que es una a1,6-
manosiltransferasa que inicia el alargamiento del nlcleo de azucares anclado a la
secuencia consenso de N-glicosilacidon. Encontramos que OCHL1 es el gen
ortélogo en C. tropicalis, ya que logré restaurar la morfologia colonial y de
levadura tipica en una mutante de C. albicans carente de OCH1, también se
restaurd la sensibilidad a tres perturbadores de pared celular y los niveles de N-

glicosilacion de la proteina reportera Hex1 fueron restaurados a niveles silvestres.
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Estos datos sugieren que a pesar de que los productos génicos de MNN4 y OCH1
de C. albicans tienen diferencias en cuanto a tamafio y secuencia con respecto a
los de C. tropicalis, son los dominios conservados presentes en los genes de
ambas especies lo que es crucial para que lleven a cabo su funcién, ya que los
niveles de restauracion fueron muy cercanos a los silvestres.

Por otro lado, dentro del grupo de trabajo, se habia encontrado un ortélogo del gen
CaPMR1, cuyo producto es una ATPasa tipo P que dota a las manosiltransferasas
de aparato de Golgi de cationes Ca?*/Mn?*, restaurando en Capmri1A el fenotipo
silvestre. Una vez que se encontraron los correspondientes ortélogos, se
interrumpieron los tres genes en la cepa de C. tropicalis ATCC ® MYA-3404™
mediante la metodologia “Sat 1 flipper” (Reuss et al; 2004). La mutante Ctmnn4A
presentd una morfologia igual a la silvestre, pero tuvo una nula retencién por parte
del colorante azul alciano. Esto confirmd que CtMNN4 esta involucrado en la ruta
de fosfomanosilaciébn en C. tropicalis y tiene como funcion codificar para el
regulador de fosfomanosilacién que hasta la fecha se desconoce su funcion, esto
se supo por la complementacion del gen en C. albicans mnn4A/mnn4A y porgque
de acuerdo a un analisis in silico de la proteina codificada por este marco de
lectura abierto, presenta un dominio LicD, también presente en CaMNN4, y al igual
qgue el ortdlogo en C. albicans, hay ausencia de un dominio de glicosiltransferasa
para dar pauta a que se trataria de una fosfomanosiltransferasa. Por otro lado, su
homologia con fosfomanosiltransferasas reportadas en C. albicans es mucho
menor. Anteriormente ya se habia descrito que la fagocitosis de una mutante

carente de fosfomananas de C. albicans por parte de macréfagos murinos se
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decrementaba a la mitad (McKenzie et al., 2010), por lo que nos preguntamos cual
seria el efecto de esta interaccion en la mutante carente de fosfomananas de C.
tropicalis. Nuestros datos sugieren que la fagocitosis de C. tropicalis es mayor
que la de C .albicans, pero hay ausencia de fagocitosis de la cepa Ctmnn4A/mnn4
por parte de los dos tipos de macréfagos empleados, lo que indica que las
fosfomananas en C. tropicalis son aln mas criticas para el reconocimiento por
parte de los macréfagos que las fosfomananas de C. albicans , por un lado esto
podria ser debido a su mayor abundancia y probablemente a una mayor
exposicién debido a la mayor porosidad de la pared de C.tropicalis con respecto a
la de C.albicans (Eine -Estrada et al., 2015).El patron diferencial en el
reconocimiento por parte de los macréfagos podria deberse a que el tamafio de
las fosfomananas es diferente entre ambas especies. Para el caso de C.tropicalis
los residuos son mas cortos (M1 a M5) con respecto a los de C.albicans (M1 a M8)
y muy probablemente a que estén expuestas de manera diferente entre C.
tropicalis y C. albicans debido a su porosidad la cual también es diferente (Eine -
Estrada et al., 2015). Tanto la laminarina como los oligosacaridos de las
fosfomananas fueron suficientes para bloquear el reconocimiento de los
macréfagos hacia C.tropicalis pero en concentracione mayores a aquellas que
fueron necesarias para que el macréfago deje de reconocer a C.albicans, esto
sugiere fuertemente que las fosfomananas aparte de ser mas abundantes en C.

tropicalis , podrian estar mas expuestas en C. tropicalis.
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Para conocer la contribuciéon de la N-glicosilacion de proteinas de pared de C.
tropicalis, se gener6 una mutante con defecto en esta ruta, esta cepa carece de la
elongacion del nucleo preformado en el reticulo endoplasmico, Ctoch1A.

El analisis fenotipico de esta mutante revel6 un defecto en el crecimiento a los 37
°C y nulo crecimiento a los 42°C, mientras que la cepa silvestre crece sin
problema alguno; esto nos habla que muchas proteinas vitales de pared celular al
tener un defecto en la N-glicosilacion, podrian tener una pérdida de funcionalidad
a temperaturas mayores a la 6ptima, ocasionando una desestabilizacion de la
pared celular. Esta cepa también presenta una serie de agregados celulares, este
fendbmeno previamente ya se habia descrito en CaochlA (Bates et al; 2006) y se
observé que las células se despegaban después de un tratamiento con quitinasa o
bien mediante rompimiento mecénico fuerte (Bates et al; 2006), lo que sugiere que
las células hijas no se logran separar por completo durante la gemacion. Esto
podria deberse a que cambios en el arreglo de los azucares de pared o bien la
pérdida de N-glicosilacion de las propias quitinasas de pared celular, ocasiona
cierto grado de pérdida de funcién. Para conocer la organizacion de la pared
celular de esta mutante, se hizo la determinacion de abundancia relativa de
azucares, donde se determiné que habia una importante disminucién de manosa,
pasando de 29.48 % a 6.85 %. Esta manosa residual muy probablemente
corresponde al nucleo de la N-glicosilacion y las O-mananas aun presentes en las
proteinas de pared; esto concuerda con la fosfomanosilacién residual observada
en los ensayos del colorante azul alciano ya que al no abatirse por completo,

sugiere que hay fosfomanosilacion en las O-mananas y en mucha menor
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proporcién al nucleo de N-glicosilacion. Por otro lado, también ocurrid un ligero
aumento en la quitina, pero los niveles de glucosa aumentaron en un 25%, lo que
sugiere fuertemente que hubo una compensacion por parte de las glucanas para
compensar la ausencia de las N-mananas. Este resultado es diferente a lo que
ocurrio en la mutante nula de C. albicans och1A, donde si bien se observo también
un aumento en los niveles de glucosa, esta mutante también tuvo un aumento en
los niveles de quitina de manera significativa, lo que nos habla que C. tropicalis y
C. albicans tienen efectos diferentes al activar la ruta de integridad de pared
celular.

Finalmente se gener6é una mutante CtpmrlA/ pmr1A, la cual tiene un defecto en
una ATPasa tipo P que suple a las manosil transferasas de Golgi de los cationes
que funcionan como cofactores de estas, como consecuencia tuvimos una cepa
carente de N y O-manans y cuya morfologia es similar a la cepa silvestre pero
ésta forma agregados celulares en medio liquido, presenté un defecto en el
crecimiento a los 37° C y pérdida de viabilidad a los 42°C. Para conocer cudl era
su arreglo de la pared celular, se determiné la abundancia relativa de azucares de
la pared celular, donde se encontré que los niveles de quitina habian aumentado
nueve veces mas, pasando de un 3.92% hasta un 35.95%, mientras que la
glucosa habia disminuido ligeramente y la manosilacién habia disminuido de un
28% hasta un 8.93 %. Este re arreglo en el contenido de azucares es muy
diferente al de la mutante nula de CapmrlA (Bates et al; 2005), ya que en esta
mutante, los niveles de quitina no cambiaron, los niveles de manosa pasaron de

39% a un 8%, pero los niveles de glucosa pasaron de un 60% en la silvestre a un
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90% en la mutante ( Bates et al, 2005), lo que nos habla que mientras que en C.
albicans la levadura compenso la falta de mananas con glucana, en C. tropicalis
se compensaron con quitina, enfatizando nuevamente que la ruta de integridad de
la pared celular tiene efectos diferentes entre ambas especies. Finalmente, se
aprecia que los niveles de manosa no se decrementan por completo en CtpmriA
como ya se esperaba, tampoco sucedié en la mutante nula de C. albicans pmr1A (
Bates et al; 2005) , esto es debido a que existe O-manosilacion residual llevada a
cabo en el reticulo endopldsmico, asi como sigue presente el nucleo de la N-
glicosilacion preformado también en reticulo endoplasmico; sin embargo la
mutante CtpmrlA tiene una nula capacidad de union al colorante Azul alciano, lo
que sugiere que carece de fosfomananas y por lo tanto las N y O-glicanas estan
truncas en esta mutante . Debido a que la fosfomanosilacion se abatié por
completo en CitpmriA, a diferencia de la mutante carente de N-glicanas, que
presenta cierto grado de fosfomanosilacion, nos indica que C. tropicalis tiene
fosfomanosilacion tanto en N-mananas como O-mananas. Para determinar la
contribucion de la manosilacion de proteinas de pared de C.tropicalis en el
reconocimiento por parte del sistema inmune, las tres mutantes se enfrentaron con
PBMNC’s. La mutante carente de fosfomananas estimuléo de manera similar a la
cepa silvestre, también lo hizo el control de reintegracion, lo que sugiere que las
fosfomananas no juegan un papel mayor en la estimulacion de los PMBNC’'s a
pesar de su mayor porosidad, sin embargo también cabe la posibilidad que la
ligera porosidad observada se deba a que al no haber fosfomananas, los

policationes usados en la técnica puedan entrar mas libremente al no haber
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cargas negativas de las fosfomananas como en el caso de la cepa silvestre. Por
otro lado, la mutante carente de N-glicosilacién sobre estimulé de manera discreta
la secrecion TNF-a y en mayor grado IL-1[3, lo que sugiere una contribucion de las
N-mananas al enmascaramiento de los componentes internos de pared, sin
embargo también se debe considerar que esta mutante tiene niveles mayores de
B-glucanas, por lo que esta mayor produccion de citocinas se debe probamente a
la ausencia de N-mananas que no estan para enmascarar a las B-glucanas. La
mutante Ctpmr1A viva, por su parte, estimulé de manera bastante importante a la
produccion de niveles mayores de citocinas a excepcion de la IL-6, indicando que
tanto las N como las O-mananas enmascaran a los componentes internos de la
pared de C. tropicalis, a diferencia de CtWt, la mutante nula Ctpmr1A HK sobre
estimulé de manera importante la secrecion de IL-10, lo que sugiere que el
contenido mayor de B-glucanas de esta mutante interacciona con su ligando, la
Dectina-1, debido a que se sabe que la secrecion de IL-10 se activa al
interaccionar las B-glucanas con Dectina-1 y co estimular la produccién de IL-10
junto con con TLR2. (Reid et al; 2009). Finalmente, se determind el grado de
sensibilidad de las mutantes generadas a diferentes perturbadores de pared,
resultando Ctoch1A y Citpmr1A severamente sensibles indicando una severa
desorganizacion de la pared lo cual se corrobor6 con un aumento bastante
importante de la porosidad, lo que explica la sensibilidad y el mayor
reconocimiento de estas mutantes por parte de los PBMNC’s.
Sorprendentemente, la mutante nula Ctmnn4A presentd una ligera sensibilidad al

rojo congo y una porosidad ligeramente mayor a la silvestre, aunque como ya se
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discutio antes, podria ser un efecto ocacionado por la pérdida de las cargas
negativas, pero también es posible que su ausencia en efecto contribuya a una
discreta desorganizacion de la pared celular. La sensibilidad al rojo congo en esta
mutante no queda clara pero podria deberse a que al tener afinidad por las 3
glucanas y en menor grado por la quitina, la ausencia de fosfomananas haga que
el perturbador tenga mas facil acceso al interior de la célula. Finalmente, se
determind la virulencia de las tres mutantes. Como se esperaba, la virulencia de
Ctoch1A y Ctpmr1A se vio severamente atenuada y en mucho menor grado
Ctmnn44, o que sugiere que la organizacién adecuada de la pared celular de C.

tropicalis es necesaria para llevar a cabo una infeccién en Galleria mellonella.

Conclusiones

El gen CtMNN4 codifica para el regulador de la ruta de fosfomanosilacion en C.

tropicalis.

Las fosfomananas presentes en la pared de C. tropicalis son de gran

importancia en el proceso del reconocimiento de C. tropicalis por parte de los

macrofagos y son cruciales para que pueda ser fagocitada el estadio de levadura.
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El gen CtOCH1, esta involucrado en la ruta biosintética de la N glicosilacion y las
N glicanas son capaces de sufrir fosfomanosilacion en el estadio de levadura de

C. tropicalis.

El gen CtPMR1 funciona en C. tropicalis como una ATPasa que suple a las

manosil transferasas del aparato de Golgi con los iones Mn 2*y Ca 2.

La fosfomanosilacion de proteinas de pared celular de C. tropcialis esta presente
tanto en N-glicanas como en O-glicanas y esta es mas abundante en C. tropicalis

que en C. albicans .

La ruta de integridad de la pared celular llevada a cabo por C. tropicalis tiene

efectos diferentes a los observados en C. albicans.

Las N y O-mananas enmascaran los componentes internos de la pared celular,
por lo que al no estar presentes, ocasionan cambios en la estimulacién de
produccion de citocinas pro y anti-inflamatorias por parte de las células mono

nucleares de sangre periférica Humana.

116



Perspectivas:

1.- Andlisis del tipo de fosfomananas presentes en C. tropicalis, asi como su
localizacion en la pared celular del patégeno.
2.- Determinar el papel de la carga de las fosfomananas en el reconocimiento del

patdgeno por parte del macrofago.
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