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Informacion del centro donde se ha realizado el proyecto

El presente Trabajo de Fin de Grado se ha desarrollado en colaboracion entre el Hospital
Veterinario de la Universidad Europea y la Universidad Complutense, ambos centros ubicados
en Madrid, Espafia.

Por un lado, el trabajo experimental relacionado con técnicas microbioldgicas y técnicas de
biologia molecular se ha llevado a cabo en el Hospital Veterinario de la Universidad Europea
de Madrid. El Hospital Veterinario es una institucion de caracter académica y clinica orientada
a la formacion practica de estudiantes, asi como al desarrollo de actividades asistenciales e
investigadoras en el ambito de las ciencias veterinarias y biomédicas. En el area de laboratorio
se han realizado diferentes metodologias de extraccion y analisis de 4cidos nucleicos, asi como
técnicas de PCR y qPCR orientadas al estudio de microorganismos patogenos.

Por otro lado, las estrategias de edicion genética se han desarrollado en la Universidad
Complutense de Madrid, una institucion académica de referencia en el ambito de investigacion
cientifica, donde disponen de la infraestructura y el conocimiento especializados necesarios
para aplicar herramientas avanzadas de ingenieria genética, como el sistema CRISPR. En este
entorno se han abordado los estudios dirigidos a la modificacion genética y caracterizacion
funcional de genes de interés.

La colaboraciéon entre ambas instituciones ha permitido integrar diferentes enfoques
experimentales, facilitando el desarrollo de un estudio completo centrado en el analisis de la
sefalizacion en la via calmodulina/calcineurina en Candida auris, asi como en su implicacién
de mecanismos en adaptacion y resistencia a diferentes farmacos antifungicos.
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Resumen

Candida auris es un patéogeno fungico emergente y multirresistente, clasificado por la OMS
como una prioridad critica y con tasas de mortalidad que pueden alcanzar el 30-60%, frente al
cual urge identificar nuevas dianas terapéuticas. La via de sefalizacion calmodulina-
calcineurina y su efector, el factor de transcripciéon Crzl, regulan la termotolerancia, la
integridad de la pared celular y la resistencia a antifingicos, lo que convierte a CRZ/ en una
diana de interés. Este Trabajo de Fin de Grado tuvo como objetivo caracterizar funcionalmente
CRZI en C. auris mediante edicion génica con CRISPR-Cas9 y evaluar, mediante anélisis
bioinformatico, su conservacion evolutiva y su potencial como diana terapéutica. Para ello se
compararon secuencias de CRZI de trece especies fungicas a nivel nucleotidico y proteico,
realizando alineamientos multiples, reconstruccion filogenética, matrices de identidad, analisis
del dominio de dedos de zinc mediante logo de secuencia y proyeccion de la conservacion por
residuo sobre el modelo estructural AlphaFold. En paralelo, se abordd experimentalmente la
delecion de CRZI mediante un sistema cldsico de recombinacion homologa y la preparacion
del sistema CRISPR-Cas9. El analisis revelo que Crzl presenta una organizacion modular, el
dominio de unién a ADN de tipo C2H2 esta totalmente conservado entre los cinco clados de
C. auris (100%) y se mantiene conservado a escala pan-fingica (70-93%), mientras que el resto
de la proteina diverge. La parte experimental permitid optimizar las condiciones de
amplificacion de los componentes del cassette y verificar los plasmidos, quedando pendiente
la obtencion de los mutantes. En conjunto, el trabajo respalda a CRZ! y a la via calmodulina-
calcineurina como una diana antifungica prometedora y potencialmente de amplio espectro.

Palabras clave: Candida auris; CRZI; calmodulina-calcineurina; dedos de zinc C2H2;
resistencia antifungica; CRISPR-Cas9; conservacion evolutiva; diana terapéutica

Introduccion

Marco global de infecciones fungicas

Las infecciones fingicas invasivas estan teniendo cada vez mas peso en la salud global debido
al incremento de casos a lo largo de estas tltimas décadas. Las patologias que producen las
infecciones fungicas normalmente afectan a pacientes inmunocomprometidos u hospitalizados,
presentando un alto indice de morbilidad y mortalidad. El auge de este tipo procesos
infecciosos por hongos en parte es debido al incremento de uso de terapias inmunosupresoras,
trasplantes y tratamientos oncoldgicos, donde en este tipo de tratamientos se produce una
supresion del sistema inmune siendo més fécil la infeccion por hongos. Uno de los patdégenos
mas importantes en este proceso de infeccion micdtica son las especies relacionadas con el
género Candida, responsables de una parte significativa de casos de infecciones nosocomiales,
incluyendo candidemia e infecciones sistémicas graves. Muchas de las especies de este género
han sido estudiadas en profundidad debido a su capacidad de establecerse en tejidos humanos



y causar afecciones en huéspedes inmunocomprometidos (Seidel et al., 2024; Jenks et al.,
2026).

Candida auris como emergencia

Dentro del género Candida, se encuentra Candida auris, un patégeno fungico con gran interés
clinico. Esta levadura fue descrita por primera vez en 2009 (Satoh et al., 2009), en una infeccién
de oido de un paciente japonés provocando una otitis. A partir de este primer brote, C. auris se
ha expandido globalmente a lo largo de estos afios, detectandose en numerosos paises y
causando brotes hospitalarios (Lee et al., 2011; Lockhart et al., 2017) dificiles de contener. Una
propiedad que la caracteriza respecto a otras especies de su mismo género es su gran capacidad
de adherirse y persistir en diferentes entornos (Piedrahita et al., 2017; Bing et al., 2023), como
las superficies hospitalarias o la piel humana, ademas de ser capaz de transmitirse entre los
pacientes en ambitos sanitarios. La combinacion de estas caracteristicas tan inicas de C. auris
desemboca en un patdogeno que causa infecciones con tasas de mortalidad que pueden alcanzar
un 30-60%, siendo reconocido como un importante problema para la salud publica en todo el
mundo. Su impacto clinico y su resistencia a diferentes antifingicos ha provocado que la OMS
(Organizacion Mundial de la Salud) (World Health Organization, 2022) clasifique a C. auris
como un patdégeno fungico de prioridad critica (Satoh et al., 2009; Lockhart et al., 2017; Jenks
et al., 2026).

Resistencia antifungica y necesidad de nuevas dianas

Al caracterizar C. auris se descubrid su gran resistencia a diferentes tipos de antifingicos tales
como azoles, polienos y en algunos casos equinocandinas (Lockhart et al., 2017; Fakhim et al.,
2017). Esta caracteristica tan diferencial es un desafio ya que limita las opciones terapéuticas
disponibles y dificulta el tratamiento de micosis producidas por C. auris. El interés por
descubrir nuevas dianas terapéuticas relacionadas con los mecanismos de virulencia y
adaptacion al estrés en este patdgeno esta en pleno crecimiento (Mufioz et al., 2018). Es por
eso por lo que, entender las vias de sefializacion celular que regulan las respuestas al estrés y
la resistencia a distintos farmacos antifingicos es clave para comprender el funcionamiento de
C. auris y poder desarrollar nuevas estrategias terapéuticas (Lockhart et al., 2017; Fakhim et
al., 2017; Munoz et al., 2018).

La via calmodulina-calcineurina

Una de las vias de sefializacion micoticas mas importantes que producen patogenia es la via de
senalizacion dependiente de calcio mediada por la calcineurina (Cha et al., 2025). La
calcineurina es una fosfatasa dependiente de calcio/calmodulina que se encuentra conservada
en organismos eucariotas, ya que interviene en varios procesos celulares incluyendo la
respuesta al estrés, la integridad de la pared celular y la adaptacion a condiciones ambientales
adversas. En algunos hongos patogénicos como Candida albicans y Cryptococcus neoformans
esta via tiene un papel crucial en la virulencia y la susceptibilidad a los antiflingicos. Por otro
lado, en C. auris hay estudios recientes que apuntan que la via calcineurina regula procesos
que son clave como la termotolerancia, la integridad de la membrana celular o la resistencia a



diferentes tipos de antifiungicos (Cha et al., 2025). Es por eso por lo que, segln estos estudios,
esta via podria ser una diana prometedora a la hora de desarrollar nuevos tratamientos
antifingicos (Cha et al., 2025).

Papel del factor de transcripcion CRZ1

En la via calcineurina-calmodulina, se encuentra el factor de transcripcion Crzl, siendo uno de
los principales reguladores transcripcionales de esta via resumida en la Figura 1. CRZI
pertenece a la familia de los factores de transcripcion con dedos de zinc de tipo C2H2, el tipo
de dominio de unién a ADN maés extendido en eucariotas (Najafabadi et al., 2015); cada dedo
coordina un ion de zinc (Zn?") a través de dos cisteinas y dos histidinas, lo que estabiliza una
estructura compacta cuya hélice a se inserta en el surco mayor del ADN para reconocer
secuencias especificas en los promotores de sus genes diana. Este factor de transcripcion es
activado por una desfosforilacion mediada por calcineurina, una vez activado, CRZI se
transloca al nticleo y media la expresion de genes involucrados en la homeostasis del calcio, la
sintesis de la pared celular y la respuesta a diferentes tipos de estrés celular (Cha et al., 2025).
Diversos estudios han demostrado que la eliminacion o alteracion de este factor en distintas
especies fungicas ha provocado dificultades en estos microorganismos para adaptarse a
diferentes condiciones de estrés ambiental y ha provocado cambios en la susceptibilidad a
ciertos farmacos antifiingicos (Cha et al., 2025), lo que sugiere que este factor desempena un
papel clave en la fisiologia y patologia de los hongos. Sin embargo, el papel que tiene CRZ1
en C. auris no esta caracterizado del todo (Cha et al., 2025).

Cch1-Mid1 channel
Ca» © °
L] L] °

-
FK506
Cyclosporin A
v Cell membrane stress response  Azole tolerance

in tolerance y  ERstress response
i Cell wall stress response Extreme thermotolerance Nucleus |

Figura 1. Via de sefializacion mediada por calcineurina que regula la resistencia y virulencia en Candida auris. La entrada de
Ca*" mediante el canal Cch1-Midl desencadena la activacion del complejo calcineurina (Cnal) en presencia de los cofactores
Cnbl y Cmdl, lo que facilita la desfosforilacion y translocacion nuclear de Crzl. Este factor de transcripcion, junto con otros
factores de transcripcion, controla la expresion de genes responsables de la tolerancia a azoles, respuestas al estrés del reticulo
endopldsmico, integridad de la pared celular y extrema termotolerancia La ciclosporina A y FK506 actiian como inhibidores
especificos de calcineurina. Adaptado de Cha et al., (2025).

Uso de CRISPR-Cas9 para edicion genética

Muchos avances tecnologicos desarrollados durante estos Ultimos afios han permitido usar
herramientas de edicion genética como CRISPR-Cas9. Este sistema de edicion genética ha



revolucionado el estudio funcional de diversos genes en multitud de organismos (Doudna &
Charpentier, 2014). CRISPR-Cas9 es una herramienta que permite inducir mutaciones o
incluso delecionar genes de manera especifica facilitando asi la caracterizacion de su funcion
fisiologica. El uso de esta herramienta en diversos hongos ha permitido desarrollar sistemas
eficientes y reciclables de edicion genética que permiten disefiar mutantes de manera rapida y
precisa (Nguyen et al., 2017), asi como sistemas de integracion transitoria que mejoran la
eficiencia de la edicion sin necesidad de integracion estable (Min et al., 2016). El uso de estas
herramientas ha permitido identificar genes relacionados con mecanismos de virulencia,
resistencia a antifungicos y adaptaciones al huésped, aportando informacion relevante para el
desarrollo de nuevas dianas farmacoldgicas (Doudna & Charpentier, 2014; Min et al., 2016;
Nguyen et al., 2017).

Sistema de edicion mediante CRISPR-Cas9

Tras la consolidacion de la tecnologia CRISPR-Cas9 como herramienta de edicion genética en
hongos patdgenos, distintos trabajos han optimizado su uso en levaduras no modelo. En ese
sentido, el sistema descrito por Nguyen et al. (2017) en C. albicans constituye la base de
muchas de las adaptaciones actuales a C. auris, permitiendo una edicion eficiente mediante
Cas9 y ARNg expresados de forma modular (Nguyen et al., 2017; Sofras et al., 2025)

En este trabajo se emplea como estrategia principal el sistema HIS-FLP, una herramienta
adaptada a C.auris en la que Cas9 se expresa bajo el promotor de CauENOI! y el ARNg bajo
SNR52, integrandose en el locus de HIS1. Este sistema incluye ademds seleccion con
nourseotricina (NAT1) y escision del cassette mediante recombinasa FLP, facilitando la
obtencion de mutantes sin marcador (Nguyen et al., 2017; Sofras et al., 2025).

Caracterizar funcionalmente el gen CRZ! en C. auris mediante la tecnologia CRISPR-Cas9 es
crucial para averiguar el papel que desempena en la respuesta al estrés para desarrollar nuevas
dianas terapéuticas y tratar de combatir infecciones causadas por este patdgeno emergente.

Relevancia y enfoque de sostenibilidad

Este trabajo se enmarca en el Objetivo de desarrollo Sostenible 3 (Salud y bienestar) y, en
particular, en su meta de combatir la resistencia a los antimicrobianos (RAM), reconocida por
la OMS (World Health Organization, 2022) como una de las principales amenazas para la salud
publica mundial. La inclusion de C. auris en la lista de patogenos fungicos de prioridad critica
de la OMS (World Health Organization, 2022) subraya la urgencia de desarrollar nuevas
estrategias terapéuticas; en este sentido, la identificacion y validacion de dianas como CRZ! y
la via calmodulina- calcineurina contribuye a la busqueda de antifingicos frente a un patégeno
multirresistente. Asimismo, el trabajo se relaciona con el ODS 9 (Industria, innovacion e
infraestructura), por el empleo de herramientas biotecnologicas avanzadas (edicion génica
CRISPR-Cas9 y andlisis bioinformético), y con el ODS 17 (Alianzas), al desarrollarse
mediante la colaboracion entre instituciones académicas y sanitarias.



Objetivos

El objetivo general de este Trabajo de Fin de Grado es el desarrollo de cepas mutantes de C.
auris mas susceptibles al fluconazol mediante el uso del sistema de edicion de CRISPR-Cas9.
Este enfoque se dirige hacia el estudio de genes implicados en la resistencia a antifungicos, con
el fin de contribuir a la comprension de los mecanismos de susceptibilidad y potenciales
estrategias terapéuticas frente a este patogeno.

De forma complementaria, se plantea un estudio bioinformatico del gen CRZ1, con el objetivo
de analizar su grado de conservacion a nivel genético y proteico, entre diferentes especies
fungicas. Este analisis permitira evaluar el potencial de CRZ/ como diana terapéutica, asi como
determinar si estas dianas presentan un caracter de amplio espectro o si por el contrario son
especificas para determinadas especies, en funcion de su grado de conservacion evolutiva.

Para alcanzar estos objetivos generales, se han establecido los siguientes objetivos especificos:

- Identificar regiones conservadas del dominio C2H2 de Crzl, implicadas en regular
termotolerancia, integridad de pared celular y resistencia a antifungicos mediante
analisis filogenético, conservacion por residuo y modelado estructural.

- Disenar y optimizar ARN guia (ARNg) especificos dirigidos a CRZI en Candida auris,
evaluando su eficiencia y especificidad mediante herramientas bioinformaticas
(CHOPCHOP, CRISPOR).

- Generar y validar los cassettes moleculares para dos estrategias complementarias, el
uso de CRISPR-Cas9 con sistema HIS-FLP, y el uso de recombinacién homdloga
clasica con marcador de nourseotricina (NAT1).

- Generar mutantes Acrz/ en C. auris con el fin de evaluar su implicacién en la
susceptibilidad a antifingicos.

- Valorar el potencial de Crzl como diana terapéutica antifingica integrando la evidencia
bioinformatica y del desarrollo de herramientas experimentales para su caracterizacion
funcional.



Materiales y métodos

Analisis bioinformatico conservacion de CRZ1

Obtencion de secuencias

Las secuencias nucleotidicas y proteicas del gen CRZ! se obtuvieron a partir de bases de datos

publicas como el National Center Biotechnology Information, Candida Genome Database,
Saccharomyces Genome Database y Uniprot. Se identificaron y seleccionaron los genes
ortdlogos de CRZI en distintas especies fungicas relevantes, todas ellas representadas en la
Tabla 1.

Tabla 1. Microorganismos incluidos en el analisis bioinformatico: especie, cepa/aislado, clado o grupo y localizacion génica

de CRZI.
N° | Especie Cepa/Aislado | Clado/Grupo Localizacion genética de
CRZI
1 C. auris Bg8441 Clado I Cromosoma 3
2 C. auris B11220 Clado II Cromosoma 3
3 C. auris B12037 Clado I Cromosoma 3
4 C.auris B11244 Clado IV Cromosoma 3
5 C. auris IFRC2087 Clado V Cromosoma 3
6 C. albicans SC5314 Cepa de referencia Cromosoma 3
7 C. glabrata CBS138 — Cromosoma M
8 C. parapsilosis CDC317 Complejo Contig/Contiguo
parapsilosis
9 C. dubliniensis CD36 — Cromosoma 3
10 | C. metapsilosis BP57 — Desconocido
11 | C. orthopsilosis Co 90-125 — Cromosoma 3
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12 | Aspergillus fumigatus | Af293 Outgroup Cromosoma 1

13 | Saccharomyces S288C Levadura modelo Cromosoma 14
cerevisiae

Traduccion de secuencias

Las secuencias de nucleodtidos se tradujeron a proteina aplicando el codigo genético nuclear
alternativo de levaduras (Ohama et al., 1993; Santos & Tuite, 1995) en el que el codon CUG
se traduce como serina en las especies del clado CTG (C. auris, C. albicans, C. dubliniensis,
C. parapsilosis, C. orthopsilosis y C. metapsilosis) y el codigo estandar a C. glabrata y S.
cerevisiae. La traduccion se verifico comprobando la integridad del marco abierto de lectura
(ausencia de codones de terminacion externos).

Control de calidad

Antes del analisis comparativo, la orientacion de los marcos de lectura se verifico con NCBI
ORFfindery la identidad taxondmica de cada secuencia mediante BLAST (Altschul et al., 1990)
frente a la base de datos no redundante. El nivel de anélisis (nucleotidico o proteico) se decidid
evaluando la saturacion de la sefal a partir de la matriz de distancias.

Alineamiento multiple de secuencia

Una vez identificado en qué parte del genoma se encuentra este gen en cada uno de los
microorganismos, se realizé un alineamiento multiple de secuencias. Este alineamiento se hizo
utilizando el software MAFFT (Multiple Aligment using Fast Fourier Transform) (Katoh &
Standley, 2013), empleando el algoritmo L-INS-i, indicado para conjuntos reducidos de
secuencias homologas.

Calculo de matrices de identidad

A partir de los alineamientos se calcularon las matrices de identidad de aminoacidos por pares
(matriz de sustitucion BLOSUMSG62), de forma independiente para la proteina Crzl completa y
para el dominio de dedos de zinc C2H2 (residuos 437-524 segtin la numeracion de C. auris),
con el fin de comparar la conservacion global frente a la del dominio funcional.

Analisis filogenético

El arbol filogenético se reconstruyé en MEGA (Stecher et al., 2025) a partir del alineamiento
proteico mediante el método Neighbor-Joining (o Maxima Verosimilitud) empleando el
modelo de sustitucion JTT y evaluando el soporte de los nodos mediante bootstrap. Se enraizd
con A. fumigatus como grupo externo. Las distancias evolutivas entre clados de C. auris se

estimaron con el modelo de Maxima Verosimilitud Compuesta (Maximum Composite
Likelihood).
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Logo de secuencia del dominio C2H2

La conservacion posicion a posicion del dominio C2H2 se representd mediante un logo de
secuencia generado con WebLogo 3 (Crooks et al., 2004), a partir del recorte del alineamiento
correspondiente a los tres dedos de zinc, expresando la altura de cada residuo en bits de
informacion.

Prediccion estructural y analisis de dominios proteicos

Las estructuras tridimensionales fueron obtenidas mediante herramientas de prediccion in
silico como AlphaFold (Jumper et al., 2021; Varadi et al., 2022) y bases de datos proteicas
como Protein Data Bank.

Las estructuras predichas se visualizaron y analizaron utilizando el software de modelado
molecular llamado PyMOL (version 3.1.8) (Schrodinger, 2024), esto permitié examinar la
organizacion tridimensional de la proteina.

Conservacion por residuo y analisis estructural

El modelo estructural tridimensional de Crzl de C. auris se obtuvo de la base de datos de
AlphaFold (UniProt AOA2H0ZWDO0), considerando los valores de confianza pLDDT por
residuo. La conservacion evolutiva por residuo se calculd con el servidor ConSurf (Ashkenazy
et al., 2016), que asigna a cada posicién un grado de conservacion en una escala de 1 (variable)
a 9 (conservado); dichos grados se proyectaron sobre la estructura y se visualizaron en PyMOL
(v3.1.8). Se identificaron los residuos coordinadores del Zn?* (cisteinas e histidinas) y se
compararon los grados medios de conservacion del dominio C2H2 frente al resto de la proteina.

Reproducibilidad

En todos los andlisis se documentaron las herramientas y versiones empleadas (MAFFT,
MEGA, Jalview, WebLogo 3, ConSurf, AlphaFold y PyMOL v3.1.8), los parametros no
predeterminados, las bases de datos y los identificadores de las secuencias, con el fin de
garantizar la reproducibilidad.

Microorganismos y medios de cultivos

Microorganismos empleados y tratamiento (condiciones de crecimiento y
almacenamiento)

En este trabajo se empled la cepa de referencia de C. auris del clado I (clado europeo) y la
bacteria Escherichia coli, utilizada en el clonaje y la propagacion de los plasmidos: Ambos
microorganismos se cultivaron de forma rutinaria en medios ricos, YPD para la levadura y LB
para la bacteria, en formato sélido y liquido, a 37°C, los cultivos liquidos disponian de una
agitacion a 160 rpm. El crecimiento se siguié midiendo la densidad dptica a 600 nm utilizando
un espectrofotometro Beckman DU 640. Para su conservacion se mantuvieron a corto plazo a
4 °Cy alargo plazo a -80 °C en glicerol al 40 % (v/v) en C. auris y al 15% en E. coli. El manejo
y conservacion de las cepas se basaron en el protocolo descrito (Sanz Rodriguez, 2021).
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Medios de cultivo empleados

La composicion de los medios empleados se recogen en la Tabla 2. Todos se prepararon con
agua purificada y se esterilizaron en autoclave antes de su uso. Los medios solidos se
obtuvieron afadiendo agar al medio liquido correspondiente. Cuando fue necesario, se
suplementaron con los agentes de seleccion pertinentes (nourseotricina para las cepas de C.
auris y ampicilina para E. coli) (Sanz Rodriguez, 2021).

Tabla 2. Medios de cultivo empleados, su composicion y utilidad en el trabajo.

(100 pg/ml) para la
seleccion de
transformantes
portadores del gen

de resistencia al
antibidtico
correspondiente.

Se afiadio IPTG (20
mM) y X-gal (40 mM)
para la seleccion de
transformantes
portadores de
vectores derivados del
pGEM®-T

Medio de Composicion Utilidad en el trabajo | Casa comercial Referencia
cultivo
YPD (Yeast 2% peptona Medio completo para | Pronadisa (Sherman
extract 2% glucosa el crecimiento de etal.,
Peptone 1% extracto de levaduras. 1986)
Dextrose) levadura Se afiadio
nourseotricina (200
pg/ml) para la
seleccion de
transformantes
Medio 2% glucosa Medio selectivo para | Merck (Sherman
minimo His- transformantes de et al.,
0,5% SO4(NHy), | C. auris portadores 1986)
0,19% mezcla de | del marcador de
aminoacidos seleccion NATI.
0,17% bases
nitrogenadas, sin
histidina
LB (Luria 1% bactotriptona; | Medio rico para el Oxoid (Sherman
Bertani) 0,5% extracto de | crecimiento de etal., F
levadura bacterias. 1986)
0,5% NaCl Se afiadi6 ampicilina
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Extraccion de ADN Gendomico

El ADN genomico de C. auris se extrajo a partir de cultivos en fase de crecimiento logaritmico
mediante un protocolo basado en la formacion de esferoplastos y precipitacion alcohdlica. Se
recogieron 1,5 mL de cultivo y se centrifugaron a 5000 rpms durante 3 minutos, retirando el
sobrenadante con bomba de vacio. El sedimento celular se resuspendié en una mezcla de
digestion de la pared compuesta por 128ul. de EDTA 0,5M (pH 7.4), 0,9 pL de B-
mercaptoetanol, 511uL de sorbitol 1M y SuL. de zimoliasa (10mg/mL), se incub6 en agitacion
durante 1 hora a 37°C para favorecer la digestion enzimatica de la pared celular. A
continuacion, las muestras se centrifugaron 5 minutos a 5000 rpm y se retir6 el sobrenadante
con bomba de vacio.

Los esferoplastos obtenidos se lisaron resuspendiéndolos en 640uL de tampon TE y 32uL de
SDS al 10%, mezclando con suavidad e incubando 30 minutos a 65°C con agitacioén a 700 rpm.

Las proteinas y el SDS se precipitaron mediante la adicion de 160puL de acetato potasico 5 M,
con aparicion de un precipitado blanco caracteristico, seguida de una incubacion de 1 hora en
hielo y centrifugacion durante 30 minutos a 13000 rpm y se retiraron los restos de liquido con
bomba de vacio. Finalmente, el sedimento de ADN se secd a temperatura ambiente y se
resuspendié con 30-50uL de agua ultrapura (Mili-Q).

Extraccion de ADN plasmidico

La extraccion del ADN plasmidico de E. coli se realizé utilizando el kit comercial
NZYMiniprep (Nzytech) o, de forma alternativa, por el método de lisis alcalina (Sambrook et
al., 1989). En ambos procedimientos las células se lisaron con SDS (Dodecilsulfato sddico) en
condiciones alcalinas. A continuacion los restos celulares y las proteinas se precipitaron con
sales de potasio, el ADN plasmidico queda en solucion se recupera por precipitacion con etanol
o isopropanol y se resuspendid en agua o tampén. La manipulacion general del ADN, la
electroforesis en gel de agarosa, PCR y cuantificacion se realizd siguiendo los procedimientos
estandar (Sambrook et al., 1989) y, en su caso, las indicaciones de las casas comerciales. El
protocolo se adapto al descrito por Birnboim y Doly (1979), empleando acetato sédico 3M en
la precipitacion.

Las transformaciones de E. coli se llevaron a cabo siguiendo el protocolo Hanahan
(Hanahan, 1983), segtin el cual se fuerza la incorporaciéon de ADN exogeno en células
competentes mediante un choque térmico a 42 ° C (Sanz Rodriguez, 2021).

Plasmidos y oligonucleotidos empleados

Durante el desarrollo del presente trabajo se utilizaron una serie de plasmidos y
oligonucleoétidos, representados en la Tabla 3 y Tabla 4 respectivamente. Los constructos de
los plasmidos utilizados en este trabajo estan representados en el apartado de Anexos
(incluyendo las siguientes figuras: Figura 1A, Figura 1A.1, Figura 14.2, Figura 2A, Figura
2A4.1) de este trabajo.
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Tabla 3. Plasmidos y sistemas de edicion utilizados, con sus caracteristicas principales y funcion.

Plasmido / Caracteristicas principales Funcion

Sistema

pADH99Cau | Expresion de Cas9 bajo promotor CauENOI, Expresion de Cas9 e
FLP recombinasa, marcador NAT1 parcial y integracion gendmica
region HIS1

pADHI100Ca | Scaffold ARNg, promotor CauSNRS52, marcador | Expresion del ARNgy
u NAT]1 parcial y region HIS1 recombinacion

Sistema HIS- | Sistema CRISPR-Cas9 basado en integracion en | Delecion génica en

FLP HISI y excision mediante FLP Candida auris.
pV1025 Contiene marcador NAT1 y regiones homoélogas | Sistema clasico de
para recombinacion delecion sin CRISPR

Cassette de Regiones homologas 5’ y 3’ de CRZI + marcador | Recombinacioén
donacion de | de seleccion homologa y delecion de
ADN CRZI

Tabla 4. Oligonucleétidos empleados en el trabajo, con su secuencia (5—3") y funcién.

Oligonucleéti | Secuencia (53’ Funcién
dos

AHO1096 GAC GGC ACG GCC ACG CGT | Cebador universal directo utilizado en
TTA AACCGC C la obtencion de los fragmentos Ay C
del sistema HIS-FLP

pADH100 Ca [ CTG TTT TCT GCT GAG GGA | Cebador reverso para obtencion del
u fgmA R GTC GAAC fragmento A del sistema HIS-FLP

pADH100Cau | TGA GCG AGG AGT TTA AAC | Cebador reverso para obtencion del
_fegmB R CCA GC fragmento B del sistema HIS-FLP
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pAD100Cau_f [ AGC AAA CGT AAC GAC GCG | Cebador reverso para obtencion del
gmC R fragmento C del sistema HIS-FLP
gRNAS79F C | ACT CCC TCA GCA GAA AAC | Cebador directo para obtencion del
RZ1 AAA TGT CCG CTG TAC CAC | fragmento B del sistema HIS-FLP,
CAA GTT TTA GAG CTA GAA | incluye la guia especifica para
ATA G CRISPR
CRZI1 del fw | GAC AGG TAT TGT CCC CTT [ Cebadores directo y reverso para la
ACC AGT TTC CCA CCA AGA | amplificacion de la region 5y 3" para
CCA ATT TCA AAA GAT AAA | integrar el gen CRZ! en el genoma de
GTT AAC CAC ATC AAG CAC | C. auris una vez deleccionado
AAC AAT AGT TGC ATT GGA
GTA CCA AGA GCA TTA CAA
GTA GTC ACG TAT GTA ACG
TTT CAA ACT ATT CAC GAA
AGTTTTTTTTTITT
CRZ1 del rev | AAA AAA AAA AAA AACTTT
CGT GAA TAG TTT GAA ACG
TTA CAT ACG TGA CTA CTT
GTA ATG CTC TTG GTA CTC
CAA TGC AAC TAT TGT TGT
GCT TGA TGT GGT TAA CTT
TAT CTT TTG AAA TTG GTC
TTG GTG GGA AAC TGG TAA
GGG GACAATACACTGTC
B13498 CCG GAG AGA AAA TTG GAT | Cebadores directo y reverso para la
TT amplificacion de la region 5° de CRZI
en el sistema clasico de delecion (sin
B13499 TTC AGA TCC ACT AGT TCT CRISPR)
AGT TCA CGA CGT TCA GAG
ACAT
B13500 TTT CCA GAA TTT CAC TCT | Cebadores directo y reverso para la
TAC CAT CTC GCC ACC AGA | amplificacion de la region 37 del gen
CTAG CRZ]I en el sistema clasico de
delecion (sin CRISPR)
B13501 TCT TGT ATT GAT GAA AGC
CA
B13502 GTG CAT GAA AAC ACA GAT | Cebador externo de uso para el
CAC diagndstico de integracion 5. Se
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utiliza para demostrar que el cassette
se ha integrado en el locus correcto
B13503 TCT CCA ATG CGA TGT CGA | Cebador externo de uso para el
AG diagndstico de integracion 3”. Se
utiliza para demostrar que el cassette
se ha integrado en el locus correcto
B11105 CCATTG ACT AAG GTT TTC | Cebador directo de amplificacion de
C parte de la region de NAT1 y de la
region 3'de CRZI en el sistema
clasico de delecion (sin CRISPR)
B11106 TTC AGT AGC CAA ACC CAT | Cebador reverso de amplificacion de
C parte de la region de NAT1 y de la
region 5'de CRZI en el sistema
clasico de delecion (sin CRISPR)
B11107 TCA GTG GCA AAT CCT AAC | Cebador interno NAT1, usado para
C comprobar su integracion en 5.
B11108 AGA GAA AAT ACC CGT GAC | Cebador interno NAT1, usado para
G comprobar su integracion en 3.
B11103 CTA GAA CTA GTG GAT CTG | Cebadores directo y reverso para la
AA amplificacion del marcador de NATI
presente en el vector pV1025
B11104 TAA GAG TGA AAT TCT GGA
AA
PCR

La amplificacion de los distintos fragmentos de interés se realiz6 mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), técnica que permite amplificar de forma exponencial una
region especifica de ADN a partir de un par de cebadores que flanquean la secuencia diana.
Cada ciclo consta de tres etapas: una desnaturalizacion a 95 °C, en la que las dos hebras del
ADN se separan; una hibridacion a una temperatura dependiente de la Tm de los cebadores, en
la que estos se unen a sus secuencias complementarias; y una extension de 72°C. La repeticion
sucesiva de estos ciclos genera un nimero exponencial de copias del fragmento de interés.
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Como ADN molde se emplearon el ADN gendémico de C. auris, y ADN plasmidico de los
vectores utilizados (pV1025,pADH99Cau, pADH100Cau). Se utilizaron dos polimerasas
distintas, la Taq polimerasa y la Phusion y sus respectivos tampones de PCR para desarrollar
las distintas pruebas. Las condiciones de reaccion y el perfil de ciclado se ajustaron en cada
caso en funcion del fragmento amplificado.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador de VWR International.

Electroforesis en gel de agarosa
Los fragmentos amplificados por PCR fueron analizados por electroforesis de agarosa con el
objetivo de comprobar una correcta amplificacion de la zona de interés

Para ello se prepard un gel de agarosa a un 0.8-2% disuelto en un tampodn de electroforesis TAE
(Tris Acetato-EDTA). Una vez solidificado el gel, las muestras fueron mezcladas con el
tampon de carga que incluia el Gel Red y fueron depositadas en los pocillos del gel.

Ademas de cargar las muestras, también se cargd el marcador de peso molecular 1Kb Plus
DNA lo que permiti6 estimar los tamafios de amplificacion procedentes de la PCR.

La electroforesis se realiz6 con un voltaje constante de 100 mV durante aproximadamente 1
hora y 30 minutos. Las muestras de ADN se visualizaron utilizando Gel Red ®

como agente intercalante de ADN y, tras la tincidn, se sometieron a la exposicion de luz
ultravioleta en un transiluminador con una camara incorporada.

Una vez identificados los fragmentos de interés se procedio a la purificacion usando el kit
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel, Diiren, Alemania). Una vez purificado,
se conservaron los fragmentos a -20°C.

La electroforesis en gel de agarosa se realiz6 utilizando un sistema de electroforesis de Bio-
Rad.

Transformacion

Las transformaciones de E. coli se llevaron a cabo siguiendo el protocolo Hanahan (Hanahan,
1983), segun el cual se fuerza la incorporaciéon de ADN exdgeno en células competentes
mediante un choque térmico a 42°C. En el caso de C. auris, para la integracion de las
construcciones genéticas se siguio el procedimiento desarrollado por Kdhler y colaboradores
(Kohler & Fink, 1996), el cual se basa en la alteracion quimica de la pared celular usando
acetato de litio 1 M pH=7,5 DTT 1 M y tampén TE 10x seguido de un choque eléctrico
mediante electroporacion, lo que genera poros que facilitan la entrada del ADN.

Diseiio de los ARN guia (ARNg) para CRISPR-Cas9
El disefio de los ARN guia dirigidos a CRZ! se realiz6é con las herramientas bioinformaticas

CHOPCHOP (Labun et al., 2019) y CRISPOR (Concordet & Haeussler, 2018). Como
secuencia de referencia se empled la region codificante de CRZI de C. auris obtenida de
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Candida Genome Database, y como genoma para el analisis de dianas especificas, el genoma
de referencia de C. auris (cepa B8441). Se identificaron protoespaciadores de 20 nucleétidos
adyacentes a un motivo PAM (5'NGG-3"), reconocido por la nucleasa SpCas9. Para cada
candidato se evaluaron las puntuaciones de eficiencia de corte, la especificidad y el numero de
posibles dianas especificas (off-targets) segun el numero y la posicion de los desapareamientos,
el contenido en G+C y la localizacion dentro del gen. Se priorizaron las guias con mayor
eficiencia predicha y menor probabilidad de union inespecifica, seleccionando preferentemente
aquellas cuyo sitio de corte se situaba en la region central del gen para favorecer la obtencion
de mutantes funcionales tras la reparacion por union de extremos no homdlogos (NHEDJ). A
partir de las guias seleccionadas, ambas herramientas generaron de forma automatica los
oligonucledtidos necesarios para construir los ARNg y los cebadores de validacion por PCR.

Edicion génica de C. auris mediante CRISPR-Cas9

Sistema CRISPR-Cas9 basado en HIS1 (HIS-FLP)

Para delecionar el gen CRZI en C. auris se empled el sistema CRISPR-Cas9 usando los
plasmidos pADH99Cau y pADH100Cau (Ennis et al., 2021), derivados del sistema descrito
originalmente en C. albicans (Nguyen et al., 2017)

El plasmido pADH99Cau contiene la secuencia codificante de Cas9, sintetizado bajo el control
del promotor CauENOI, la primera parte del marcador NAT1, también contiene la secuencia
para una recombinasa Flp especifica del sitio de unidén y una region homoéloga upstream del
locus HIS1, lo que permite integrarse en el genoma de C. auris. Por otro lado, el plasmido
pADH100Cau incluye la segunda mitad del marcador de resistencia a NAT]1, el promotor Cau
SNR52, el scaffold del ARNg y la region homologa downstream de HISI.

Generacion del cassette de expresion del ARNg

El cassette de expresion construido especificamente dirigido a CRZ! se generd mediante tres
PCRs:

- Fragmento A: Amplificado a partir de pADH100Cau utilizando los nucleo6tidos
AHO1096 y pADH100 Cau fgmA R.

- Fragmento B: Amplificado a partir de pADH100Cau utilizando un primer forward
especifico que incorpora la secuencia guia (gARN CRZI1) y un primer reverse
pADH100 Cau fgmB R.

- Fragmento C: Generado mediante PCR de fusion utilizando los fragmentos A y B como
molde los oligonucledtidos AHO1096 y pADH100 Cau_fgmC R, obteniendose el
cassette completo de expresion de ARNg.

Transformacion y seleccion

Las células de C. auris fueron transformadas por electroporacion utilizando el protocolo
mencionado anteriormente utilizando:
- 2pg de pADH99Cau previamente linealizado con la enzima Mssl y purificado en gel.
- 2pg del fragmento C (cassette del ARNg)
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- 3pgde ADN donador
Para seleccionar los transformantes se utilizé el medio YPD con NATI, seleccionado las
colonias resistentes.

Eliminacion del cassette CRISPR

Para eliminar el cassette, las colonias seleccionadas se cultivaron en medio YPD para inducir
la expresion de la enzima Flp recombinasa necesaria para la delecion. Posteriormente, se
confirm¢ la escision del marcador mediante la seleccion de colonias sensibles a nourseotricina.

Sistema clasico de delecion (NO CRISPR)

Como alternativa al sistema CRISPR-Cas9, se emple6 un método clasico de delecion génica
basado en recombinacion homdloga donde se utilizo el plasmido pV1025 como molde para la
amplificacion del marcador de resistencia a NAT1

Generacion del cassette de delecion

El cassette de delecion se generd6 mediante PCR de fusion. Para ello, se amplificaron las
regiones homoélogas 5y 3'del gen CRZI, correspondientes a las secuencias flanqueantes
necesarias para dirigir la integracién por recombinacion homdloga en el locus de interés.

De manera independiente se amplifico a partir del plasmido pV1025 el marcador de resistencia
a NATI, utilizando oligonucleotidos disefiados con regiones solapantes complementarias a los
extremos de las regiones 5"y 3'de CRZ].

Posteriormente, los fragmentos obtenidos fueron fusionados mediante una segunda PCR,
generando un unico cassette lineal compuesto por la region 5” de CRZ1, el marcador NAT1 y
la region homologa 3°. Este fragmento permite interrumpir de manera permanente el gen CRZ1
en las colonias transformantes.

Transformacion y seleccion

El cassette de delecion purificado se utilizd para transformar las células de C. auris utilizando
el protocolo mencionado anteriormente. La seleccion de transformantes se realiz6 en medio
YPD suplementado con nourseotricina.

Las colonias resistentes obtenidas fueron verificadas mediante crecimiento en presencia de
SDS al 1%, tratando de evaluar diferentes variaciones fenotipicas asociadas a la delecion de
CRZI. Finalmente, la correcta integracion del cassette y la delecion del gen se confirmaron

mediante PCR.

Esta técnica no permite la eliminacion del cassette.
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Resultados y discusion

Analisis bioinformaticos

Obtencion y control de calidad de las secuencias.

Se recuperaron los ortélogos de CRZ1, de trece secuencias fungicas (cinco clados de C. auris,
C. albicans, C. dubliniensis, C. parapsilosis, C. orthopsilosis, C. metapsilosis, Nakaseomyces
(C). glabrata, S. cerevisiae y A. fumigatus como grupo externo). El control de calidad de las
secuencias previas al andlisis reveld y corrigio dos incidencias relevantes: en primer lugar, las
distancias nucleo6tidos entre especies alcanzaban valores de saturacion elevados, con
ordenamientos incompatibles con la filogenia conocida, por lo que el andlisis interespecie se
efectud a nivel proteico. Y en segundo lugar la secuencia de C. metapsilosis estaba depositada
en la hebra complementaria y se reorientd a su marco de lectura codificante. Se aplicé el codigo
genético alternativo CUG-Ser a las especies del clado CTG (C. auris, C. albicans, C.
dubliniensis, C. parapsilosis) y el estandar a C. glabrata, S. cerevisiae.

Conservacion intraespecie

La conservacion de Crzl se concentra en los dominios de unién a ADN, donde CRZI reconoce
el ADN mediante tres dedos de zinc C2H2 descritos en la introduccion. La comparacion
interespecie revelo un patron marcadamente modular representado en la Figura 2. La identidad
de Crzl cay6 hasta el 50-52% entre las especies del clado CTG, y hasta el 34-39% en C.
glabrata, S. cerevisiae y A. fumigatus. El dominio C2H2 en cambio, se mantuvo entre el 70-
93% en todo el rango filogenético (92-93% para C. parapsilosis, 76% en C. albicans, C.
dubliniensis y A. fumigatus; 75% en S. cerevisiae: 70% en C. glabrata). La matriz de
identidades por pares del dominio en la Figura 3 muestra que su conservacion se mantiene
incluso entre especies mdas alejadas, mientras que el resto de la proteina diverge. La
conservacion, por tanto, no es uniforme a lo largo de Crz1 sino que se concentra en la region
que une al ADN, como cabe esperar en un dominio sometido a una fuerte presion

selectiva.
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Conservacion de Crzl: proteina completa vs dominio de union a ADN (C2H2)
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Figura 2. Conservacion de Crzl: comparacion de la identidad de aminoécidos de la proteina completa frente al dominio de
dedos de zinc C2H2, tomando C. auris como referencia.
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Figura 3. Matriz de identidad de aminoécidos del dominio C2H2 (dedos de zinc) entre las trece especies analizadas. La escala
de color indica el porcentaje de identidad por pares.
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Residuos funcionalmente restringidos y conservacion estructural.

El logo de secuencias del dominio C2H2 representada en la Figura 4, mostrd la invariancia de
las cisteinas e histidinas coordinadoras del Zn?* en los tres dedos (motivo C-X2-C.... H-X3-
H) y de los residuos del plegamiento o (RSHLRTH, CGKAF y RKRHE). La proyeccion de
la conservacion por residuo sobre el modelo de AlphaFold de Crzl de C. auris, localizo las
posiciones mas conservadas en el dominio C2H2 (grado medio 7,82/9) frente a un grado medio
de 4,40/9 en el resto de la proteina, mayoritariamente desestructurada. Los residuos
directamente implicados en la coordinacién del metal y el reconocimiento del ADN son, por
tanto, los mas invariantes del conjunto como se aprecia en la Figura 3.

Logo de secuencia del dominio de dedos de zinc (C2H2) de Crz1 en 13 especies fiingicas
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Figura 4. Logo de secuencia del dominio C2H2 de Crzl obtenido del alineamiento de las trece especies. La altura de cada
residuo es proporcional a su grado de conservacion.

Figura 5. Conservacion evolutiva por residuo de Crzl de C. auris proyectada sobre su modelo estructural de AlphaFold
(UniProt AOA2H0ZWDO), calculada con ConSurf. Escala de 1 (variable, turquesa) a 9 (conservado, granate).
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Reconstruccion filogenética

El gen CRZ] esta fijado en C. auris. Los cinco clados de C. auris mostraron una identidad de
la proteina Crzl completa del 99-100% y del 100% en los dominios de dedos de zinc, en
concordancia con las distancias minimas evolutivas obtenidas (0,0006-0,014 sustituciones por
sitio; Figura 6). Este resultado indica que CRZ! se encuentra practicamente invariante dentro
de la especie, de modo que las regiones diana y las guias de diccion disefiadas sobre este gen
son aplicables con independencia del clado.

El arbol (Neighbor-joining sobre el alineamiento proteico enraizado en A. fumigatus)
representado en la Figura 6, recuperd una topologia congruente con la topologia conocida, los
cinco clados de C. auris formaron un grupo compacto, C. parapsilosis se agrupd con C.
orthopsilosis y C. metapsilosis Mientras que C. albicans y C. dubliniensis aparecieron como
especies hermanas y C. glabrata se agrupd con S.cerevisiae, separadas del clado CTG. Esta
congruencia valida la correcta asignacion de ortologia de todas las secuencias, incluida la de
C. parapsilosis cuyo gen no aparece anotado como CRZI, pero conserva la estructura completa
de los tres dedos de zinc.
Arbol filogenético de Crz1 — Neighbor-Joining, alineamiento proteico (13 especies, enraizado en A. fumigatus)

C. auris V

C. auris IV

C. auris Il

C. auris |

C. auris Il
E C. orthopsilosis
C. parapsilosis

C. metapsilosis

l_ C. dubliniensis
I— C. albicans
S. cerevisiae
C. glabrata
A. fumigatus
OtO 0j2 014 016 0:8 1j0 112 114 116

Distancia evolutiva (sustituciones aa/sitio, correccién de Kimura)

Figura 6. Arbol filogenético del factor de transcripcion Crz1 en trece especies fungicas. Reconstrucciéon por Neighbor-Joining
a partir del alineamiento proteico (MAFFT, L-INS-i), enraizada en Aspergillus fumigatus como grupo externo. La longitud de
las ramas representa la distancia evolutiva (sustituciones de aminoécidos por sitio, correccion de Kimura).

El conjunto de resultados describe a Crzl como una proteina de organizacion modular, en la
que un dominio de unién a ADN de tipo C2H2 fuertemente conservado se inserta en regiones
de baja complejidad y escasa conservacion. Esta arquitectura es coherente con la naturaleza de
Crzl como factor de transcripcion en la via calcineurina, conservada en eucariotas (Thewes,
2014; Karababa et al., 2006) y tiene consecuencias directas para su evaluacion como diana
terapeutica. La conservacion del dominio C2H2 desde los clados de C. auris hasta A. fumigatus,
sin descender del 70%, indica que la via calcineurina-Crz1 constituye un nodo comun a nivel
fangico, convirtiéndolo en un candidato atractivo para el uso de antifungicos de amplio
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espectro, en linea con el papel central de la via descrita en C. auris (Cha et al., 2025) y con la
validacion de Crzl como diana en C. glabrata resistente a equinocandinas mediante CRISPR
(Ceballos-Garzon et al., 2022a).

No obstante, la propia conservacion que respalda el amplio espectro impone una limitacion
critica de selectividad. El plegamiento C2H2 es la clase de dominio de unién a ADN mas
abundante del proteoma humano (Najafabadi et al., 2015), y la actividad fosfatasa de la
calcineurina estd muy conservada en el ser humano, razéon por la cual el inhibidor
FK506/tacrolimus se usa como inmunosupresor y no como antifungico (Juvvadi et al., 2017).
En consecuencia, dirigir un fArmaco directamente contra el dominio C2H2 conservado o contra
la actividad catalitica de la calcineurina comprometeria a la toxicidad sobre el hospedador.
Nuestros resultados sugieren que la alternativa terapéutica selectiva no reside en el dominio
conservado, sino en la interfaz de acoplamiento dada entre la calcineurina y la proteina Crzl
preservando la calcineurina humana, esta es la estrategia que persigue el desarrollo de anélogos
de FK506 no inmunosupresores y selectivos para hongos (Gobeil et al., 2021).

Estos resultados obtenidos in silico conviene leerlos junto a los datos funcionales, porque la
delecion de CRZI no equivale a inhibir la calcineurina. En C. albicans, Crz1l no resulta
imprescindible para la tolerar azoles, lo que indica que la calcineurina actia también a través
de efectores independientes de Crzl (Karababa et al., 2006); y en C. auris la pérdida de CRZ1
se ha asociado incluso a un aumento de la resistencia a equinocandinas (Cha et al., 2025). Por
tanto, el valor de Crzl como diana, depende del contexto farmacoldgico, la via calcineurina-
Crzl no es esencial para la viabilidad sino que regula la respuesta al estrés que permite a C.
auris tolerar los antifiingicos, es por eso que su bloqueo en monoterapia es poco eficaz, pero
combinado con azoles se suprime esa tolerancia y resensibiliza al patdgeno frente a ellos. La
conservacion intraespecie absoluta del dominio C2H2 entre los cinco clados de C. auris
refuerza el abordaje de cualquier tipo de estrategia diagnéstica, de edicion o terapéutica basada
en este gen, siendo transferible a cualquiera de los linajes circulantes del patégeno actuales, un
aspecto relevante dada la expansion global del mismo (Lockhart et al., 2017; Mufioz et al.,
2018).

Los hallazgos se respaldan con estudios en C. glabrata (Ceballos-Garzén et al., 2022b), un
analisis protedmico mostrd que Crzl se activa bajo estrés por equinocandinas y el estudio con
CRISPR confirm6 que Crzl es necesario para la resistencia en esa especie (Ceballos-Garzon
et al., 2022a). Un matiz critico emerge en C. auris, la delecion de CRZ1 se asocia a una mayor
resistencia a equinocandinas marcando un fenotipo opuesto, sugiriendo que el papel de Crzl
de dependiente de especie. Esto refuerza la necesidad de validacion experimental especifica en
C. auris.

Entre las limitaciones del estudio destaca su naturaleza in silico, que requiere de validacion
experimental (intentando abordarlo de manera experimental generando los mutantes crz1A); el
uso de un unico ortdlogo representativo por especie; la dependencia de la fiabilidad de los
modelo de AlphaFold, que debe ponderarse mediante los valores pLDDT (especialmente bajos
en las regiones N-terminales desordenadas); y la saturacion de la senal filogenética
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nucleotidica, que motivé el cambio al analisis proteico. Como lineas futuras se propone la
validacion funcional de los mutantes frente a panales de antifingico y combinaciones
terapéuticas, el modelado del complejo calcineurina-Crzl y el cribado virtual de moléculas
dirigidas a la interfaz PxIxIT y la ampliacién a un mayor niimero de aislados clinicos.

Disefio de los ARN guia dirigidos a CRZ1

El diseno de los ARN guia se realiz6é con las herramientas bioinformaticas CHOPCHOP y
CRISPOR, empleando como referencia la region codificante de CRZ! de C. auris. Ambas
plataformas identificaron los protoespaciadores de 20 nucleotidos adyacentes a un motivo
PAM (5'-NGG-3") reconocido por la SpCas9 y proporcionaron, para candidato, un conjunto
de parametros que permitieron jerarquizar las guias, la puntuacion de especificidad y el nimero
de dianas especificas (off-targets) clasificadas segun el nimero y la posiciéon de los
desapareamientos respecto al genoma de referencia, el contenido en G+C, Ila
autocomplementariedad de la secuencia y su localizacion dentro del gen. Sobre estos criterios
se priorizaron las guias con mayor eficiencia predicha, menor probabilidad de union
inespecifica y un sitio de corte situado en la region central del gen, de modo que favorece la
generacion de mutantes funcionales tras la reparacion por union de extremos no homologos
(NHE)).

CHOPCHOP y CRISPOR coincidieron en gran medida en las regiones diana, lo que refuerza
la fiabilidad de las guias seleccionadas, ya que cada plataforma funciona con algoritmos de
prediccion distintos. Matizar que las puntuaciones de eficiencia y prediccion depende de la
puntuacion de eficiencia y la prediccion de off-targets dependen de lo completo que esté el
genoma de referencia de C. auris, por lo que son estimaciones in silico que quedan pendientes
de comprobar de manera experimental. Las guias disefiadas podrian ser aplicables a cualquiera
de las variantes de C. auris independientemente de su clado (demostrado en el andlisis
bioinformatico), esto aporta robustez y transferibilidad a la estrategia de edicion.

Ensayos experimentales

Las amplificaciones que se describen a continuacion (Figuras 7-9) corresponden a la
construccion del cassette de delecion del sistema clésico por recombinacién homoéloga, método
no CRISPR. Consiste en la obtencion de los extremos de homologia 5’y 3'de CRZ! y su fusion
con el marcador NAT]1, para obtener el cassette genético completo antes de transformar.

Amplificacion de regiones upstream y downstream de CRZ1

En la primera reaccion de PCR se intentaron amplificar simultdneamente los extremos 5" y 3”
de CRZ1, siguiendo las condiciones por defecto de la PCR. En estas condiciones solo se obtuvo
el fragmento 3’, visible como una unica banda, como se aprecia en el gel correspondiente a la
Figura 7. El fragmento corresponde a las 900 pares de bases segin marcador de peso
molecular, sin amplificacion del extremo 5°. Con el fin de amplificar el extremo 5, se repitid
la reaccion manteniendo los mismo reactivos y perfil de ciclado, pero reduciendo la
temperatura de hibridacion de 50°C a 45°C. Esta modificacion permitié la amplificacion de
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ambos fragmentos correspondiente a los extremos 5’y 3’de CRZ! del tamafio esperado, ademas

de obtener menos productos inespecificos, como se aprecia en la Figura 7.
\' 2

Figura 7. Electroforesis en geles de agarosa para amplificar por PCR de los brazos de homologia 5"y 3' de CRZI, el primer
gel (izquierda) corresponde a un primer intento, temperatura de hibridacion 50 °). Solo se obtuvo el fragmento 3’ (~900 pb).
El segundo gel (derecha) tiene el mismo fin que el de la izquierda, la diferencia fue la reduccion de la temperatura de
hibridacion a 45 °C; se observan ambos fragmentos del tamafio esperado.

Obtencion de solapantes 5y 3~

Para la amplificacion de los fragmentos solapantes 5y 3'de CRZ! se llevé a cabo un protocolo
de PCR anidada consistente en dos rondas de amplificacion sucesivas.

Primera ronda de amplificacion

En esta PCR se favorece la hibridacion de las zonas solapantes, el vector que contiene el
marcador de seleccion NAT1 porta una region de 20 pares de bases en cada extremo que hibrida
con las secuencias 5y 3'de CRZI.

Segunda ronda de amplificacion

Tras la finalizacion de la primera PCR, se procedié con la PCR completa afiadiendo los primers
especificos para cada region (5'CRZI y 3’CRZ]I) junto al cebador especifico de marcador de
seleccion para amplificar las regiones de interés usando los productos hibridados de la previa
PCR.

En el primer gel se siguieron las condiciones estandar y no hubo producto de PCR, en el
segundo gel correspondiente a la Figura 8, se cargaron productos cuya PCR fue modificada
respecto al protocolo estandar, se modificaron las temperaturas de hibridacién y el tiempo de
extension en las dos rondas de PCR. Se utilizaron varias diluciones de las muestras de ADN
molde y unicamente hubo amplificacion en la muestra original sin diluir del extremo 5, el
amplicon contiene un tamano de banda de 1744 pares de bases, correspondiendo al tamafio
esperado. En cambio en las demads diluciones de 5"y 3'no hubo producto de PCR.
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Figura 8. PCR de fusion solapante para el ensamblaje del cassette de delecion: fragmentos solapantes 5, el producto de la PCR
fue cargado en el pocillo de la derecha del todo, las demés muestras son productos de PCR correspondientes a experimentos
ajenos al trabajo.

Amplificacion del marcador de seleccion NAT1 (pV1025) y amplificacion del extremo
3’solapante

La Figura 9 corresponde a una PCR usada para amplificar la region 3 solapante, cambiando
las condiciones estandar. Las bandas que aparecen no corresponden al amplicon ya que no se
encuentran en el tamafo de banda esperado. Los dos pocillos de la derecha corresponden al
amplicon del vector pV1025 que contiene el marcador NAT1 que se encuentra en el tamafio
esperado del producto de PCR.

) 1IN

-~
Rt
-~
-~
-
-
-
-

Figura 9. PCR de fusion solapante para el ensamblaje del cassete de delecion: fragmento 3 solapante. El producto de PCR fue
cargado en los pocillos 3,4 y 5, teniendo en cuenta que el marcador de peso molecular fue cargado en el pocillo 1. Este gel
también incluye productos de amplificacion por PCR del marcador de resistencia a nourseotricina (NAT1) a partir del plasmido
pV1025, las muestras fueron cargadas en los tltimos dos pocillos.

Las figuras representadas a continuacion (Figura 10y Figura 11) corresponden al sistema
CRISPR-Cas9 (HIS-FLP). Consiste en la obtencion de los fragmentos A, B y C para obtener

el cassette genético completo de CRISPR y dirigir la delecion a CRZ].

Verificacion de plasmidos del sistema CRISPR-Cas9

Para obtener los fragmentos A y B del método de CRISPR, también se trabajaron PCRs en
condiciones estandar ajustando las temperaturas de hibridacién a los oligonucledtidos usados
en cada caso. En estas primeras pruebas no se obtuvo ningun amplicén, por tanto, se verificd
la integridad de los plasmidos del sistema mediante una digestion con enzimas de restriccion.

La Figura 10 corresponde a la digestion de los vectores comerciales adjuntados en el anexo
que contienen la maquinaria necesaria para realizar la edicion genética en C. auris. En este
caso el primer pocillo corresponde al vector pADH99, tratado con la enzima Mssl provocando
dos fragmentos de 1500 pares de bases y 10000 pares de bases. Por otro lado, en el segundo
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carril se aprecian varias bandas que corresponden con productos de digestion del vector
pADHI100 provocados por HindlIIl., dando como resultado fragmentos de 400, 500, 1500 y
2500 pares de bases.

Figura 10. Verificacion de los plasmidos del sistema CRISPR-Cas9 mediante digestion con enzimas de restriccion. Carril 1,
marcador de peso molecular; carril 2, pADH99Cau digerido con Mssl (linearizacion); carril 3, pADH100Cau digerido con
HindlIIL.

Para las siguientes pruebas se utilizo la polimerasa Phusion y se modificaron varios pardmetros
de la PCR, se aument? el tiempo de extension, y se disminuy6 la temperatura de hibridacion.
En este caso como aparece en la Figura 11, se obtuvieron los fragmentos A para las diferentes
diluciones de ADN molde que fueron cargadas. Lo mismo ocurri6 con el fragmento B donde
ajustando los parametros de la PCR a la polimerasa Phusion, se obtuvieron los amplicones
correspondientes al fragmento B para las diferentes diluciones del ADN molde.

Para la obtencion del fragmento C se utilizaron de molde tanto el fragmento A como el B
obtenidos en las PCRs previas. En este caso se utilizaron condiciones estandar y no se obtuvo
amplificacion del altimo fragmento necesario antes de realizar la transformacion.

Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa de la amplificacion por PCR de los fragmentos A y B del cassette de expresion del
ARN guia (sistema HIS-FLP). El primer gel (izquierda) corresponde a la amplificacion del fragmento A y el gel de la derecha
corresponde a la amplificacion del fragmento B. Ambos geles contienen diferentes diluciones del ADN molde.

En conjunto, los resultados obtenidos sefialan que el paso critico y limitante del trabajo
experimental fue la PCR de fusion solapante, empleada tanto en la construccion del cassette
del ARN guia (sistema CRISPR) como en el ensamblaje del cassette de delecion (sistema NO
CRISPR). A diferencia de una PCR convencional, en la PCR solapante el resultado depende
de las amplificaciones previas, y sobre todo depende de la proporciéon en la que llegan los
fragmentos que deben hibridar. En el caso que uno de ellos est4 subrepresentado o presente un
bajo rendimiento como ocurrié con la region upstream 5'de CRZI antes de optimizar la
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temperatura de hibridacion, la fusion puede fallar, y ocasionando la no obtencion del
constructo completo.

Esto indica que el protocolo debe optimizarse y adaptarse especificamente a este tipo de
condiciones. Una estrategia a seguir seria purificar y cuantificar cada fragmento por separado
y combinarlos en cantidades equimolares antes de la reaccion de fusion, de modo que todos los
moldes participen en proporciones equivalentes y se favorezca la hibridacion de las zonas
solapantes. También se podrian ajustar condiciones tales como la temperatura de hibridacién
de los extremos solapantes (como se hizo para el brazo 5°), el nimero de ciclos o el uso de
PCR touchdown.

Todas estas mejoras permitiria obtener de forma reproducible los constructos finales, el cassette
del ARN guiay el cassette de delecion necesarios para transformar y obtener las cepas mutantes
AcrzI. Estas cepas forman parte del objetivo experimental principal del proyecto, se podria
validar funcionalmente en el laboratorio el papel de CRZI en la respuesta al estrés y la
susceptibilidad predicha de manera bioinformatica, y por como se describe en la bibliografia
(Cha et al., 2025).

Si el sistema HIS-FLP no resultara eficiente, se podrian usar otras estrategias alternativas de
edicion mediante CRISPR-Cas9 adaptadas a C. auris. Una de esas alternativas seria el sistema
LEUpOUT, derivado del método descrito por Nguyen et al. (2017), basado en el ensamblaje
por PCR del cassette del ARNg, permitiendo la seleccion por auxotrofia mediante el marcador
LEU?2, contando con la ventaja de poder reciclar el marcador y permitir ediciones sucesivas.
El sistema clasico de delecion por recombinacion homologa con marcador NAT1 (Sambrook
& Russell, 2001) podria utilizarse como control comparativo de la eficiencia de edicion entre
los distintos sistemas. La disponibilidad de varias opciones de edicion con ventajas y
limitaciones distintas entre ellos y recientemente comparados en C. auris (Sofras et al., 2025)
aporta flexibilidad para sortear las posibles dificultades de edicion generadas en esta especie.
En el presente trabajo, el sistema LEUpOUT no llegd a abordarse experimentalmente y queda
planteado como una via alternativa para la continuacion del proyecto.

La eleccion de CRZI como diana experimental se apoya directamente en el andlisis de
conservacion: la similitud entre los cinco clados de C. auris garantiza que la estrategia de
edicion es valida para cualquier aislado, y su funcién como efector terminal de la via
calcineurina explica el interés de obtener mutantes deficiente en este gen. Visto asi, las
dificultades técnicas encontradas en la construccion de los cassettes no cuestionan la idoneidad
de la diana, sino Uinicamente la eficiencia del procedimiento. La obtenciéon de mutantes de
AcrzI permitiria contrastar experimentalmente las predicciones derivadas de la conservacion y
el papel descrito para la via calcineurina-Crz1 (Cha et al., 2025).
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Conclusiones

El factor de transcripcion Crzl de Candida auris presenta una organizacion modular, en la que
un dominio de unidén a ADN de tipo C2H2 esta altamente conservado y se inserta en regiones
de baja complejidad y escasa conservacion, lo que refleja una presion selectiva purificadora
dirigida al dominio funcional. Los residuos coordinadores de Zn?>* (Cys, His) y de
reconocimiento de ADN son invariantes a escala pan-fungica.

CRZI esta practicamente fijado dentro de la especie: entre los cinco clados de C. auris la
identidad es del 99-100% en la proteina completa y del 100% en el dominio de dedos de zinc,
por lo que cualquier estrategia diagnoéstica, de edicidon o terapéutica basada en este gen seria
aplicable independientemente del clado al que pertenezca.

A escala interespecie, los dedos de zinc de tipo C2H2 mantiene un 70-93% de conservacion
(desde C. auris hasta A. fumigatus), posicionando a Crzl como una diana potencial de amplio
espectro. Sin embargo, la abundancia del plegamiento C2H2 en el proteoma humano y la
conservacion de la calcineurina en células del hospedador limitan la selectividad. La ventana
terapéutica reside en la interfaz fingico-especifica de acoplamiento calcineurina-Crz1, no en
el propio dominio.

Experimentalmente, se diseflaron ARNg especificos (CHOPCHOP, CRISPOR), se
optimizaron dos estrategias complementarias de edicion (HIS-FLP y recombinacion homologa
clasica) y se identific6 la PCR de fusion solapante como paso critico. Las condiciones fueron
optimizadas y los plasmidos se verificaron, quedando pendiente el ensamblaje final de
constructos y obtencion de mutantes Acrzl

En conjunto, el trabajo proporciona evidencia bioinformatica sdlida y herramientas
experimentales validadas que respaldan a CRZ! y a la via calmodulina-calcineurina como diana
antifingica prometedora frente a C. auris. La conservacion intraespecie garantiza la
aplicabilidad pan-clado, la conservacion inter-especie sugiere amplio espectro y la interfaz
fungico-especifica ofrece selectividad. La obtencion de mutantes Acrz/ permitira completar la
caracterizacion funcional.
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Anexos

Plasmidos correspondientes al método CRISPR, HIS-FLP.
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Figura Al. Sistema de edicion CRISPR-Cas9 HIS-FLP empleado en Candida auris. Se muestran los plasmidos pADH99Cau
que aporta la nucleasa Cas9 (promotor CauENO1), la recombinasa Flp, la primera mitad del marcador de resistencia a
nourseotricina (NAT1) y la region homoéloga upstream de HIS1 y pADH100Cau y la segunda mitad de NAT1, promotor
CauSNRS52, scaffold del ARN guia y region homologa downstream de HISI, junto con el cassette de expresion del ARNg
(fragmentos A, B y C). Elaboracion mediante Vector NTI.
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IXFLAG
cYc1
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HIs1 DS'. .", Cas9 FLP ' NAT 1/2
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pADHS9 CaU digested
Figura A1.1. Linealizacion del plasmido pADH99Cau procedente del sistema de edicion CRISPR-Cas9 HIS-FLP.
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Figura A1.2. Linealizacion del plasmido pADH100Cau correspondiente al fragmento A, procedente del sistema de edicion
CRISPR-Cas9 HIS-FLP.
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Figura A1.3. Linealizacién del plasmido pADH100Cau correspondiente al fragmento C (incluye el fragmento A y B),
procedente del sistema de edicion CRISPR-Cas9 HIS-FLP.

Plasmidos correspondientes al sistema clasico de delecion sin CRISPR.
Rep Origin 1.
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Figura A2. Sistema clésico de deleciéon de CRZI por recombinacién homologa (sin CRISPR). El cassette de delecion (5'—
NAT1-3’) se ensambla por PCR de fusion a partir de las regiones homologas 5y 3' de CRZ! y del marcador NAT1 amplificado
del plasmido pV1025, su integracion interrumpe de forma permanente CRZ1. A diferencia del sistema HIS-FLP, el marcador
no es reciclable. Elaboracién mediante Vector NTL.
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Figura A2.1. Linealizacion del plasmido del Sistema clasico de delecién de CRZ! por recombinacion homdloga (sin CRISPR),
incluyendo los primers usados para cada paso de obtencion de cada fragmento.
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