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Resumen

El papel del glutation en la respuesta a estrés oxidante del hongo patégeno

Candida glabrata

Candida glabrata es un hongo patégeno oportunista, en EUA se encuentra en el
18 a 26% de las candidiasis sistémicas. C. glabrata tiene una fuerte respuesta a
estrés oxidante y en este trabajo caracterizamos el papel del glutation (GSH), un
tiol esencial que se requiere para mantener el equilibrio redox celular y en la
eliminacién de iones metélicos. EI GSH se sintetiza a partir de acido glutamico,
cisteina y glicina mediante dos reacciones secuenciales donde intervienen las
enzimas Gshl (gama glutamil cisteina sintetasa) y Gsh2 (glutatién sintetasa). En
primer lugar hicimos un escrutinio para encontrar mutaciones supresoras que
permitieran el crecimiento en ausencia del gen GSH1 (gsh1A) y encontramos una
Gnica mutacion en el gen PRO2 (pro2-4), que codifica para la enzima y-glutamil
fosfato reductasa que cataliza la segunda reaccion en la ruta de biosintesis de la
prolina. Encontramos que el GSH es importante en la respuesta a estrés oxidante
ya que las mutantes gshlA pro2-4 and gsh2A son mas sensibles a estrés
generado por H,O, y menadiona. También se requiere para la tolerancia a cadmio.
En ausencia de las enzimas Gshl y Gsh2 las células mueren rapidamente en fase
estacionaria. Ademas, a pesar de que C. glabrata no contiene el ortélogo al
transportador de GSH ScOptl/Hgtl nuestros datos genéticos y bioquimicos
muestran que las mutantes gshlA pro2-4 and gsh2A pueden incorporar GSH del
medio. Finalmente, reportamos que los sistemas GSH y tiorredoxina, el segundo
sistema redox celular, no son esenciales para la respuesta de adaptacion a H,O,
independiente de la catalasa.

Palabras clave: Candida glabrata, glutation, tolerancia a cadmio, supresora PRO2, estrés oxidante, catalasa,

tiorredoxina.
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Abstract

The role of glutathione in the oxidative stress response in the fungal

pathogen Candida glabrata

Candida glabrata, an opportunistic fungal pathogen, accounts for 18-26% of all
Candida systemic infections in the US. C. glabrata has a robust oxidative stress
response and in this work we characterized the role of glutathione (GSH), an
essential tripeptide-like thiol-containing molecule required to keep the redox
homeostasis and in the detoxification of metal ions. GSH is synthesized from
glutamate, cysteine and glycine by the sequential action of Gshl (gamma-
glutamyl-cysteine synthetase) and Gsh2 (glutathione synthetase) enzymes. We
first screened for suppressor mutations that would allow growth in the absence of
GSHL1 (gshl1A background) and found a single point mutation in PRO2 (pro2-4), a
gene that encodes a gamma-glutamyl phosphate reductase and catalyzes the
second step in the biosynthesis of proline. We demonstrate that GSH is important
in the oxidative stress response since the gshlA pro2-4 and gsh2A mutant strains
are more sensitive to oxidative stress generated by H,O, and menadione. GSH is
also required for Cadmium (Cd) tolerance. In the absence of both Gsh1 and Gsh2,
cells die rapidly in stationary phase. Furthermore, C. glabrata does not contain the
Saccharomyces cerevisiae high affinity GSH transporter orthologue, ScOpt1/Hgtl,
however our genetic and biochemical experiments show that the gsh1A pro2-4 and
gsh2A mutant strains are able to incorporate GSH from the medium. Finally, GSH
and thioredoxin, which is a second redox system in the cell, are not essential for

the catalase-independent adaptation response to H,O».

Key words: Candida glabrata, glutathione, cadmium tolerance, PRO2 suppressor, oxidative stress, catalase,

thioredoxin.
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INTRODUCCION
1. Candida glabrata

C. glabrata es una levadura haploide no dimérfica que forma parte de la flora normal de
individuos sanos. En las Udltimas décadas ha emergido como la segunda levadura
patdgena mas prevalente después de Candida albicans debido al uso de fluconazol como
agente profilactico (Li, et al., 2007, Pfaller & Diekema, 2007, Presterl, et al., 2007). Tanto
C. albicans como C. glabrata cambian de comensales a patégenos oportunistas cuando el
hospedero presenta inmunosupresion, como sucede en pacientes con cancer, diabetes,

trasplantados o en etapa senil (Malani, et al., 2005).
Factores de virulencia en C. glabrata
Se han identificado varios factores de virulencia en C. glabrata:

1. Adherencia. C. glabrata se adhiere a las células epiteliales del hospedero mediante
proteinas de pared celular llamadas adhesinas. Las adhesinas se unen covalentemente a
la pared celular por medio de un dominio GPI. Las adhesinas estan codificadas en la
familia de los genes EPA (Kaur, et al., 2005) (De Las Penas, et al., 2003).

2. Aspartil proteasas. C. glabrata remodela su pared celular mediante yapsinas (aspartil
proteasas ancladas a la pared por su dominio GPI). Estas aspartil proteasas estan

involucradas en su sobrevivencia en macréfago (Kaur, et al., 2007).

3. Ace2. El gen ACE2 codifica para el factor transcripcional Ace2 cuya ausencia genera
defectos en la separacion de las células hijas y hace a la cepa mutante hipervirulenta
(Kamran, et al., 2004).

4. Rearreglos cromosomales. Los rearreglos cromosomales se relacionan directamente
con la respuesta a las condiciones ambientales a las que se halla expuesta. Los
rearreglos mas comunes son fusiones cromosomicas, circularizaciones, translocaciones
no reciprocas y la formacién de mini cromosomas. Los cromosomas que presentan estos
arreglos son aquellos que contienen genes implicados en la interaccion de C. glabrata con
su hospedero: transportadores tipo ABC, aspartil proteasas, proteasas y fosfolipasa B,
entre otros. Este fenébmeno proporciona a la levadura un gran potencial para adaptarse

dentro de su hospedero (Polakova, et al., 2009).
1



:f;*’ *ﬁ,% El papel del Glutatién en la respuesta a estrés oxidante del hongo patdgeno oportunista Candida glabrata

8, o2
s )
IPICYT Ma Guadalupe Gutiérrez Escobedo

5. Resistencia al ataque por células fagociticas. La primera linea de defensa contra
patdgenos son las células fagociticas del hospedero y C. glabrata puede sobrevivir e
incluso replicarse dentro de los macréfagos. Cuando C. glabrata es fagocitada
reprograma sus vias metabdlicas: Induce genes que codifican para enzimas involucradas
en R-oxidacion, el ciclo del glioxilato y gluconeogénesis (Kaur, et al., 2007); induce la
catalasa que se concentra en los peroxisomas, los cuales se incrementan tempranamente
durante la fagocitosis y, posteriormente, hay pexofagia para reciclar los componentes
internos (Roetzer, et al., 2010). C. glabrata evita la maduracion del fagosoma de tal
manera que puede mantenerse y replicarse en este organelo hasta que el macréfago se

lisay libera a la levadura (Seider, et al., 2011).

6. Resistencia a compuestos azélicos. C. glabrata es intrinsicamente resistente a
compuestos azélicos usados como antifingicos. En presencia de estos farmacos, C.
glabrata induce genes que codifican para transportadores tipo ABC (CDR1, CDR2 y
SNQ?2) los cuales expulsan hacia el exterior el xenobibtico presente en el interior de la
célula y al gen ERG11 (que codifica para la enzima lanosterol desmetilasa, el blanco de
los compuestos azdlicos) (Tsai, et al., 2006). Otro mecanismo de resistencia son las
mutaciones que generan ganancia de funcién en el gen PDR1, el factor de transcripcion
que induce la expresion de los genes CDR1 y CDR2 (Caudle, et al., 2011). Cuando hay
defectos en la funciébn mitocondrial, se crea una alta resistencia a azoles debido a que se
incrementa la expresiéon CDR1, CDR2 y SNQ2 (Sanglard, et al., 2001). Esto sucede como
un mecanismo de proteccion a la mitocondria cuando la levadura se expone a

xenobibticos.

7. Alta resistencia al estrés oxidante. La cepa BG14 de C. glabrata es altamente resistente
a estrés oxidante. Puede resistir concentraciones mas altas de H,O, y de varios agentes
generadores de estrés oxidante que otras levaduras con las que se relaciona
filogenéticamente, como S. cerevisiae y C. albicans (Cuellar-Cruz, et al., 2008, Cuellar-
Cruz, et al., 2009, Abegg, et al., 2010, Roetzer, et al., 2011). Las enzimas que pueden
desintoxicar estos compuestos son la catalasa (Cuellar-Cruz, et al., 2008), las superoxido
dismutasas (Roetzer, et al., 2011). Los factores de transcripcion Yapl, Skn7, Msn2, Msn4
y Hog1l regulan la expresion de éstas y otras enzimas para responder a estrés (Gregori, et
al., 2007, Cuellar-Cruz, et al., 2008, Saijo, et al., 2010, Roetzer, et al., 2011).
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2. Especies reactivas, estrés oxidante y homeostasis redox

Los compuestos oxidantes que se generan en la célula incluyen a las Especies Reactivas
de Oxigeno y de Nitrégeno (ERO y ERN, respectivamente). Las ERO son formas
reducidas del oxigeno que se producen y acumulan dentro de las células como el
resultado de la transferencia de uno, dos, o tres electrones para formar superéxido (O;7),
peroxido de hidrégeno (H,O,) y radicales hidroxilo (‘OH), respectivamente. Estos
compuestos son productos secundarios de reacciones esenciales y pueden oxidar a todas
las biomoléculas (Halliwell & Gutteridge, 1999).

En condiciones fisiolégicas existe un balance entre la generacion de compuestos
oxidantes y su eliminacién. En el momento que la generacion de oxidantes supera a la
capacidad de eliminaciéon de los mismos, se genera estrés oxidante en la célula (Sies,
1991). En respuesta al estrés oxidante, las células pueden inducir sistemas de defensa
antioxidante para restaurar el equilibrio pro-oxidante/antioxidante (adaptacién), pueden

sufrir dafio celular y/o morir por necrosis o apoptosis (Halliwell & Gutteridge, 1999).

En presencia de estrés oxidante, las células requieren mantener el equilibrio redox por
medio de mecanismos de defensa enzimaticos y no enzimaticos y de estrategias de
reparacion de las moléculas dafiadas. Para una eliminacion rapida de las especies
reactivas, las células utilizan enzimas con alta capacidad catalitica, como la superéxido
dismutasa (SOD), la catalasa (CTA), la glutation peroxidasa (Gpx), y las peroxiredoxinas,
entre otras (Rhee, et al., 2005).

El equilibrio redox se mantiene y se restaura por la accibn de dos sistemas de
amortiguamiento, el sistema tiorredoxina (Trx) y el sistema glutation (GSH) (Toledano, et
al., 2007). Ambos sistemas efectian reacciones redox en residuos de cisteina activos,
alternando entre el estado tiol reducido (-SH) y el enlace disulfuro oxidado (-S-S-). Al final,
la fuente donadora de electrones de ambos sistemas es el NADPH que proviene de la
oxidacion de la pentosa fosfato, el cual actia como el donador primario de protones
(Toledano, et al., 2007) (Figura 1). C. glabrata posee la mayoria de los genes ortélogos

gue codifican para las proteinas de ambos sistemas (Tabla 1).
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Figura 1. El sistema redox tiol citoplasméatico consiste del sistema Trx (tiorredoxina)
y el sistema GSH (glutation). El sistema tiorredoxina involucra a NADPH, TrxR
(tioredoxina reductasa), y Trx que se acoplan con peroxiredoxinas. El sistema GSH se
compone por NADPH, GR (glutatibn reductasa) y GSH que se acopla con Grxs
(Glutaredoxinas), GPxs (glutatién peroxidasas) y GST (glutation S tranferasas). Ambos
sistemas regulan actividades celulares como sintesis de ADN, proteccién contra estrés
oxidante y controlan la proliferacién celular y la apoptosis. La ultima fuente de electrones
para ambos sistemas proviene de la oxidacién de las pentosas fosfato que produce
NADPH a partir de NADP+. (Tomado y madificado de (Lu, et al., 2007)).
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2.1. Sistema tiorredoxina. El sistema tiorredoxina incluye a las tiorredoxinas y a las
tiorredoxina reductasas. S. cerevisiae cuenta con un sistema citoplasméatico constituido
por dos tiorredoxinas (Muller, 1991) y una tiorredoxina reductasa (Chae, et al., 1994) y
con un sistema mitocondrial constituido por una tiorredoxina y una tiorredoxina reductasa
(Pedrajas, et al., 1999).

Las tiorredoxinas son oxidoreductasas de bajo peso molecular y poseen un sitio activo
conservado CGPC (Holmgren, 1985). Estas moléculas catalizan reacciones de
intercambio de grupos ditioldisulfuro presentes en su sustrato (Figura 1). Las tiorredoxinas
citoplasméticas son codificadas por los genes TRX1 y TRX2. Las mutantes sencillas en
estos genes no tienen un fenotipo obvio, pero la mutante doble trx1A trx2A es incapaz de
asimilar sulfato porque ambas tiorredoxinas actian como donadores de hidrégeno para la
enzima fosfoadenosina fosfosulfato (PAPS) reductasa (Muller, 1991). Ademas, en la
mutante trx1A trx2A esta afectada la funcién de la enzima ribonucleotido reductasa
(RNR), lo cual ocasiona una fase S mas larga (Muller, 1991). La mutante trx2A es sensible
a H,O,, debido a que todas la peroxirredoxinas dependen del sistema Trx en S. cerevisiae
(Draculic, et al., 2000) (Kuge & Jones, 1994).

La enzima tiorredoxina reductasa esta codificada por el gen TRR1. Su funcién es reducir
las tiorredoxinas oxidadas. Las mutantes trrlA son sensibles a H,O, y son auxétrofas de
metionina (Machado, et al., 1997, Pearson & Merrill, 1998); sin embargo son capaces de

asimilar sulfato y tienen una fase S normal.

2.2. Sistema GSH. Este sistema consiste de glutaredoxinas (Grx), GSH y una glutatién
reductasa (GlIrl) (Figura 1).

Las glutaredoxinas son oxidoreductasas que requieren de GSH como donador de
electrones para reducir su enlace disulfuro una vez que llevan a cabo su reaccion
enzimatica (Holmgren & Aslund, 1995). De acuerdo a la estructura de su sitio activo, se
clasifican como ditiol (motivo CPY/FC) y monotiol (motivo CGFS) (Lundberg, et al., 2004)
(Rodriguez-Manzaneque, et al., 1999). El genoma de S. cerevisiae codifica para 7 Grxs.
Grxl y Grx2 son glutaredoxinas tipo ditiol, ambas estan involucradas en defensa

antioxidante. Grx1 es importante para contrarrestar los efectos del anién superéxido y de

5
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hidroperéxidos mientras que Grx2 es especifica para hidroperéxidos (Luikenhuis, et al.,
1998). Grx1 y Grx2 pueden reducir a la enzima RNR pero con menos eficiencia que las
Trxs (Draculic, et al., 2000).

Existen cinco Grxs del tipo monotiol y desarrollan diferentes funciones que las de tipo
ditiol. Grx3 and Grx4 tienen un dominio parecido al dominio tiorredoxina, CGFS. Se
encuentran predominantemente en el nacleo (Lopreiato, et al., 2004) (Ojeda, et al., 2006)
(Pujol-Carrion, et al., 2006). Grx5 se encuentra en la matriz mitocondrial donde participa
en la maduracion y ensamble de las proteinas ferrosulfuradas (Rodriguez-Manzaneque,
et al., 2002) (Ojeda, et al., 2006). Grx6 y Grx7 tienen en su sitio activo los motivos CSYS y
CPYS, respectivamente. Aunque pertenecen al grupo monotiol difieren considerablemente
de las proteinas de este grupo. Ambas proteinas se encuentran en el cis-Golgi. Grx6 y

Grx7 son importantes para responder al estrés oxidante (Mesecke, et al., 2008).

Ninguna Grxs es esencial de manera individual. La doble mutante grx2A grx4A crece
lentamente. En la mutante grx5A, que crece lentamente, se acumula Fe libre y esto

incrementa el estrés oxidante (Rodriguez-Manzaneque, et al., 2002, Vilella, et al., 2004).
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Tabla 1. Comparacion del sistema de homeostasis redox de S. cerevisiae versus C. glabrata.

Gen Gen %
Proteina S. cerevisiae C. glabrata Identidad”  Sintenia®
Trx1
Citoplasmica YLR043C No ortélogo NA NA
-IC-:Ei(oszésmica YGR209C CAGLOK00803g 76 Si
SISTEMA Trrl
TIOREDOXINA Citoplasmica YDR353W CAGLO0A02530g 86 Si
-ll\;lri)t(c:jcondrial YCRO0O83W CAGLOE00583g 46 Si
-l\r/lrigcondrial YHR106W CAGL0I011669g 75 Si
Grx1 YCLO35C No ortélogo NA NA
Grx2 YDR513W CAGLO0OK05818g 55 Si
Grx3 YDR098C CAGL0G08151g 58 Si
Grx4 YER174C CAGLO0L11990g 46 Si
Grx5 YPLO59W CAGLOMO7271g 72 Si
Grx6 YDLO1OW No ortélogo NA NA
Grx7 YBR014C CAGLO0I04554g 25 Si
Girl YPL0O91W CAGLOHO05665g 79 Si
Gshl YJL101C CAGLOL03630g 68 Si
Gsh2 YOLO049w CAGLOF00825g 50 Si
SISTEMA Ecm38 YLR299W CAGLO0I005069g 60 Si
GLUTATION
Glrl YPLO91W CAGLOHO05665g 78 Si
Gpx1 YKL215C CAGLO0K00231g 64 Si
Gpx2 YBR244W CAGL0C01705¢g 74 Si
Gpx3 YIRO37W No ortélogo NA NA
Gtol YGR154C No ortdlogo NA NA
Gto2 YKRO76W CAGL0G02101g 68 Si
Gto3 YMR251W No ortdlogo NA NA
Gttl YIR038C No ortélogo NA NA
Gtt2 YLLO60C No ortélogo NA NA
Gtt3 YELO17W CAGLOMO03311g 32 Si

* % de identidad a nivel de la proteina completa
+ Ventana de 8 genes. .Version 7 (Scannell, et al., 2011).

NA No aplica
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Figura 2. Estructura del GSH. ElI GSH es un tripéptido con un enlace y-Glutamil.

El GSH es un tripéptido formado por &cido glutamico, cisteina y glicina (Figura 2) y se
sintetiza de manera no ribosomal mediante un mecanismo donde intervienen dos
enzimas: y-glutamilcisteina sintetasa (Gshl) codificada por el gen GSH1 (Ohtake &
Yabuuchi, 1991), y glutation sintasa (Gsh2) codificada por el gen GSH2 (Mooz & Meister,
1967) (Figura 3). El residuo de cisteina es el responsable de las propiedades redox del
GSH.

En S. cerevisiae, la mutante gshlA es inviable y su crecimiento se rescata con la adicion
de GSH. Gsh2 es dispensable para el crecimiento bajo condiciones normales, en
presencia de estrés oxidante el dipéptido y-GC sustituye parcialmente la ausencia de GSH
(Grant, et al., 1997).

El gen GSH1 se expresa en condiciones fisioldgicas (Inoue, et al., 1998, Sugiyama, et al.,
2000), y en presencia de estrés oxidante se induce por Yapl (Lee, et al., 1999) (Carmel-
Harel & Storz, 2000). GSH1 también se regula por GHS a través del factor transcripcional
Met4 (Thomas, et al., 1992, Wheeler, et al., 2002). Los niveles de GSH responden a la
disponibilidad y naturaleza de las fuentes de nitrégeno y de carbono (Nagy, et al., 2003)
(Mehdi & Penninckx, 1997).
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Existen dos actividades enzimaticas que pueden degradar el GSH. La enzima y-Glutamil
transpeptidasa, (y-GT), codificada por el gen ECM38 (Penninckx & Elskens, 1993),
cataliza la transferencia del residuo y-Glutamil del GSH a otros aminoacidos. La enzima
se encuentra unida a la membrana vacuolar (Jaspers & Penninckx, 1984, Mehdi, et al.,
2001). Una vez que el y-GT retira el acido glutamico del GSH, la enzima L-Cisteinil-glicina

dipeptidasa, CG, hidroliza al dipéptido L-cisteinil-glicina (Jaspers & Penninckx, 1984).

SH
" i'4 . CH,
H3N—C-CH,;— CH,—COO H3N—C-COO
COO H
Glu (:\7/\
ATP
7-Glutamilcisteina sintetasa
ADP + P; GSH1
SH
, H o CH;
H3N"'(':"’CH2‘_‘CH2‘_‘C‘_‘N"(';"(;()()
COO0 - H H
Gly, ATP
Glutation sintetasa
SH
i I (I)I <|:H»:“>
H3N—C-CH,— CH;—C—N-C—C—N-CH,—COO0
CO0 H H H

Figura 3. Biosintesis de GSH. La enzima Gsh1 (y-glutamilcisteina sintetasa) condensa la
cisteina con &cido glutdmico y Gsh2 (glutatién sintetasa) forma el GSH adicionando un

residuo de glicina. Tomado y modificado de (Copley & Dhillon, 2002).
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Recientemente, se ha descrito el complejo DUG en el catabolismo de GSH. La
degradacion del GSH por este complejo ocurre en el citosol y requiere de la participacion
de tres genes denominados DUG1, DUG2 y DUGS los cuales codifican para peptidasas
(Kumar, et al., 2003, Ganguli, et al., 2007).

La enzima glutation reductasa (GR) es esencial para mantener y restaurar el balance
GSH/GSSG en una reaccion que depende del NADPH (Grant, 2001).

El GSH es esencial porque participa en la maduracién de grupos de hierro-azufre (Sipos,
et al., 2002, Kumar, et al., 2011) en conjunto con el transportador ABC de membrana
mitocondrial Atm1 y la tioloxidasa del espacio intermembranal Ervl (Lill, et al., 1999)
(Lange, et al., 1999) (Sipos, et al., 2002). Este proceso es vital para la maduraciéon de
proteinas esenciales del citoplasma (Lill, 2009). Ademas de esta funcion esencial, el GSH
también lleva a cabo otras funciones, protege al ADN mitocondrial, estabiliza membranas
y proteinas, participa en la diferenciacioén celular y desarrollo, en el ensamble adecuado
de microtibulos y en la desintoxicacion de xenobidticos (metales pesados y drogas).

Debido a su abundancia celular, brinda proteccién contra estrés oxidante.

El GSH reacciona de manera directa con ERO y ERN o radicales que contienen carbono.
También protege a las proteinas de oxidaciones irreversibles, proceso conocido como
glutationilacion (Grant, et al., 1999, Shenton, et al., 2002). Puede reaccionar con el 4-
hidroxi-2-nonenal y malondialdeido que se producen durante la peroxidacion lipidica
(Gupta, et al., 1996, Turton, et al., 1997, Wonisch, et al., 1997). Participa en la eliminacion
de peréxidos al reducir a las Glutation peroxidasas (GPx) (Inoue, et al., 1995, Avery &

Avery, 2001) y desintoxica algunos compuestos junto con las glutation transferasas.

10
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3. Control de larespuesta a estrés oxidante

Los principales reguladores de la respuesta a estrés oxidante en S. cerevisiae son Yapl,
Skn7, Msn2, Msn4, Skol y Hsf1.

Yapl. Yapl pertenece a la familia bZip (basic-leucine zipper) (Moye-Rowley, et al., 1989).
Yapl regula la respuesta a estrés oxidante, a estrés por cadmio y a estrés por drogas y
activa la transcripcion de transportadores asociados a la membrana como YCF1, ATR1, y
FLR1. Una mutante yaplA es hipersensible a H,0O,, ter-butil hidroperéxido e
hidroperéxido de cumeno (Schnell, et al., 1992). Yap1l regula la induccion de antioxidantes
celulares y la via de las pentosas fosfato (Lee, et al., 1999).

Yapl se activa por diferentes compuestos como: peroxidos (H,O,, t-BOOH) y por diamida
(Kuge & Jones, 1994), menadiona (Stephen, et al., 1995, Stephen & Jamieson, 1997),
dietiimaleato (Kuge & Jones, 1994), benomil y MMS (Nguyen, et al., 2001), y cadmio
(Hirata, et al., 1994, Stephen & Jamieson, 1997). La activacion de Yapl involucra
diferentes modificaciones estrucurales de la proteina las cuales controlan su distribucion
dentro de la célula (Kuge, et al., 1997, Kuge, et al., 1998) (Yan, et al., 1998) (Delaunay, et
al., 2000). La exportacion nuclear de Yapl estad regulada por la presencia de diamida,
dietiimaleato y peréxidos donde cada compuesto involucra una modificacion estructural
diferente (Wemmie, et al., 1997) (Delaunay, et al., 2000).

En condiciones no estresantes Yapl estd en citoplasma (Kuge, et al., 1997). Crml
transporta a Yapl fuera del ndcleo ya que reconoce la NES (secuencia de exportacion
nuclear) de Yapl ubicada en el extremo carboxilo terminal. Cuando Yapl se expone a
oxidantes se acumula en el ndcleo porque deja de interactuar con Crml debido a la
formacion de un puente disulfuro catalizado por Gpx3 que enmascara la NES (Kuge, et
al., 1998, Yan, et al., 1998).

11
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Skn7. Este factor de transcripcion también es critico para la respuesta a estrés por
peroxido. Skn7 se requiere para la activacion de TRX2 y TRR1 en respuesta a H;0,
(Morgan, et al., 1997, Lee, et al., 1999, Raitt, et al., 2000). Induce varios genes de choque
térmico (HSP12, HSP26 y HSP104) en respuesta a H,O, (Raitt, et al., 2000), y la mitad del
regulén de Yapl que incluye antioxidantes y actividades de la via tiorredoxina (Lee, et al.,
1999). Skn7 es parte de una via de sefalizacibn de dos componentes (Brown, et al.,
1994). La activacion de la transcripcibn de TRX2 por Skn7 no esta mediada por H,O,,

sino por un incremento en la osmolaridad interna.

Msn2 y Msn4. Son factores de transcripcién que contienen un dedo de zinc y gue median
respuestas a muchas condiciones que activan los elementos respuesta a estrés
(Martinez-Pastor & Estruch, 1996, Schmitt & McEntee, 1996). La mutante doble msn2A
msn4A es hipersensible a H,0, (Martinez-Pastor & Estruch, 1996), y por microarreglos se
determiné que estos factores transcripcionales regulan genes como CTT1, varias HSP, y

enzimas de la via del metabolismo de carbohidratos (Gasch, et al., 2000).

Skol. Es un factor transcripcional bZip que se une y reprime genes del grupo de
elementos de respuesta a CAMP (CRE). Es el primer sustrato directo de Hogl (Proft, et
al., 2001). Skol reprime la expresion basal de genes que dependen del sistema CRE
reclutando al complejo represor Tupl/Ssn6/Cyc8. Cuando hay estrés osmoético la
represion por este complejo se libera de manera dependiente de Hogl (Marquez, et al.,
1998) (Proft & Serrano, 1999) (Rep, et al., 2001) que libera a un activador especifico CRE
hipotético (Garcia-Gimeno & Struhl, 2000). Ademas, en respuesta a estrés osmoético, Skol
se convierte de un represor a un activador (Rep, et al., 2001) de los genes GRE2, AHP1,
GLR1, SFA1y YML131W, los cuales también se inducen por H,O, a través de Yapl (Rep,
et al., 2001). Skol interfiere con el acceso de Yapl a sus promotores y/o su actividad pero

el mecanismo no se conoce.

12
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4. Glutatién y estrés por metales pesados: cadmio

El cadmio es un elemento traza altamente toxico que ingresa a las células mediante
transportadores de cationes como calcio, hierro, o zinc (Clemens, 2006). Dentro de las
células el cadmio:

e Se une a las bases del ADN y produce cortes de cadena sencilla e inhibe el
sistema de reparacion de errores (Jin, et al., 2003).

e Genera disfuncién mitocondrial (Gomes, et al., 2008)

e Ocasiona estrés oxidante debido a su afinidad por los grupos tiol, especialmente
GSH (Azevedo, et al., 2007)

Para contrarrestar los efectos téxicos del cadmio los organismos cuentan con varias
estrategias. El mecanismo general es desintoxicar al cadmio conjugandolo con GSH, otra
manera es sintetizar fitoquelatinas (péptidos tiol sintetizados enzimaticamente) (Grill, et
al., 1989). Las fitoquelatinas se producen en respuesta a la exposiciéon a cadmio por la
enzima fitoquelatina sintasa. El complejo fitoquelatina-cadmio se transporta a la vacuola.
Esta estrategia ha sido descrita en plantas (Grill, et al., 1985), en hongos como
Schizosaccharomyces pombe (Ha, et al., 1999) y en nematodos (Vatamaniuk, et al.,
2005). En mamiferos, el cadmio se desintoxica con metalotioneinas (Henkel & Krebs,
2004).

S. cerevisiae acompleja el cadmio citoplasmatico como Bis (glutationato)-Cd y lo
transporta a la vacuola a través del transportador Ycfl (Li, et al., 1997). La enzima Gtt2
(Glutation transferasa 2) participa en la formacién del complejo GSH-Cd cuya
acumulacién citoplasmatica inhibe la toma de cadmio (Adamis, et al., 2004) (Gomes, et
al., 2002). Dentro de la vacuola el GSH se degrada por las enzima yGT (y Glutamil
transferasa) y Lap4 (cisteinilglicina dipeptidasa) liberando el 4cido glutamico, la cisteina y
la glicina al citoplasma para que se reutilicen en la biosintesis de GSH (Adamis, et al.,
2007) (Figura 4).

13
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Figura 4. Inactivacion de cadmio por medio de GSH en S. cerevisiae. La enzima Gtt2
conjuga el cadmio con dos moléculas de GSH y el conjugado se transporta a vacuola a
través de Ycfl. Dentro de la vacuola, las enzimas y-GT y Lap4 liberan el GSH y asi se

reciclan los aminoacidos constituyentes. (Tomado de (Adamis, et al., 2009)).

S. cerevisiae no tiene homoélogos de fitoquelatina sintasa, pero previamente se describid
la presencia de pequefas fitoquelatinas en respuesta a la exposicion de iones metélicos
(Kneer, et al., 1992). En el 2007, se reporté que las serin carboxipeptidasas vacuolares
CPY (codificada por YMR297W) y CPC (codificada por YBR139W) pueden llevar a cabo

la sintesis de fitoquelatinas en S. cerevisiae (Wunschmann, et al., 2007).

C. glabrata contiene genes que codifican para metalotioneinas (MT) y la presencia de
fitoquelatinas en respuesta a estrés por cadmio se ha reportado (Mehra, et al., 1988,
Mehra, et al., 1989, Mehra, et al., 1992). Sin embargo, no se ha identificado el gen que

codifique para una fitoquelatina sintasa.

14
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5. Transporte de glutation en levaduras

S. cerevisiae tiene dos sistemas de transporte de péptidos: PTR (Peptide Transporte) y
OPT (Oligopeptide Transporter) (Hauser, et al., 2001).

S. cerevisiae tiene genes que codifican para dos miembros de la familia OPT, Optl y
Opt2, y existe ademas otro miembro hipotético, YGL114w (Wiles, et al., 2006). Optl es
una proteina con 12-14 dominios transmembranales. Puede transportar tetra y
pentapétidos (Lubkowitz, et al., 1998) y también GSH (Bourbouloux, et al., 2000). OPT1
se induce en ausencia de azufre y presencia de aminoacidos sulfurados (Wiles, et al.,
2006).

El sistema PTR esta codificado por 3 genes (Island, et al.,, 1991): dos reguladores
transcripcionales y una proteina integral de membrana, Ptr2 (Perry, et al., 1994). Ptr2
permite el transporte de di y tripéptidos a través de la membrana.

Los sustratos de Ptr2 son similares a los de Optl porque ambas permeasas transportan
pequefios péptidos, pero el papel fisiol6gico de cada transportador es diferente. Ptr2,
transporta dipéptidos y tripéptidos para metabolizar sus aminoacidos constituyentes como
fuente de nitrégeno. Optl transporta GSH vy tetra/pentapéptidos probablemente para
obtener azufre (Wiles, et al., 2006).

15
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6. Metabolismo de la prolina

La prolina es un aminoacido que se sintetiza a partir del acido glutamico. El glutamato se
activa por la enzima y-glutamil cinasa, Prol, para formar glutamil fosfato. El glutamil
fosfato es muy inestable y se convierte a glutamato semialdehido por la enzima y-glutamil
fosfato reductasa, Pro2. El glutamato semialdehido se cicla espontdneamente para formar
el acido A-pirrolina-5-carboxilico (P5C). Finalmente, la enzima P5C reductasa convierte al
P5C en prolina (Figura 5). La sintesis de prolina ocurre en el citoplasma (Tomenchok &
Brandriss, 1987).
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Figura 5. Rutas biosintéticas de la prolina (Tomenchok & Brandriss, 1987).

La prolina entra a la célula a través de la permeasa de prolina, Put4, y de la permeasa
general de aminoacidos, Gapl. Se transporta a la mitocondria y se convierte en glutamato
mediante la participaciéon secuencial de dos enzimas: prolina oxidasa, Putl, y la P5C
deshidrogenasa, Put2. Ambas proteinas son reguladas transcripcionalmente por Put3.
(Brandriss & Magasanik, 1979, Siddiqui & Brandriss, 1989).

En S. cerevisiae, las mutantes prolA y pro2A no son auxotrofas de prolina porque el
requerimiento de prolina lo cubre la via de degradacion de la arginina o la ornitina (Figura

5). Las mutantes pro3A son auxotrofas de prolina (Brandriss & Magasanik, 1981).
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Tabla 2. Comparacion del metabolismo de la prolina de S. cerevisiae versus C. glabrata

Gen Gen X
Proteina S. cerevisiae C. glabrata % ldentidad Sintenia”
Prol
Citoplasmica YDR300C CAGLOH01441g 71 Si
Pro2
Citoplasmica YOR323C CAGLOF00693g 77 Si
Pro3
Citoplasmica YERO23W CAGL0108283g 75 Si
Carl
Citoplasmica YPL111W CAGL0J07062g 72 Si
Arg8
Mitocondrial YOL140W CAGL0B01507¢g 71 Si
Putl
Mitocondrial YLR142W CAGLOMO04499¢g 62 Si
Put2
Mitocondrial YHRO37W CAGLO0DO03982g 75 Si
Put3
Nuclear YKLO15W CAGLOL09691g 60 Si
Put4
Membrana YOR348C CAGLOE05632g 69 Si
plasmatica
Gapl
Membrana YKRO39W CAGLOL03267g 70 Si
plasméatica

* % de identidad a nivel de la proteina completa
+ Ventana de 8 genes.Version 7 (Scannell, et al., 2011).
NA No aplica
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MATERIALES Y METODOS

1. Medios de cultivo y cepas
1.1. Medios de cultivo para bacterias.

Para el cultivo de bacterias se utilizé el medio Luria-Bertani (LB): extracto de levadura (5
g/L), triptona (10 g/L) y NaCl (10 g/L). Cuando fue necesario al medio LB se le afiadio
carbenicilina (Invitrogene™) (50 pg/mL), cloranfenicol (IBI Scientific) (20 pg/mL),
kanamicina (A. G. Scientific, Inc.) (30 pg/mL). Para el medio LB sélido se afadi6é agar (15
g/L). Para recuperar cepas bacterianas competentes se utilizé el medio SOC: extracto de
levadura (5 g/L), triptona (20 g/L), NaCl (10 mM), KCI (2.3 mM), MgS0O4 (10 mM) MgClI2
(10 mM) y glucosa (0.4% w/v).

1.2. Cepas de bacterias. Las cepas bacterianas utilizadas en este trabajo se describen

en la tabla 3.
Tabla 3. Cepas de Escherichia coli
Cepa Genotipo Referencia
F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80d lacZA lacX74 (Calvin &
DH10 deoR recAl endAl araD139 A(ara,leu)7697 galU galK A |
rpsL nupG Hanawalt, 1988)

(Lopilato, et al.,

DH10pcnB° DH10pcnB’ 1986)

F'mcrA A(mrrBC-hsdRMS) recAl endAl lon gyrA96 thil

Stbl2 SupE44 relAl A A(lac-proAB)

Invitrogen™
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1.3. Medios de cultivo para levaduras.

Medio YPD: extracto de levadura (10 g/L), peptona (20 g/L), glucosa (20 g/L) y uracilo (25
mg/L). Cuando fue requerido se suplemento con higromicina (480 pg/mL) (A. G.
Scientific), con nourseotricina (100 pg/mL) (Werner BioAgents) .

Para los ensayos de sensibilidad a agentes generadores de estrés oxidante el medio YPD

se suplemento de la siguiente manera:

- H,0, (Sigma-Aldrich®): 5, 10, 15, 20 y 25 mM

- Menadiona (Sigma—AIdrich®): 0.01, 0.03, 0.05, 0.06, 0.08 y 0.11 mM.
- Hidroperoéxido de cumeno (Sigma-Aldrich®): 0.6, 0.8, 1.0 y 1.2 mM.
-CdSO0, (Sigma-Aldrich®): 0.01, 0.03, 0.05, 0.08, 0.1, 0.15y 2 mM.
-Fluconazol (Diflucan de Pfizer®): 1,2,4,8,16, 32,64y 128 ug/mL.

Medio YPG: extracto de levadura (10 g/L), peptona (20 g/L), glicerol (20 g/L) y uracilo (25
mg/L).

Medio CAA: base nitrogenada de levadura sin amonio (1.7 g/L), sulfato de amonio (5 g/L),
casaminoacidos (6 g/L) y glucosa (20 g/L). Cuando fue necesario se suplemento con

uracilo (25 mg/L).

Medio 5-FOA: base nitrogenada de levadura sin amonio (1.7 g/L), sulfato de amonio (5
g/L), casaminoaciods (6 g/L), glucosa (20 g/L), uracilo (25 mg/L) y acido 5-fluorético (0.9
g/L) (Toronto Research Chemicals®).

Medio YNB (Wickerham, et al., 1946): base nitrogenada de levadura sin amonio (1.7 g/L),
sulfato de amonio (5 g/L), glucosa (20 g/L) y uracilo (25 mg/L). Cuando fue necesario se
suplement6 con L-prolina (10 pg/mL) o con GSH (0.01, 0.1, 0.25, 0.5, 1, 5 0 10 mM).

Medio YNB reducido en nitrégeno (YNBrN): base nitrogenada de levadura sin amonio (1.7

g/L), sulfato de amonio (0.5 g/L), sulfato de sodio (4.83 g/L), glucosa (20 g/L) y uracilo (25
mg/L). Cuando fue necesario se suplement6 con L-prolina (10 pg/mL) o con GSH (0.01,
0.1, 0.25,0.5,1, 5 6 10 mM).
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Medio YNB reducido en azufre (YNBrS): base nitrogenada de levadura sin amonio (1.7

g/L), cloruro de amonio (4.046 g/L), glucosa (20 g/L) y uracilo (25 mg/L). Cuando fue
necesario se suplementé con L-prolina (10 ug/mL) o con GSH (0.01, 0.1, 0.25,0.5,1,56

10mM).

Los medios reducidos se prepararon de acuerdo a (Wiles, et al., 2006).

Para los medios sélidos se afiadié agar bacteriologico (20 g/L).

1.4. Cepas de levaduras. Las cepas de levaduras utilizadas en este estudio se describen

en la tabla 4.
Tabla 4. Cepas de Candida glabrata
Cepa Parental Genotipo Comentario Referencia
. . (Fidel, et
BG2 Aislado Clinico al., 1996)
(Cormack &
BG14 BG2 ura3A:Tn903 Neo® (G418) Silvestre Falkow,
1999)
CGM295 Ba14 ura3A::Tn903 Neo® (G418)  ctala dC;'ecc'O”
ctalA ctalA:hph Ura” Hyg' .
laboratorio
ura3A:Tn903 Neo" (G418) Coleccién
coMS2 CGM295  pMZ18(pEPALp:FLP1) ‘J;l_AH . del
ctalA Y9 laboratorio
CGM814 ura3A::Tn903 Neo" (G418) gshlA pro2-4 .
gshi1A pro2-4 BG14 gsh1A:hph, pro2-4 Ura Hyg' Este trabajo
ura3A::Tn903 Neo" (G418) .
ggg/:_?? BG14 pGE59(CgCEN/ARS URA3 a'r';?s”e PGSHL  Este trabajo
GSH1)
CcGM873 ura3A:: Tn903 Neo" (G418) gsh2A .
gsh2A BG14 gsh2A::hph Ura Hyg' Este trabajo
ura3A:: Tn903 Neo" (G418)
thl\ﬁmesm CGM865 pGES9 (CgCEN/ARS URA3 g?Z}AH PGSHI Este trabajo
9 P GSH1) gsh1A::hph y9
ura3A:: Tn903 Neo" (G418)
CsGhl\:i%roz- 4 CGM814  gshlA, pro2-4 8?21 ﬁ pro2-4 Este trabajo
9 P pPMZ18(pEPALp::FLP1) ¥9
CGM976 ura3A:: Tn903 Neo" (G418) sh2A
gsh2A CGM873  gsh2A e Hva? Este trabajo
pMZ18(pEPA1p::FLP1) Y9
ura3A:: Tn903 Neo" (G418)
CGM989 gsh2A gsh2A pGSH1 .
gsh2a pGsH1 ~ SOM976  SGE60 (CgCENIARS URA3  Ura® Hyg® Este trabajo
GSH1)
CGM1035 ura3A:: Tn903 Neo" (G418) Silvestre .
pSCOPT1 BG14 PGE67 (CJCEN/ARS URA3  pScOPT1 Este trabajo
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ScOPT1) Ura"
CGM1037 ura3A:: Tn903 Neo" (G418)  Silvestre
SCOPT2 BG14 pGEG69 (CgCEN/ARS URA3 pScOPT2 Este trabajo
P ScOPT2) Ura*
CGM1061 ura3A:: Tn903 Neo" (G418)  ure2A .
ure2A BG4 ure2A::hph Ura” Hyg' Este trabajo
- R
uast 003N O pcor
gshlA cGM1035 P 9 gsh1A Este trabajo
SCOPTL SCOPTL) Ura" Hyg'
P gsh1A::hph y9
CGM1073 ura3A:: Tn903 Neo" (G418)  Silvestre
GRB2.2 BG14 pGRB2.2 (CQCEN/ARS pGRB2.2 Este trabajo
P : URA3) Ura"
ura3A:: Tn903 Neo" (G418)
SS;"ANB CGM1061 ure2A Bﬁfﬁ . Este trabajo
pMZ18(pEPA1p::FLP1) Y9
. R
CGM1092 ;rsa;,SZAA Tn903 Neo™ (G418) gsh22
9§2éAF,T1 CGMB73 1 GE67 (CJCEN/ARS URA3 Bf:?: T Este trabajo
P ScOPT1) Y9
CGM1099 ura3A:: Tn903 Neo" (G418) ctalA gsh24 .
ctalA gsh2A COM392 a1 gsh2A::hph Ura Hyg' Este trabajo
. R
CGM1101 ;;?FzAA Tn903 Neo™ (G418) gsh2A
ggr;éApTl CGM976 PGE67 (CGCEN/ARS URA3 B?;(?_'PT% Este trabajo
P ScOPT1) ¥9
ura3A:: Tn903 Neo" (G418)
CGM1115 gsh2A gsh2A gshlA
gsh2A gshlA CGM1101 pGE67 (CgCEN/ARS URA3 pScOPT1 Este trabajo
pScOPT1 ScOPT1) Ura’ Hyg'
gshlA::hph
COM1121 ura3A:: Tn903 Neo" (G418)
ctalA ctalA .
ctgéABz , CGM392 PGRB2.2(CgCEN/ARS Ura* Hyg® Este trabajo
P : URA3)
CGML123 ura3A:: Tn903 Neo" (G418)
gsh2A gsh2A .
gséhl'\?BAz , CGM976 PGRB2.2(CgCEN/ARS Ura" Hyg® Este trabajo
P : URA3)
ura3A:: Tn903 Neo" (G418)
gﬂ"ﬁlﬁ " CGM1099 ctalA gsh2A S;l_?_'gsbm Este trabajo
9 pMZ18(pEPA1p::FLP1) y9
. R
CGM1127 g{:fﬁégh”;’? Neo™ (G418)  iia1n gshoa
ctéalclgpqrsllmA CGM1125 PGE67(CgCEN/ARS URA3 B?;O:Tls Este trabajo
P ScOPT1) Y9
CGM1129 ura3A:: Tn903 Neo" (G418)  Silvestre
OAGLOR07293 BG14 PGE72(CgCEN/ARS URA3  pCAGLOF07293g  Este trabajo
P 9 CAGLOF07293g) Ura* Hyg®
h1lA
CGM1139 ura3A:URA3 pBC34.1/Pstl 9572 .
gsh1A CGM814 gsh1A:hph, pro2C376A Ura’, Hyg Este trabajo

pro2-4 G418°
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sh2A
CGM1140 ura3A:URA3 pBC34.1/Pstt ~ 33e2 .
gsh2A CGM873 gsh2A:hph Ura ,SHyg Este trabajo
G418
ctalA gsh2A
CGM1142 ura3A::URA3 pBC34.1/Pstl + r .
ctalA gsh2A CGM1099 ctalA gsh2A::hph gaa18|;|yg Este trabajo
CGM1205 ura3A:: Tn903 Neo" (G418)  Silvestre
CAGLOF07293 BG14 pGE75(CgCEN/ARS URA3 pCAGLOF07293g Este trabajo
P 9 CAGLOF07293g) Ura* Hyg®
CGM1216 ura3A:: Tn903 Neo" (G418) gshlA pro2-4
gsh1A pro2-4 CGM883  gshlA pro2-4 pdrlA Este trabajo
pdriA pdr1A::hph Ura Hyg'
CGwM1217 ura3A:: Tn903 Neo" (G418) gshlA pro2-4
gshlA pro2-4 CGM883  gshlA, pro2-4 cdr2A Este trabajo
cdr2A cdr2A::hph Ura Hyg'
CGM1219 ura3A:: Tn903 Neo" (G418) prclA .
prclA BG14 prclA::hph Ura” Hyg' Este trabajo
CGM1240 ura3A:: Tn903 Neo" (G418) gshlA pro2-4
gshlA pro2-4 CGM883  gshlA, pro2-4 cdrlA Este trabajo
cdr1A cdrlA::hph Ura Hyg'
. R
CGM1247 “g’;‘flAArT ”303“')\'26_3 (G418)  1sh14 proz-4
gsh14 pro2-4 cGmgls  9SNIA-NPN, P GSH1 Este trabajo
GSHI Cointegrante pGE77(URA3 Ura® Hvd'
GSH1)/PmL | y9
ura3A:: Tn903 Neo" (G418)
CGM1290 gshlA:hph, pro2-4 GSH1pro2-4 .
GSH1pro2-4 CGM1247 Segregante pGE77(URA3 Ura Hyg® Este trabajo
GSH1)/PmL |
CGM1323 ura3A:: Tn903 Neo" (G418)
pro2-4 BG14 Cointegrante pGE78(URA3 Slr?agipr(S)ZA Este trabajo
PRO2%)/Age | Y9
ura3A:: Tn903 Neo" (G418)
CrC;l\Z/IiBZ? CGM1323 Segregante pGE78(URA3 Brr(;?-: s Este trabajo
P PRO2%)/Age | Y9
ura3A:: Tn903 Neo" (G418)
gshlA pro2-4
CGM1328 gshlA pro2C376A .
pSCOPT1 CGMB83 | GE67(CgCEN/ARS URA3 ~ PSCOPTL Este trabajo
ScOPT1) Ura” Hyg
CGM1330 ura3A:: Tn903 Neo" (G418) gsh1A pro2-4
gshlA pro2-4 gshlA pro2C376A .
PCAGLOF07293  CCM883 1 GE75(CgCENIARS URA3 3??%05072939 Este trabajo
g CAGLOF07293g) Y9
.- R
CGM1332 ;;1132% Tn903 Neo™ (G418) gsh2A
gsh2A CGM976 PGE67(CgCEN/ARS URA3 pSc+OPT1S Este trabajo
pScOPT1 SCOPT1) Ura” Hyg
CGM1334 ura3A:: Tn903 Neo" (G418) ShoA
gsh2A cemore  9Sh2h gCAGLOF07293 Este trabajo
pCAGLOF07293 PGE75(CgCEN/ARS URA3 D=1 9 ‘
9 CAGLOF07293g) Y9
ura3A:: Tn903 Neo" (G418)  pdrlA
CGM1368 CGM1094 pdrlA PRO2 pro2-4 Este trabajo
Cointegrante pGE78(URA3  Ura’ Hyg'
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PRO2*)/Age |
ura3A:: Tn903 Neo" (G418) cdriA
cdrlA .
CGM1370 CGM1096 Cointegrante pGE78(URA3 Eg(?ilpr?ZA Este trabajo
PRO2*)/Age | ¥
- R
g;ar.gﬁ Tn903 Neo"™ (G418) cdr2A
CGM1372 CGM1098 Cointegrante pGE78(URA3 Elrz;giprCr)ZA Este trabajo
PRO2*)/Age | Y9
ura3A:: Tn903 Neo" (G418
M1374 gsh2A - g??hz? 2-4 baj
CGM13 COMITE " Cointegrante pGE78(URA3  TRO2PIO% Este trabajo
PRO2*)/Age | Y9
ura3A:: Tn903 Neo" (G418)
Sir3A Sir3A
CGM1376 CGM24 Cointegrante pGE32(URA3 Ura® Hva' Este trabajo
5'GSH1::hph::3’GSH1)/Hind Y9
1
ura3A:: Tn903 Neo" (G418)
g(?r';/IABSZ CGM1096 cdrlA S:EAH s Este trabajo
pMZ18(pEPALp::FLP1) Y9
ura3A:: Tn903 Neo" (G418)
552%384 CGM1098 cdr2A S:;Z.AH s Este trabajo
pMZ18(pEPALp::FLP1) Y9
. R
CGM1386 ;(rje:iﬁ Tn903 Neo™ (G418) pdriA |
p(rJI 0r%A4 CGM1368 Segregante pGE78(URA3 Brrzg-ﬁ' r Este trabajo
P PRO2%)/Age | Y9
CGM1388 ura3A:: Tn903 Neo" (G418) cdr2A
cdr2A .
c?créA4 CGM1372 Segregante pGE78(URA3 Brr(;?-: r Este trabajo
P PRO2%)/Age | Y9
ura3A:: Tn903 Neo" (G418)
pdrlA pdrlA .
CcGM1389 CcGM1382 Cointegrante pGE32(URA3  Ura® Hyg' Este trabajo
GSH21)/Hind Il
ura3A:: Tn903 Neo" (G418)
cdrlA cdrlA .
CGM1391 CGM1384 Cointegrante pGE32(URA3  Ura’ Hyg' Este trabajo
GSH1)/Hind 1lI
CGM1393 ura3A:: Tn903 Neo" (G418)  pdrlA
pdrl1A CGM1386 pdrlA pro2-4 pro2-4 Este trabajo
pro2-4 pMZ18(pEPA1p::FLP1) Ura Hyg®
CGM1395 ura3A:: Tn903 Neo" (G418)  cdr2A
cdr2A CGM1388 cdr2Apro2-4 pro2-4 Este trabajo
pro2-4 pMZ18(pEPA1p::FLP1) Ura” Hyg®
CGM1446 ura3A:: Tn903 Neo" (G418) pro2A .
pro2A BG14 pro2::URA3 Ura" Este trabajo
CGM1448 ura3A:: Tn903 Neo" (G418) dug2A .
dug2A BG14 dug2::URA3 Ura" Este trabajo
CGM1450 ura3A:: Tn903 Neo" (G418) gsh2A pro2A .
gsh2A pro2A CGM976 gsh2A Ura* Este trabajo
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pro2::URA3
- R
55“1";474 BG14 ;;?féug 303 Neo™ (G418)  yorld Este trabajo
CGM1475 ura3A:: Tn903 Neo" (G418)  trrlA .
trr1A BG14 trr1:URA3 Ura’ Este trabajo
ura3A:: Tn903 Neo" (G418)
(C::tii/l Al ‘tlr7r71 A CGM392  ctalA 3;1+A :_rlgllgAr Este trabajo
trrl::URA3 '
CGM1501 ura3A:: Tn903 Neo" (G418) gshlA pro2-4
gsh1A pro2-4 CGM883  gshlA, pro2-4 trrlA Este trabajo
trrlA trr1::URA3 Ura® Hyg®
ura3A:: Tn903 Neo" (G418)
CsGh'\giS(;llS oA CGM976  gsh2A gsrg?AH dUSQZA Este trabajo
9 9 dug2A::hph y9
ura3A:: Tn903 Neo" (G418)
CsGhl\gistzr%l A CGM976  gsh2A gsrggAHtrrlsA Este trabajo
9 trrl::URA3 Y9
ura3A:: Tn903 Neo" (G418)
CGM1587 BG14 Cointegrante pGE84(URA3 Elr?agz pro2-4 Este trabajo
PRO2%)/Age |
ura3A:: Tn903 Neo" (G418)
Cr%I\Z/IiSQZ CGM1587 Segregante pGE84(URA3 Brrc;%-4 Este trabajo
P PRO2¥)/Age |
ura3A:: Tn903 Neo" (G418)
pro2-4 pro2-4 .
CGM1595 CGM1592 Cointegrante pGE32(URA3  Ura’ Hyg' Este trabajo
GSH1)/Hind IlI
CGM1601 ura3A:: Tn903 Neo" (G418) ‘ .
Dpro2-4 BG14 DGE92(NAT pro2C376A) Nat Este trabajo
CGM1603 ura3A:: Tn903 Neo" (G418) Sh1A pro2-4
gshl1A pro2-4 CGM814  gshlA pro2-4 a r N;)tr Este trabajo
pPRO2 pGE9O(NAT PRO2) Y9
ura3A:: Tn903 Neo" (G418)
CrCCE)I\Z/IA161P3R 02 CGM1446 pro2A Eroerl\lgF RO2 Este trabajo
P P pGE9O(NAT PRO?) Y9
ura3A:: Tn903 Neo" (G418)
Crcca)l\z/li615r0 5.4  CGM1446 pro2A E'roerl\lgi)rrOZA Este trabajo
P PP pGE92(NAT pro2C376A) Y9
ura3A:: Tn903 Neo" (G418)
CrC(EJI\Z/IiGlg SH1 CGM1592 pro2-4 Brr(;%AH PGSH1 Este trabajo
P P pGES9(URA GSH1+) Y9
ura3A:: Tn903 Neo" (G418)
CGM1625 pro2-4 pro2-4 pGSH1 .
CGM1626 CGMI619 s E59(URA GSH1+) Ura® Hyg' Este trabajo
gshlA
ura3A:: Tn903 Neo" (G418) .
CSGh'\ﬁszzoz_ 4r CGM1625 pro2-4 E‘Sh}A pro2-4Ura Ete trabajo
g p gsh1A Y9
ura3A:: Tn903 Neo" (G418) .
CSGh'\ﬁszfoz_ 4r CGM1626 pro2-4 E‘Sh}A pro2-4 Ura Eqte trabajo
g p gsh1A Y9
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2. Plasmidos.

Los plasmidos utilizados en este trabajo se describen en la tabla 5.

Tabla 5. Plasmidos

Plasmido Descripcién o genotipo relevante Referencia
pGEM-T Vector de clonacion. Amp' Promega
L . r (Gietz &
pYlplac211 Vector de clonacién integrativo. URA3 Amp Sugino, 1988)
pGRB2.0 Vector de clonacion replicativo. CQCEN/ARS URA3 Amp' ;IIDo?Oeorg)ue, et
s C (Domergue, et
pGRB2.2 Vector de clonacion replicativo. al., 2005)
pAR1 Vector de clonacion replicativo. CQCEN/ARS NAT Amp' CoIecmon del
laboratorio
Vector replicativo que expresa el gen ScFLP1 para escindir Coleccion  del
pLS9 marcadores de seleccion. Pgpari:FLP1::(3’'UTRys3) CgCEN/ARS | .
NAT Amp' aboratorio
Vector replicativo que expresa el gen ScFLP1 para escindir Coleccion  del
pMz21 marcadores de seleccion. Pgpari:FLPL1::(3’'UTRys3) CgCEN/ARS | .
URA3 Amp' aboratorio
Producto de PCR (#157/#158) de 1036pb correspondiente al
pGE25 3'UTR del ORF de GSH1 digerido con Hind IlI/Kpn | y clonado en Este trabajo
pGEM-T. Amp'
Producto de PCR (#154/#155) de 747pb correspondiente a la
pGE27 region promotora 5’del ORF de GSH1 digerido con Sac I/BamH | y Este trabajo
clonado en pMB11. Cm'
Fragmento Hind IlI/Kpn | de 1036pb cortado de pGEZ25 y clonado .
PGE29 en pAP599 digerido con Hind llI/Kpn |. Amp' Este trabajo
Fragmento Sac I/BamH | de 747pb cortado de pGE27 y clonado
en pGE29 digerido con Sac I/BamH I. Amp'
pGE31 [6°GSH1::hph::3’y1r GSH1] URA3 Amp' Este trabajo
Construccién para interrumpir el gen GSH1 por pop in pop
out
Producto de PCR (#155/#158) de 3.9kb correspondiente al gen .
PGES6 GSH1 con sus regiones intergénicas clonado en pGEM-T. Amp' Este trabajo
Fragmento Sac I/Kpn | de 3.9kb obtenido de pGE56 digerido con .
PGES9 Sac I/Kpn | y clonado en pGRB2.0 digerido con Sac I/Kp nl Este trabajo
Producto de PCR (#711/#716) de 1.4kb correspondiente al gen .
PGE62 PRO?2 de la cepa BG14 clonado en pMB11 digerido con Stu l. Cm' Este trabajo
Producto de PCR (#711/#716) de 1.4kb correspondiente al gen
pGEG64 PRO2 de la cepa CGM814 clonado en pMB11 digerido con Stu I. Este trabajo
Cm'
GE66 Producto de PCR (#728/#729) de 3kb correspondiente al gen
pGE67 OPT1 de la cepa L-105 (S. cerevisiae) clonado en pGR2.2 Este trabajo
P digerido con Xba I/Sal I. Amp'
GE68 Producto de PCR (#733/#732) de 3kb correspondiente al gen
pGE69 OPT1 de la cepa L-105 (S. cerevisiae) clonado en pGR2.2 Este trabajo
P digerido con Xba I/Xho 1. Amp'
pGE70 Producto de PCR (#791/#793) de 3.436kb correspondiente al gen Este trabaio
pGE71 CAGLOF07293g de la cepa BG14 clonado en pGEM-T. Amp' !
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Fragmento EcoR I/Sal | de 3.230kb obtenido de pGE70 clonado en
pGRB2.0 digerido con EcoR I/Sal |

Este trabajo

pGE75

Fusion obtenida por PCR para interrumpir el gen CAGLOF07293¢g
paralogo de ScOPT1 y ScOPT2 de 3.9kb (#790/#794) clonado en
pGEM-T. Amp'

Este trabajo

pGE76

Producto de PCR (#791/#793) de 2.5kb correspondiente a
CAGLOF07293g paradlogo de ScOPT1 y ScOPT2 clonado en
pGRB2.2 digerido con Spe I/Sal I. Amp'

Este trabajo

pGE77

Producto de PCR (#155/#158) de 3.845kb correspondiente al gen
GSH1 de la cepa BG14 clonado en pYlplac211 digerido con Sac
I/Kpn I. Amp'

Este trabajo

pGE78
pGE79

Producto de PCR (#716/#711) de 1.4kb correspondiente al gen
PRO2 de la cepa CGM814 clonado en pYlplac211 digerido con
Sac I/Kpn I. Amp'

Este trabajo

pGES0

Producto de PCR (#762/#763) de 1.353kb correspondiente al gen
URA3 de la cepa L-105 clonado en pMB11 digerido con Stu I. Cm'

Este trabajo

pGE81
pGES2

Producto de PCR (#604/#605) de 1.4kb correspondiente al gen
URA3 clonado en pAP379 digerido con Sac I/Sal I. Amp'

Este trabajo

pGES83
pGE84

Producto de PCR (#716/#1005) de 1.75kb correspondiente al gen
PRO2 de la cepa CGM814 clonado en pYlplac211 digerido con
Sac I/Kpn I. Amp'

Este trabajo

pGES85

Producto de PCR (#1091/#1093) de 1.7kb correspondiente al gen
PRO1(B) de la cepa CGM814 clonado en pMB11 digerido con Stu
I.Cm'

Este trabajo

pGE86
pGES87

Producto de PCR (#1091/#1093) de 1.7kb correspondiente al gen
PRO1(B) de la cepa BG14 clonado en pMB11 digerido con Stu .
Ccm'

Este trabajo

pGES8
pGES9

Producto de PCR (#1090/#1088) de 1.7kb correspondiente al gen
PRO1(A) de la cepa CGM814 clonado en pMB11 digerido con Stu
I.Cm'

Este trabajo

pGE90
pGE91

Fragmento de 2.6kb correspondiente al gen PRO2 mas sus
regiones intergénicas de la cepa BG14 clonado en pAR1 digerido
con Pst I/Kpn I. Amp'

Este trabajo

pGE92
pGE93

Fragmento de 2.6kb correspondiente al gen PRO2 mas sus
regiones intergénicas de la cepa CGM814 clonado en pAR1
digerido con Pst I/Kpn I. Amp'

Este trabajo

pGE94
pGE95

Producto de PCR (#1090/#1088) de 1.7kb correspondiente al gen
PRO1(A) de la cepa BG14 clonado en pMB11 digerido con Stu |I.
Ccm'

Este trabajo
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3. Oligonucleotidos. Los oligonucle6tidos fueron sintetizados por Elim

Biopharmaceuticals, Inc. La tabla 6 describe los oligonucle6tidos que se utilizaron para la

construccién de plasmidos y productos de fusion por PCR y para el diagnostico de

mutaciones.
Tabla 6. Oligonucleétidos usados en este trabajo
# Nombre Secuencia 5— 3’ Sitio

13 puUC Fw GGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGG —

14 pUC Rv TATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGA —

15 P-PGK Rv out CGATAAGAGGCCACGTGCTTTATG —_—

16 3'UTRHIS3 Fw out AGAAATACGCACGAACACGATATAGAGG —_—

17 pUC Rv2 GGAAACAGCTATGACCATGA —

154 GSH1@-14 BamHIRv  GCTGGATCCAGTCCTGCTCCAGTCC BamH |

155 GSH1@-768 Sac | Fw CCAGGAGCTCCCAGGTGCCATCAAACTACC Sac |

157 GSH1@+10Hind lll Fw  CCCAAGCTTTTTTAAAGACATCCCCG Hind Il

158 GSH1@+1052 Kpn | Rv  CCGGGTACCGTTACATTTAGAAATAGC Kpn |

165 MCS PGK Fw GACTCACTATAGGGCGAATTGG —

166 MCS HIS3 UTR Rv CGGAATTAACCCTCACTAAAGG —

167 GSH1@-17pb GGTGGAGCTCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGCTCCCAGTCC
PGKout32pb Rv TGCTCCAGTCC

169 CGSH1@+10pb GCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTCCGACTTTTTTAAAG
HIS3out32pb Fw ACATCCCCG

170 GSH1@+1057pb Rv GGTATGGGCCAGTTACATTTAG —_

508 GSH1@-956pb Fw CCAGGTTCGGCAGCGTCAAG —

509 GSH1@-1029pb Fw TTCGATCGCGAGTTGGACC —_—

521 GSH1@67pb Fw GGAACGAGGGTGTTGAGC —

522  GSH1@301pb Rv ATGAACCGCCCGTACTCC —_—

634 GSH2@-74 BamH|Rv  GCTGGATCCGGTATCTTCGGTAAAGACAAGC BamH |

635 GSH2@-74pb GGAGCTCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGGTATCTTCGGTAA
PGKout32pb Rv AGACAAGC

636 GSH2@-985 Sac | Fw CAAGAGCTCGTATGGTATAGATCCAGCCGC Sac |

637 GSH2@-985 Fw CGTATGGTATAGATCCAGCCGC —_—

638 GSH2@-1018pb Fw GATGCAGAGTAAAACTGGGGGTGAC —_—
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639 GSH2@+42 Hind Ill Fw  CCCAAGCTTAGATAAACGATAATGGTGGC Hind 111
640 GSH2@+43pb TTTGTTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTCCGAAGATAAACGATAA
HIS3out32pb Fw TGGTGGC
641 GSH2@+925 Kpn | Rv CCGGGTACCCATCTCTGAGAGTTCGCTGG Kpn |
642 GSH2@+925pb Rv CATCTCTGAGAGTTCGCTGG —_
643 GSH2@+1137pb Rv CACTCCAGTATTAGATCACGC —_—
644  GSH2@544pb Fw CCAGTTCCAACCTCTGTTCAGG —
645 GSH2@718pb Rv CACGGATACCATAGTCCTTTTGAAGG —
728 OPT1@+693pb Sal | Rv  GAAGTCGACGATGTAGTTATAGTTG Sal |
729 OPT1@1pb Xba | Fw GCATCTAGAAAAATGAGTACCATTTATAGGGAG Xba |
730 OPT1@214pb Fw GGTCTCGTTTGGAAGGGCGAC —_—
731 OPT1@701pb Rv CTTCTGGTAAGACCTGCAGCACC —
732 35T2@+500pb Xho | AGCTCGAGGCTTCAACCGGAGTAATC Xho |
733 OPT2@1pb Xba | Fw GCATCTAGAAAAATGAGTGAAACAGTCAAAG Xba |
734  OPT2@122pb Fw CTCAGTGGTATACGGATGAACAG —
735 OPT2@682pb Rv CATACTTTCTGCCCCTGATGG —_—
762 SCURA3@+184bpFRT CCTGAAGTTCCTATTCTCTAGAAAGTATAGGAACTTCGTTCTG o
Rv GCGAGGTATTGG
763 SCURA3@-296bpFRT CCTGAAGTTCCTATACTTTCTAGAGAATAGGAACTTCGAGGCA ot
Ew TATTTATGGTGAAGG
790 CAGLOF072939@- TGACGGCAATATTCCTAAAAAC —_
843pb Fw
CAGLOF07293g@-
791 879pb Spel Fw CAAACTAGTGCTACCAGTACGCATATATCTGC Spe |
792 CAGLOF07293g@+72p TTTGTTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTCCGACGTATAGACCAGC
b HIS3out32pb FW CGATATG
793 CAGLOF07293g@+625 AAAGTCGACCTACGCGAGGATGC Sal |
pb Sal | Rv
794 gtf\ CR5b0F07293g@+902 CCCATTCTGCTTTACTTGTCCC —_—
795 gtf\ CR;\%OFO72939@+958 ATAATCTTTCTGTCTTTCGTTGAC —_—
796 EIA:\(/SVLOFO72939@294p ACAGGCCCTTTAGCTCTAGGT —_—
797 Eg3LOF07293g@640p GGATCCATTCTGAGTACCTCC —
816 gCGLOFOD%Q@ Xho | CGCCTCGAGCATCTTTCATGGTATTATTTATG Xho |
817 gsaGlLl(:)\ll:vO7293g@1pb GCATCTAGAAAAATGACTTCTACCAAGACAG Xba |
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819 PRC1@-64pb GGTGGAGCTCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTAAAGACAGG
PGKout32pb Rv CAGATATACCAA

820 PRC1@-792pb Fw GACACCTTGACATCCGAGAGCCTG

821 PRC1@-831pb Fw GAGGCAGTACGGATCTTCAGACG

822 PRC1@+39pb GCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTCCGAGGCTTCTATG
HIS3out32pb Fw CTTTAATTTTTTACCC

823 PRC1@+871pb Rv GGCTCACCTTTGTCTTCGTGTATTGGG

824 PRC1@+959pb Rv CGCTTAGAAGTGGAACACGGTGGTACC

825 PRC1@592pb Fw CTGTCGCCGCCGGTAAGGATGTC

826 PRC1@819pb Rv CTGTATTGGGTCAATGGGTCAGTC

909 PRO2@+60 sacB1l9pb CACGGCTACCACATCGTCTTTGAGAAAAATATAACAAAAGCAA
EW ATG

910 PRO2@+905pb Rv GCATAAAAACTCCGGAAAGGGC

911 PRO2@+963pb Rv CAACTCCAAGTATGCCACTGT

912 PRO2@-28 sacB24pb CGAATTCAGGAACTTGATATTTTTTTACACACTGCTTGAGAAT
Rv CAATGT

913 PRO2@-875pb Fw GGTCTCGATGTTAACCGATTTAC

914 PRO2@-970pb Fw CAAGTACGACAGCGAGGTCAG

915 PRO2@1215pb Fw CAAAGGTGACAAGTTCGATG

916 '\:(v(aRl@+3O sacB19pb ggCAGGCTACCACATCGTCTTTGATTTGACAATAGATAGAAATC

918 YOR1@+863pb Rv CTGTGCTATGAGAGCCTGGGG

919 YOR1@+951pb Rv GTGAAACTGGCTGGCCAACC

920 \FZSRl@-45 sacB24pb ggéATTCAGGAACTTGATATTTTTTAACACACAAGTAACCCTT

921 YOR1@-831pb Fw CACGTGACAAGATTGTTAACTAAG

922 YOR1@-920pb Fw CCACATAGCAAACACGCAAC

924 YOR1@843pb Fw CCACGCCTCTCAAGTTACTG

925 YOR1@1165pb Rv CGATTCTTAGCCCCAAAATC

926 [I:__)VleZ@+20 sacB19pb 1C_¢((;:GGCTACCACATCGTCTTTGATTAGGCTAGTAACTCTCCAA

927 DUG2@+770 Rv CCACGTAGCCCATATTGTATTAATG

928 DUG2@+902 Rv CTCGTTATTGCTCTTGCTATCC

929 g\l/JGZ@-SS sacB24pb ggAATTCAGGAACTTGATATTTTTTATAGTGGTTGCTGTCGTT

930 DUG2@-762 Fw CCATATTATAATCCTTCGGCGTGAC

931 DUG2@408 Fw CGCAAGCTTGCTATTCTTAGAG

932 DUG2@-904 Fw CACTTGCCTCGCTTTGTATCCTACC

933 DUG2@740 Rv CCACATTTGTGTCATCAGATCTCTG

934 ESRl@-ZSpb sacB24bp _(I;SAATTCAGGAACTTGATATTTTTGTGGACGACACGGTGGATA

935 TRR1@-930bp Fw CCACTAGATCTCTTCTGGCTAAC
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936 TRR1@-974bp Fw GGTAGTAGGCTCAGCAACTCT —_—

937 'FI'\;F\!IRl@+9bp sacB 19bp '(A:_IASGGCTACCACATCGTCTTTGCAGTATATAATGTTGCAGTTT

938 TRR1@+860bp Rv CTGTTCAAGTCGAGGATAAGG —_

939 TRR1@+997bp Rv CTGGATATATGGACCATGAAG —_—

940 TRR1@312bp Fw CGAAGATGGCGAACCAATTAC —

941 TRR1@511bp Rv GAACCGTATTTAGTCAAGAACTC —

1088 PRO1A@+122pb Rv CAATAATTCAAGACAATGAACG —_

1089 PRO1A@592pb Fw GTTCCAGACCTGTCCAAAG —_—

1090 PRO1A@-49pb FW CAGTTGTCATTTCTAGTTGCTG —

1091 PRO1B@+292pb Rv CAAGGACATCATGAATAGCTCT —_—

1092 PRO1B@555pb Fw GCCCATAGTCATCGTCCCAA —_—
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4. Transformacién genética de C. glabrata

Para la transformacion genética de C. glabrata se utiliz6 una modificacion de método de
transformacién con acetato de litio (LIACO) (Gietz, et al., 1992). Cada cepa a transformar
se crecié en medo YPD durante una noche. Se inocularon 500 pL del cultivo a 50 mL de
YPD y se incub6 con agitacion hasta alcanzar una OD de 1. Las células se colectaron por
centrifugacion y se lavaron con 50 mL de agua estéril. Se concentraron en LIAcO 0.1M y
se hicieron alicuotas de 50 uL. Para cada transformacion, a una alicuota de células se
afiadieron 240 uL de polietilenglicol al 50% (Fluka Biochemica (PM400)), 36 uL de LiIAcO
1M, 25 yL de ADN de esperma de salmén de cadena sencilla 2 mg/mL (Invitrogen)
desnaturalizado por calor y el ADN a transformar resuspendido en 50 uL de Tris 10mM.
La mezcla se incubd a 30°C durante 45 min y se afiadieron 43 pL de DMSO. Se aplicé un
choque térmico de 45°C por 15 min. Las células se centrifugaron para retirar la mezcla de
transformacion y se resuspendieron en agua o YPD (de acuerdo al tipo de seleccion).
Para la seleccién de transformantes que complementen la auxotrofia por uracilo, las
células se resuspendieron en 1 mL de agua y se sembraron tres cajas de medio CAA.
Para la seleccién con higromicina o nourseotricina, las células se resuspendieron en 1 mL
de medio YPD y se incubaron durante 4 h a 30°C en agitacién y se sembraron tres cajas
con medio YPD Hyg o Nat correspondiente. Las cajas se incubaron a 30°C durante 48 h 6

s

mas.

Cuando aparecieron transformantes se tomaron 8-16 colonias y se purificaron dos veces
en el medio de seleccién correspondiente. Se analizé su funcién mitocondrial estriando en
cajas de YPG. Se hizo PCR de colonia para diagnosticar la modificaciébn genética
correspondiente. De las colonias positivas se extrajo ADN gendmico para confirmar la

modificacion genética.

En el caso de recombinacion en dos pasos, las clonas confirmadas para la integracion del
ADN en el cromosoma, se resolvieron en YPD haciendo 3 pases y sembrando en cajas de
YPD. Cuando aparecieron colonias se hizo replica a las cajas correspondientes en cajas
de 5FOA donde las células Ura® no crecen en este medio. Las segregantes se

diagnosticaron para la modificacion genética correspondiente.
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5. Ensayos de sensibilidad

Exposicidn crénica. Se pusieron preindculos de las cepas de C. glabrata durante una

noche en medio YPD a 30 °C. Se inocul6 medio fresco y el cultivo se incubé a 30 °C
durante 48 h. Las células se lavaron con agua estéril y se ajustd la densidad celular a
1x10" células/mL. Se hicieron diluciones logaritmicas y 5 pL de cada dilucion se
colocaron en cajas con medio YPD con diferentes concentraciones del compuesto a

analizar (ver medios de cultivo para levadura). Las cajas se incubaron a 30 °C.

Ensayos de adaptacién a H,O,. Las diferentes cepas de C. glabrata se crecieron en

medio YPD a 30 °C durante una noche. Se diluyeron en medio YPD fresco y se crecieron
durante 9 duplicaciones hasta que alcanzaron una densidad celular de 1x10’ células/mL.
Las células se expusieron a la concentracion de H,O, indicada por 3 h. Para los
experimentos de adaptacion, las células se pretrataron con una dosis subletal de H,0,
durante 1 h, se afiadieron diferentes dosis letales y se incubaron por 2 h mas. El H,0, se
removié por centrifugacion. Las células se resuspendieron en agua destilada estéril y se
ajustaron a una densidad celular de 1x10’ células/mL cuando fue necesario. Se hicieron
diluciones logaritmicas y 5 uL de cada dilucion se colocaron en placas con medio YPD.

Las placas se incubaron a 30 °C.
6. Curvas de crecimiento

En las cepas de interés se analiz6 el crecimiento en diferentes medios. Todas las cepas
se crecieron a 30 °C hasta que llegaron a saturacién (48 h). Las células se lavaron con
agua destilada estéril y se ajustd la densidad celular a 0.01 (1x10° células/mL). Se
tomaron 300 uL de cada suspensién celular y se colocaron en microplacas colmena de
100 pozos por duplicado para analizar el crecimiento a 30 °C en agitacion constante a
600nm en el equipo BIOSCREEN C (Growth Curves Ab Ld) durante 24 6 96 h segun el
medio en el gue se deseaba evaluar el crecimiento. Se tomaron lecturas cada 15 min. A
cada valor se le resto la lectura del blanco respectivo (el medio de cultivo sin levaduras) y

se determind el tiempo de duplicacion.
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7. Evaluacion de la pérdida de plasmidos

Para medir la poblacion celular que pierde el plasmido de interés, las cepas se crecieron
durante una noche a 30 °C en los medios YPD, CAA o YNB (con o sin GSH a diferentes
concentraciones) y se reinocularon hasta tres veces en el medio fresco correspondiente.
Los cultivos se diluyeron apropiadamente y se sembraron en cajas de YPD, en cajas con
medio de seleccion para el plasmido (CAA) y en cajas con medio de contraseleccion para
el plasmido (5-FOA). Las cajas se incubaron a 30 °C por 48 h y se contaron el total de
colonias en los tres tipos de cajas. La relacién del nimero de colonias en el medio 5-FOA

con respecto al medio YPD es la fraccion de células que perdieron el plasmido.
8. Cuantificacion de GSH.

Para determinar el contenido de GSH las diferentes cepas se crecieron durante una
noche a 30 °C en los medios YPD, CAA, YNB, YNBrN o YNBrS sin o suplementados con
prolina y/o GSH. Se inoculé medio fresco correspondiente y los cultivos se incubaron
durante 48 h a 30 °C. Se ajusté la densidad celular a 3x10° células/mL y se lavaron dos
veces con pH 7 y se resuspendieron en 300 uL de acido sulfosalicilico al 5% (w/v) y se
mezclaron con un volumen similar de perlas de zirconio. Las células se homogenizaron
mezclando en vortex a 4 °C durante 10 min con pausas intermitentes. Los lisados se
centrifugaron a 15000 g por 1 h. Se tomaron 200 yL del sobrenadante, se hicieron las
diluciones correspondientes y 10 uL se utilizaron para cuantificar glutatién total (GSX). La
cuantificacion se hizo con un método enzimatico que usa DTNB [5,5-ditiobis-(2-acido
nitrobenzoico)] y la enzima glutation reductasa (Anderson, 1985). Para determinar el
contenido de GSH en el sobrenadante de los cultivos celulares separamos 10 uL del

sobrenandante correspondiente y se analizé como se describe arriba.
9. Anélisis bioinformaticos

Las secuencias génicas y proteicas de C. glabrata se extrajeron de la base de datos del
proyecto Genolevures (http://www.genolevures.org/cagl.html); las de S. cerevisiae de
SGD (http://www.yeastgenome.org/). Los alineamientos se hicieron por el método
ClustalW (Higgins, et al., 1996) con el programa MacVector (Accelrys). La informacion
sobre la sintenia se realizd utilizando el servidor de yeast order browser

(http://wolfe.gen.tcd.ie/lygob/) (Scannell, et al., 2011).
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10. Transformacion de E. coli

La transformacibn de bacterias se hizo por electroporacion. Las células
electrocompetentes se describen en la tabla 2. Se mezclaron las células bacterianas con
el ADN a transformar, la mezcla se colocé en una celda de electroporacion de 1 mm
(BIORAD®) y se le aplicé un pulso eléctrico (1800 V, 200 mA, 50 F) con un electroporador
GenePulser Xcell Electroporation System (BIORAD®). Las células se resuspendieron en 1
mL de SOC y se incubaron a 30 °C durante 1 h. Las células se sembraron en cajas de LB

con el antibiético correspondiente y se incubaron una noche a 30 °C.

El diagnéstico de las construcciones se hizo por PCR de colonia. Una vez confirmadas se
resguardaron dos colonias independientes en glicerol al 10% a -80°C. Los plasmidos se
extrajeron mediante los kits comerciales QIAprep o Promega, y se analizé el patron de
restriccion con endonucleasas para confirmar la presencia del inserto. Todas las enzimas

de restriccidn utilizadas en este trabajo son de New England BioLaboratories®.
11. Extraccion de ADN gendmico de C. glabrata.

Las cepas se incubaron durante una noche en medio YPD. Las células se colectaron por
centrifugacion y se resuspendieron en 500 pL de la solucion A (Tris 0.05 M, EDTA 0.01 M,
NaCl 0.15 M, Triton 1% y SDS 1%. Se adicionaron 500 pL de fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico (Fluka Biochemicals®) (24:24:1) y se incubaron a 44 °C por 30 min agitando
ocasionalmente. Se centrifugd y se colecto la fase acuosa PCR, a la cual se le afiadieron
50 pL del amortiguador A sin detergente con RNasa (AMBION®), y se incub6 por 30 min a
44 °C. Para la precipitacion del ADN se afadieron 15 pL de NaCl 5 M y un volumen de
etanol frio al 100%. La pastilla de ADN se lavdé con etanol frio al 70%, se secé a

temperatura ambiente y se resuspendi6 en Tris 10 mM con RNasa.
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12. Precipitacion de ADN con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico y precipitacion

con etanol

Para eliminar proteinas y sales del ADN, la muestra se llevo a un volumen de 110 yL con
agua miliQ y se afiadieron 42 pL de acetato de amonio 8.3 M (concentracion final 2.5 M).
Se agregé un volumen equivalente de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (Fluka
Biochemicals®) (24:24:1) y se agito vigorosamente. Por centrifugacion se separo la fase
acuosa y se transfirié a un tubo con un 1 uL de glucégeno (Roche®). Se agregaron 2.5
volimenes de etanol frio al 100% Yy se incubd a -20 °C por 20 min. EI ADN se concentrd
por centrifugacién y la pastilla de ADN se lavé con etanol frio al 70%, se secé a

temperatura ambiente y se resuspendié en Tris 10 mM.

13. Construccién de mutantes de C. glabrata. Las mutantes nulas que se generaron en
este estudio (excepto en las que se interrumpié el gen GSH1 utilizando el plasmido
pGE31) se construyeron por un solo evento de doble recombinacién homdloga utilizando
productos de fusién por PCR de acuerdo a (Kuwayama, et al., 2002). Se llevaron a cabo
dos rondas de PCR: en la primera de ellas, las regiones 5’ y 3’ del gen a interrumpir y el
cassette de seleccion se amplificaron con una enzima de alta fidelidad y los productos de
PCR se purificaron con el kit comercial de QIAGEN. En la segunda ronda de PCR los tres
fragmentos se fusionan utilizando el oligo Fw que se utilizé para amplificar el fragmento de
la region 5’ y el oligo Rv que se utilizé para amplificar el fragmento de la region 3'. El

producto obtenido en la fusién que se utiliza para la transformacién de C. glabrata.
14. Cuantificacién de ADN.

El ADN se cuantificO por espectrometria utilizando el equipo NANODROP 2000
(ThermoScientific®).
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15. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

Para amplificar fragmentos de ADN destinados a fusion por PCR, clonacion o
secuenciacion se utilizaron las enzimas Expand Long Template PCR System (Roche®),
Phusion® Hot Start High-Fidelity ADN Polymerase (Finnymes) y iProof High-Fidelity ADN
Polymerase (Bio-Rad) de acuerdo a las condiciones sugeridas por el fabricante.

Para generar las construcciones de fusién se utilizaron las enzimas Expand Long
Template PCR System (Roche®) y iProof High-Fidelity ADN Polymerase (Bio-Rad) de
acuerdo a las condiciones sugeridas por el fabricante.

Para las reacciones de diagndstico de modificaciones genéticas, se utilizé la enzima Taq

Amplificasa® de la UNAM de acuerdo a las condiciones sugeridas por el fabricante.
16. Cuantificacion de prolina.

La determinacion del contenido intracelular de L-prolina se realiz6 como se ha descrito
previamente (Bates, et al., 1972). Las células se crecieron durante 48 h en YPD y 2x10°
células se lavaron dos veces con agua. Se adiciond 1 mL de acido sulfosalicilico al 5%. La
suspension se incubd a 100 °C durante 10 min y se centrifugd a 4 °C durante 5min a
15000 xg. Se tomaron 800 pL del sobrenadante en tubos de vidrio y se adicionaron 800
uL de ninhidrina y 800 pL de acido acético glacial. Se incubd a 100 °C durante 1 hy la
reaccion se detuvo en un bafio de hielo. Se adicionaron 1600 pL de tolueno y los tubos se
agitaron por 20 seg. Se centrifugd 1 min y se tomaron 1200 pL para medir la absorbancia
a 520 nm en una celda de vidrio. La cantidad de prolina se determind con base a una

curva de calibracién realizada simultaneamente.
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17. Generacién de protoplastos de C. glabrata.

La generacion de protoplastos se hizo de acuerdo al método descrito previamente con
algunas modificaciones (Duell, et al., 1964). Brevemente, 5 mL de un cultivo de C.
glabrata en YNB sin o suplementado con GSH 0.5 mM, se inocularon en 50 mL del medio
correspondiente y se incubd a 30 °C hasta alcanzar una ODggonm de 2-4. Las células se
centrifugaron y se lavaron con agua estéril. La pastilla celular se resuspendié con 20 mL
de solucion de pretratamiento (Tris-HCI 10 mM, EDTA 5 mM, 2-mecaptoetanol 1%) y se
incubd a 30 °C a 80 rpm durante 30 min. La suspensién celular se centrifugd a 3000 rpm
durante 5 min y se adicionaron 10 mL de sorbitol 1 M. La pastilla se resuspendié con
agitacion y se adicionaron 20 mL de amortiguador para generar protoplastos (sorbitol 1.2
M, enzimas liticas de tricoderma 5mg/mL pH=7.2 ajustado con amortiguador de fostatos).
La suspensién celular se incub6 a 30 °C a 80 rpm durante 90 min. Se centrifugbé a 500
rpm durante 5 min y a la pastilla de protoplastos se lavd dos veces con 5 mL de sorbitol 1
M centrifugando a 500 rpm durante 5 min. Los protoplastos se resuspendieron con

agitacion suave en 5 mL de sorbitol 1 M.

18. Purificacién de proteinas de membrana de C. glabrata por centrifugacién en
gradiente de sacarosa.

La purificacion de las proteinas de membrana se realizé como se ha descrito previamente
(Cabezon, et al., 2009). Los esferoblastos de C. glabrata se resuspendieron en 1mL de
amortiguador de lisis (Tris-HCI 50 mM pH 7.5, EDTA 1 mM, NaCl 150 mM, DTT 1mM,
PMSF 0.5 mM vy céctel inhibidor de proteasas) y se lisaron mecanicamente con 7 ciclos
de 60 seg de agitacion y enfriamiento a 4 °C. Los lisados se centrifugaron durante 1 h a
13000 rpm a 4 °C. Se retir6 el sobrenadante y se adicionaron 600 mL de Na,CO3; 100 mM
y se incubé a 4 °C durante 1 h. Las muestras se resuspendieron en 200 pL de
amortiguador de lisis con 200 pL con sacarosa al 12% y la mezcla se colocé sobre un
gradiente continuo de sacarosa del 12 al 60% (nueve fracciones de 1.2 mL que
corresponden a 12, 18, 24, 30,36, 42, 48, 54 y 60% de sacarosa). Los tubos se
centrifugaron a 29500 rpm a 4 °C durante 3 h y se separ6 la banda densa presente entre
las fracciones que corresponden a 42-48% del gradiente de sacarosa. Se adicion6é 1 mL
de Na,CO; 100 mM y se incubé a 4 °C toda la noche. Se centrifugé a 4 °C a 13000 rpm

durante 1 h. Las proteinas de membranas se solubilizaron con 200 uL de amortiguador de
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solubilizacién (urea 7 M, tiourea 2 M y CHAPS 4%). La precipitacion de proteinas se hizo
con TCA al 10%. Las muestras se centrifugaron a 13000 rpm durante 10 mina 4 °Cy la
pastilla se lavé 5 veces con 500 pL de acetona fria. Las pastillas se secaron a
temperatura ambiente y las muestras se corrieron en un gel de poliacrilamida al 12%. Las
proteinas se revelaron con tincidbn por Coomassie coloidal como previamente se ha
descrito (Candiano, et al., 2004).

19. Determinacion del tiempo de vida cronolégica de C. glabrata.

Los experimentos de viabilidad se hicieron como se ha descrito previamente con algunas
modificaciones (Murakami, et al., 2008). Brevemente, los cultivos de las cepas BG14
pGSH1, gshlA pScOPT1, gsh2A pScOPT1 y gshlA gsh2A pScOPT1 se crecieron
durante 1 noche a 30°C en medio YNB con GSH 0.05mM. Después se inocularon en YNB
sin GSH. En los tiempos indicados las células se lavaron con agua destilada estéril y se
ajusto la densidad celular a 0.01 (1x10° células/mL) en medio YPD. Alos 1, 2, 3, 4, 6, 8,y
10 dias, se tomaron 300 uL de cada suspension celular y se colocaron en microplacas
colmena de 100 pozos por duplicado para analizar el crecimiento a 30 °C en agitaciéon
constante a una ODggonm €n el equipo BIOSCREEN C (Growth Curves Ab Ld) durante 24
h. Se tomaron lecturas cada 15 min. A cada valor se le restd la lectura del blanco
respectivo (el medio de cultivo sin levaduras) y se determind el tiempo de duplicacion
usando la pendiente de la curva semilogaritmica de la OD en funcién del tiempo. El
tiempo O correspondid al dia 3 de crecimiento. La sobrevivencia para cada cepa se

calculé con la férmula:

Vy =

+

Donde v, es la viabilidad en un punto n, At, es la diferencia en tiempo en las curvas de
crecimiento al tiempo n con respecto al tiempo 0 (3 dias) en una ODggonm de 0.5,y 0 es el
promedio del tiempo de duplicacion calculado para cada cepa en cada dia del
experimento. Los valores v, se graficaron para cada cepa para cada dia a lo largo del

experimento. Para mayores detalles consultar (Murakami, et al., 2008).
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20. Andlisis estadisticos.

Todos los andlisis estadisticos se realizaron utilizando la prueba t student o ANOVA con el

programa GraphPad Prims v5.
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Abstract

Candida glabrata, an opportunistic fungal pathogen, accounts for 18-26% of all Candida systemic
infections in the US. C. glabrata has a robust oxidative stress response and in this work we
characterized the role of glutathione (GSH), an essential tripeptide-like thiol-containing molecule
required to keep the redox homeostasis and in the detoxification of metal ions. GSH is synthesized
from glutamate, cysteine and glycine by the sequential action of Gshl (y-glutamyl-cysteine
synthetase) and Gsh2 (glutathione synthetase) enzymes. We first screened for suppressor
mutations that would allow growth in the absence of GSH1 (gsh1A background) and found a single
point mutation in PRO2 (pro2-4), a gene that encodes a y-glutamyl phosphate reductase and
catalyzes the second step in the biosynthesis of proline. We demonstrate that GSH is important in
the oxidative stress response since the gshlA pro2-4 and gsh2A mutant strains are more sensitive
to oxidative stress generated by H,O, and menadione. GSH is also required for Cadmium (Cd)
tolerance. In the absence of Gshl and Gsh2, cells show decreased viability in stationary phase.
Furthermore, C. glabrata does not contain Saccharomyces cerevisiae high affinity GSH transporter
orthologue, ScOptl/Hgtl, however our genetic and biochemical experiments show that the gshlA
pro2-4 and gsh2A mutant strains are able to incorporate GSH from the medium. Finally, GSH and
thioredoxin, which is a second redox system in the cell, are not essential for the catalase-
independent adaptation response to H,O,.
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Introduction

In the last three decades, C. glabrata, an opportunistic fungal pathogen, has emerged as
the second cause of mucosal and bloodstream fungal infections, accounting for 18-26% of all
Candida systemic infections in the US (Li, et al., 2007, Presterl, et al., 2007, Pfaller & Diekema,
2010). Several C. glabrata virulence factors have been described. These include intrinsic resistance
to fluconazole (Diekema, et al., 2002), adherence to epithelial cells (Cormack, et al., 1999, Castano,
et al., 2005) and high resistance to oxidative stress (Cuellar-Cruz, et al., 2008, Roetzer, et al., 2010,
Roetzer, et al.,, 2011). The robust oxidative stress response in C. glabrata include the single
catalase Ctal, the transcription factors Yapl, Skn7, Msn2 and Msn4, (Cuellar-Cruz, et al., 2008,
Roetzer, et al., 2008, Saijo, et al., 2010) and its capacity to survive within phagocytes (Kaur, et al.,
2007, Seider, et al., 2011).

Under steady state conditions, the eukaryotic cytoplasm is highly reducing. As a
consequence, the Reactive Oxygen Species (ROS, superoxide anion, hydrogen peroxide, and
hydroxyl radicals) and glutathionylated proteins are present at very low levels (Heeren, et al., 2004).
ROS are endogenous by-products of aerobic metabolism arising from mitochondria and the
oxidative metabolism in peroxisome and the endoplasmic reticulum. At high levels, ROS can
damage proteins, lipids and DNA, thereby affecting many cellular functions (Lopez-Mirabal &
Winther, 2008). Living organisms have enzymatic (catalases, superoxide dismutases, and
peroxidases) and non-enzymatic (thioredoxin and glutathione [GSH]) mechanisms to keep ROS
and cysteine oxidation at physiological levels (Muller, 1991, Luikenhuis, et al., 1998, Fernandes &
Holmgren, 2004) In particular, phagocytic cells generate ROS to eliminate internalized pathogens
(Mansour & Levitz, 2002), however, pathogens have coopted these well-conserved antioxidant
mechanisms (enzymatic and non-enzymatic) to eliminate ROS and evade phagocyte defenses
(Avery & Avery, 2001, Thorpe, et al., 2004, Temple, et al., 2005). It has been proposed that the
oxidative stress response (synthesis and regulation of the antioxidant mechanisms) is related to
virulence (Wysong, et al., 1998, Hwang, et al., 2002).

GSH, a tripeptide-like thiol-containing molecule (y-L-glutamyl-L-cysteinyl-glycine) (Meister &
Anderson, 1983) is found in many organisms. GSH is the main low-molecular weight-reducing
molecule required to keep the redox homeostasis (Meister & Anderson, 1983, Carmel-Harel &
Storz, 2000). GSH also patrticipates in the detoxification of metal ions and Xxenobiotics; the
regulation of the activity of many proteins by glutathionylation and it can also be used as a source of
sulphur and nitrogen (Meister & Anderson, 1983, Penninckx & Elskens, 1993). GSH is essential in
all eukaryotes so far studied (Penninckx, 2002, Toledano, et al., 2007). The essential function of
GSH is not due to the protection from oxidative stress it provides (Penninckx, 2002) but rather to its
involvement in iron metabolism where GSH partners with glutaredoxins to assemble Fe-S clusters
(Sipos, et al., 2002, Kumatr, et al., 2011).

In S. cerevisiae, GSH is synthesized by the sequential action of Gshl (GSH1), the y-
glutamyl-cysteine synthetase, which catalyzes the first and rate limiting step in the conjugation of
glutamate and cysteine; and Gsh2 (GSH2), the glutathione synthetase, which catalyzes the ATP-
dependent synthesis of GSH from y-glutamyl-cysteine and glycine (Grant, et al., 1997). S.
cerevisiae also contains other proteins involved in the GSH pathway, a glutathione reductase
(GLR1), two classes of glutaredoxins (GRX) (Toledano, et al., 2007), a high-affinity plasma
membrane GSH transporter (OPT1/HGT1) (Bourbouloux, et al., 2000, Hauser, et al., 2000) and two
kinds of peptidases for GSH degradation (ECM38 and DUG1-3) (Jaspers, et al., 1980, Kumar, et
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al., 2003). In S. cerevisiae, the gsh1lA mutant is non-viable, while the gsh2A mutant accumulate the
y-Glu-Cys intermediate which can partially substitute for GSH (Grant, et al., 1997). Interestingly, it
was found that mutations in the PRO2 gene restored biosynthesis of very low levels of GSH by the
abduction of the proline biosynthetic pathway (Spector, et al., 2001, Toledano, et al., 2007). C.
glabrata, which is closely related to the yeast S. cerevisiae, shares many of the S. cerevisiae
orthologues of the GSH pathway, and particularly, GSH1 and GSH2. As in other organisms, C.
glabrata is no exception and GSH is essential in this fungal pathogen (Yadav, et al., 2011).
Surprisingly, C. glabrata does not contain the S. cerevisiae high-affinity plasma membrane GSH
transporter, ScOptl/Hgtl (Yadav, et al., 2011).

In this work, we evaluated the role of GSH in the oxidative stress response in C. glabrata.
We constructed mutants in the GSH1 and GSH2 genes and confirmed that GSH1 is essential. C.
glabrata cells show reduced viability in stationary phase once GSH has been depleted.
Interestingly, we found a suppressor mutation, pro2-4, in the PRO2 gene that allows the growth of
C. glabrata in the absence of GSH1. We found that gshlA pro2-4 and gsh2A mutant strains are
more sensitive to oxidative stress and to heavy metals and these phenotypes correlated with their
reduced GSH concentration. Furthermore, in spite of the fact that C. glabrata does not contain the
ScOptl/Hgtl orthologue, the gshlA pro2-4 and gsh2A mutant strains are able to take up GSH from
the medium indicating the presence of a putative low affinity transporter for GSH. Finally, GSH and
thioredoxin, in the absence of Ctal (ctalA), are not essential for the adaptation response to H,O,.
We show that GSH plays an important role in the oxidative stress response in C. glabrata.
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Materials and Methods

Strains. All strains used this study are summarized in Table 1.
Plasmids. All plasmid used in this study are summarized in Table 2.
Primers. All primers used in this study are summarized in Table 3.
Media and Growth Conditions.

All overnight cell cultures were grown for 48 hr at 30°C. Yeast media were prepared as
described previously (Sherman, et al., 1986), and 2% agar was added for plates. Yeast extract-
peptone-dextrose (YPD) medium contained yeast extract at 10 g/liter and peptone at 20 g/liter and
was supplemented with 2% glucose. Synthetic complete medium (SC) was a mixture of yeast
nitrogen base without (NH,4),SO,4 at 1.7 g/liter and NH,SO, at 5 g/liter and was supplemented with
0.6% Casamino Acids, 2% glucose, and when needed, uracil at 25 mg/liter and 5-fluoroorotic acid
(5-FOA) at 1.1 g/liter for 5-FOA plates (5-FOA, Toronto Research Chemicals). YNB medium was a
mixture of yeast nitrogen base without (NH4),SO,, at 1.7 g/liter and (NH,),SO,4 at 5 g/liter and was
supplemented with 2% glucose. YPD plates were supplemented with hygromycin B (A. G.
Scientific) at 460 pg/ml. Bacterial medium was prepared as described previously (Ausubel, 1992),
and 1.5% agar was used for plates. Luria-Bertani medium contained yeast extract at 5 g/liter, Bacto
peptone at 10 g/liter, and NaCl at 10 g/liter and was supplemented where needed with 50 pug/ml of
carbenicillin (Invitrogen). All plasmid constructs were introduced into Escherichia coli DH10 by
electroporation (Ausubel, 1992) and plasmids were purified with the Qiagen mini prep kit.

Transformation.

Yeast transformations with linear or supercoiled plasmid DNA were done as described
previously (Castano, et al., 2003).

Sequence analysis.

The amino acid sequence homology analysis was done by ClustalW alignment (Higgins, et
al., 1996) with MacVector (Accelrys).

Construction of mutant strains.

To construct all knockout mutations, we used the fusion PCR procedure (Kuwayama, et al.,
2002) and recombination of the PCR fragments by the one-step gene replacement. Briefly, for
gsh1A (always in the presence of pGES9, pGSH1) and ghs2A mutants, 3 PCR fragments for each
gene were amplified: the hygromycin cassette (primers 165/166), the promoter and 3’'UTR regions
of GSH1 (primers for the promoter region 508/167 and primers for the 3'UTR region 169/509) and
the promoter and 3’'UTR regions of GSH2 (primers for the promoter region 637/635 and primers for
the 3'UTR region 640/642) (Table 3). These three fragments were linked by fusion PCR. All PCR
products were purified using the Qiagen gel extraction kit. C. glabrata was then transformed with
the fused PCR fragment and transformants were selected on YPD hygromycin plates. PCR analysis
was done to confirm the structure of the deletion. The absence of each deleted gene was also
verified by the inability to PCR amplify an internal fragment of the gene. The pro2A (primers for the
promoter region 909/910 and primers for the 3’'UTR region 912/913) and trrlA (primers for the
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promoter region 934/935 and primers for the 3'UTR region 937/938) mutants were made in the
same way as described above, but a URA3 cassette was used instead of the hygromycin cassette
and transformants were selected on SC -Ura plates. To screen for spontaneous gshlA
suppressors, the gshlA mutation was recombine by the two-step gene replacement as described
bellow. pGE31 was digested partially with Hind 1ll and transformed into BG14. Transformants were
selected and purified on SC-Ura plates and then screened for Ura- on SC+5-FOA plates as
described. Ura" cells die on SC-5-FOA. A single gsh1A sup’ mutant was isolated (pro2-4). The
pro2-4 mutation was cloned and introduced back in the BG14 strain by the two-step gene
replacement. Briefly, the pro2-4 was PCR amplified from strain CGM814 with primers 716/1005,
and cloned into the integrative URA3 plasmid, pYlplac211 (pGE83). pGES83 was cut with Age |
enzyme and transformed into BG14. Transformants were selected and then purified onto SC-Ura
plates. Single colonies were then grown on nonselective medium (YPD plates) and screened for
Ura- on SC+5-FOA for the loss of the Ura marker. The 5-FOA® colonies were purified on YPD
plates. The presence of the pro2-4 mutation was confirmed by sequencing of a PCR fragment
amplified from the pro2-4 region.

Growth rates of C. glabrata strains BG14, gsh1A pro2-4 and gsh2A in the presence of GSH.

Saturated cultures of C. glabrata strains BG14, gshlA pro2-4 (CGM1627) and gsh2A
(CGM873) were grown in YPD, YNB and YNB+GSH (0.5mM of GSH) for 48 hr at 30°C. Cells were
diluted to a cell density of 2x10° cells/ml and growth was evaluated in a Bioscreen for 4 days at
30°C with constant shaking and growth rates were determined. See Table 4.

H,O,, menadione, cumene hydroperoxide, tert-butyl hydroperoxide, and cadmium sensitivity
assays.

All cultures were grown for 48 h in YPD at 30°C. H,0, (35% (wt/wt) solution), CdSOy,
crystalline menadione, tert-butyl hydroperoxide and cumene hydroperoxide were obtained from
Sigma-Aldrich. For sensitivity assays of log phase cells (LP), saturated cultures were diluted in
fresh media in such a way that all strains went through nine doublings to reach an ODggonm Of 0.5
and for stationary phase cells (SP), 48 h saturated cultures were diluted into sterile H,O to an
ODeggonm Of 0.5. LP and SP cultures were then serially diluted in 96-well plates. Each dilution was
spotted onto YPD plates and YPD with different concentrations of H,O, (10 and 15 mM),
menadione (80 and 110 uM), tert-butyl hydroperoxide (5.0 mM), cumene hydroperoxide (0.6 and
1.0 mM) and CdSO, (30 uM) and the plates were incubated at 30°C. Experiments were repeated at
least four times.

H,O, sensitivity and adaptation assays.

For the sensitivity and adaptation experiments, all cultures were grown for 48 h in YPD at
30°C. Overnight cultures of BG14, trrlA, gsh2A, gsh2A trrlA, ctalA, ctalA gsh2A and ctalA trrl
were diluted in rich medium (YPD) in such a way that all strains went through nine doublings to
reach an ODggonm Of 0.5. The strains were exposed to different H,O, concentrations, and incubated
with shaking for 3 h. For adaptation assay, the strains were pretreated for 1 h with a non-lethal H,0,
concentration and then challenged with a lethal concentration of H,O, for 3 additional hours. After
the treatment, H,O, was removed by centrifugation and the cultures were resuspended in distilled
H,O. The ODggonm Of the cultures was adjusted when needed to 0.5, and the cultures were then
serially diluted in 96-well plates. Each dilution was spotted onto YPD plates, and the plates were
incubated at 30°C for 48 hrs. All dilutions had the same amount of cells. Experiments were
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repeated at least four times.
Quantification of the intracellular content of glutathione in C. glabrata.

To determine the glutathione content of BG14, gsh1A pro2-4 and gsh2A strains, cells were
grown and harvested as described (Chaudhuri, et al., 1997). Briefly, the strains were grown in YNB
with uracil supplemented with 5% ammonium sulphate and 2% glucose without or with 5 mM GSH
and incubated for 48 hr at 30°C. Cells were diluted into YNB to an ODgggnm Of 0.03 and samples
were taken after 6 hr at an ODggonm Of 1.0 for log phase cells (LP, 6 hr) and after 24 hr and 48 hr for
stationary phase cells (SP, 24 hr and 48 hr). Cells were washed twice with PBS pH 7, resuspended
in 0.3 ml of 5% (w/v) sulphosalicylic acid (SSA) and mixed with an equal volume of zirconia beads.
1.5 x 10° cells were homogenized by bead mixing at 4°C for 10 min. After centrifugation at 15,000
xg for 15 min, 0.2 ml of the supernatant was used to quantify GSH. Total intracellular glutathione
GSX (GSH plus GSSG) content was determined enzymatically using the DTNB [5,5’-dithiobis-(2-
nitrobenzoic acid)]-GSSG reductase recycling assay using the Sigma-Aldrich manual (Anderson,
1985). Briefly, nmoles of GSH were calculated as follows: nmoles GSH per ml of sample =
AAso/min(sample) x dil / AA41./min(1 nmole) x vol; where AA4./min(sample) is the slope generated
by sample (after subtracting the values generated by the blank reaction, AA4;,/min(1 nmole) is the
slope calculated from standard curve for 1 nmole of GSH, dil is dilution factor of original sample and
vol is volume of the sample in the reaction in ml.

Quantification of viability in late chronological life of C. glabrata.

To determine the viability in late chronological life of mutants lacking GSH, first all gsh1A
mutants were generated, as described above, in strains harboring the SCOPT1/HGT1 gene in the
presence of 0.5mM of GSH. Saturated cultures of C. glabrata strains BG14, gshlA pro2-4
(CGM1627), gsh2A (CGM976), BG14 pScOPT1 (CGM1035), gsh1A pScOPT1 (CGM1071), gsh2A
pScOPT1 (CGM1101), and gsh1A gsh2A pScOPT1 (CGM1115) were grown in YNB+GSH (0.5mM)
for 48 hr at 30°C. Cells were washed and diluted into fresh YNB without GSH and in the presence
of 0.5mM of GSH and incubated at 30°C with constant shaking during 16 days. Samples were taken
atday 3, 4, 6, 8, 10, 12 and 16. Cell density was adjusted to 2x10° cells/ml in YPD and 300 pl were
taken for growth during 23 hr at 30°C in a Bioscreen and viability was calculated from Bioscreen
data as follows (Murakami, et al., 2008): The doubling time for each well in a Bioscreen assay, dW,
was determined by the maximal slope of the semi-log plot of OD as a function of time. The doubling
time was calculated for each duplicate. For each age-point, a t value was calculated as the shift in
the Bioscreen growth curve relative to the initial age-point for that strain at day 3. The t value was
calculated by first determining the linear regression equation of the natural logarithm of ODgggnm as
a function of time for each duplicate (ODggonm 0.3). Based on the linear regression equation for each
duplicate, the time, tOD, at which ODggy,m 0.3 was estimated. This ODgynm Value was chosen
because it is near the middle of the linear range on a plot of In (ODgggnm) Versus time. The tOD value
was calculated for each age-point and the time shift, th, was calculated as the difference of the tOD
for each age-point and the tOD for the first age-point at day 3 of culture. Relative survival for each
strain at each age-point was calculated.
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Results

A point mutation in the PRO2 gene (pro2-4) allows the cell to grow in the absence of GSH.

In order to determine the role of GSH in the oxidative stress response, we decided to
generate mutations in the GSH1 and GSH2 genes that encode the enzymes for GSH biosynthesis.
We generated fusion PCR fragments for each gene (5’ GSH-1-2::hph::3’°GSH-1-2) and transformed
our lab reference strain, BG14, with these fragments and selected the gene replacements with the
hygromycin resistant marker. We obtained the gsh2A mutant and confirmed that GSH1 is an
essential gene (data not shown). Additionally, we screened for gshlA suppressors in BG14 (see
Materials and Methods). In C. glabrata, GSH1 is an essential gene (Yadav, et al., 2011) and given
that suppressor mutations in the ScPRO2 gene (which encodes for the y-glutamyl phosphate
reductase that catalyzes the second step in proline biosynthesis) have been isolated (Spector, et
al., 2001), we sequenced the PRO1 (CAGLOD03894g), PRO2 (CAGLOF00693g) and PRO3
(CAGLO0I082839g) genes from BG14 and the gsh1lA mutant (CGM814). We identified a single point
mutation (C376A/P126T) only in the PRO2 gene (pro2-4) (Figures 1 and 6). We then determined if
the pro2-4 mutation is responsible of suppressing the absence of GSH in the gshlA mutant. We
cloned and recombined the pro2-4 mutation into BG14 (CGM1592) and then transformed this strain
with a URA3 plasmid carrying GSHL1. In this strain (CGM1619), pro2-4 pGSH1, we deleted the
chromosomal copy of GSH1. We used this mutant strain gshlA pro2-4 pGSH1 (CGM1625) to
screen for the loss of the plasmid in SC+5-FOA plates. If the strain gshlA pro2-4 pGSHL1 is able to
lose the plasmid, this will indicate that pro2-4 is suppressing the absence of GSH. Ura" cells die on
SC+5-FOA plates and only cells that have lost the URA3 plasmid can grow. Consistent with the fact
that both strains BG14 (GSH1) pGSH1 (CGM865) and pro2-4 (GSH1) pGSH1 (CGM1619), have 2
copies of GSH1, these strains lost the Ura” plasmid at about the same percentage (30%).
Conversely, the gsh1A pGSH1 strain did not lose the Ura” plasmid because GSH1 is essential for
growth. Notably, the gsh1A pro2-4 pGSH1 strain lost the Ura” plasmid at about 6%, indicating that
the pro2-4 mutation is responsible for suppressing the absence of GSH (Figure 2a). Furthermore,
since PRO2 is an essential gene in the biosynthesis of proline, we determine if the pro2-4 mutation
conferred auxotrophy to proline. Cultures of BG14, pro2-4, pro2A, gshlA pro2-4 and gsh2A were
plated onto YPD, YNB and YNB+Pro plates. The pro2-4 and the gshlA pro2-4 mutants are not
auxotrophs of proline, indicating that the proline biosynthetic pathway remained functional and
independent of GSH (compare growth of pro2A and pro2-4 and the pro2-4 gshlA on YNB and
YNB+PRO) (Figure 2b). These data confirm that GSH1 is an essential gene and that a suppressor
mutation in the PRO2 gene (pro2-4) allows the gsh1A mutant to grow in the absence of GSH.

GSH content in the gsh1A pro2-4 and gsh2A mutants.

GSH1 and GSH2 are the structural genes responsible for GSH biosynthesis. Given that we
have constructed mutations in GSH1 (gshlA in the presence of the suppressor mutation pro2-4)
and GSH2 (gsh2A), we decided to evaluate the intracellular content of GSH in these mutants and in
BG14. Cells were grown for 48 hr and then diluted on YNB in the absence of GSH (and in the
presence of GSH, see section below). Samples were taken in log phase (LP, 6 hr after dilution,
ODegoonm Of 1.0) and in stationary phase (SP, 24 hr and 48 hr after dilution). Cells were lysed and
the GSX (total glutathione, reduced and oxidized [GSH + GSSG]) content was determined
enzymatically with DTNB (See Materials and Methods). We found that BG14 has an intracellular
content of GSX of 86.7 + 3.5 nmol/ml in LP (6 hr) (Figure 3). In SP, there is a reduction of GSX
content but remained constant at 48.7 + 6.5 nmol/ml (24 hr) and 42.4 £ 9.0 nmol/ml (48 hr). In the
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gshl1A pro2-4 mutant, there is no detectable content of GSX. Notably, the gsh2A mutant showed a
constant but very low content of GSX of 4.0 = 0.18 nmol/ml (6 hr), 4.0 £ 0.05 nmol/ml (24 hr) and
2.27 £ 2.1 nmol/ml (48 hr). This GSX content was slightly higher than the gshlA pro2-4 mutant
(Figure 3). These results indicate that these enzymes are essential for the synthesis of GSH, and
suggest that the dipeptide could be responsible of the low content of GSH in the gsh2A mutant but
enough for the cell to grow and that the pro2-4 mutation is not suppressing the gsh1A mutant by
highly increasing the content of GSH.

External GSH improves growth of the gsh1A pro2-4 and gsh2A mutants.

It has been determined by a bioinformatic analysis that C. glabrata does not have the high
affinity GSH transporter orthologue present in S. cerevisiae (OPT1/HGT1) (Byrne & Wolfe, 2005),
however we had evidence that C. glabrata might be incorporating GSH from the medium. In order
to determine whether external GSH is incorporated by C. glabrata, we performed two genetic
experiments. First, cultures of BG14, pro2-4, pro2-4 gshlA and gsh2A were grown and plated onto
YNB and YNB+GSH (0.5mM) plates. The presence of GSH improved the growth of both strain
pro2-4 gshlA and gsh2A strains (Figure 2b, compare growth on YPD which has 50uM of GSH, YNB
with YNB+GSH). Second, we determined the growth rate of BG14, pro2-4 gshl1lA and gsh2A strains
in the presence of GSH. Liquid cultures of these strains were grown in YPD, YNB and YNB+GSH
and their growth rate was determined using a Bioscreen (see Materials and Methods). BG14
doubling time remained constant independent of the media used at around 96 min. Both mutant
strains, gshlA pro2-4 and gsh2A, grew at almost at the same rate in YPD than BG14 (94 min and
101 min). In contrast, both strain increased their doubling times in YNB to 117.3 £ 6.6 min and
129.5 + 4.4 min respectively. The addition of GSH to YNB improved the growth rate of gsh2A
mutant (back to 98.5 + 3.7 min) and marginally improved that of gshlA pro2-4 mutant (back to
101.9 + 7.9 min); the same doubling times as in YPD (Table 4). These experiments show that the
presence of external GSH improves the growth of the gsh2A mutant strain defective in GSH
biosynthesis and suggest that GSH could be taken up from the medium. To determine if these
mutant strains are indeed incorporating external GSH, we determined their internal GSH content
when grown in the presence of GSH. The same cells used and described in Figure 3 were grown in
the presence of GSH (5mM). We found that BG14 showed the same GSH content. In LP (6 hr,
+GSH), the BG14 content of GSX was 96.3 + 6.8 nmol/ml, compared to 86.7 £ 3.5 nmol/ml when
grown in the absence of GSH (Figure 3). In SP, BG14 showed a slight reduction of GSX content at
69.2 + 4.7 nmol/ml (24 hr) and 59.6 £ 12.6 nmol/ml (48 hr) (slightly higher than BG14 gown in the
absence of GSH [48.7 = 6.5 nmol/ml (24 hr) and 42.4 = 9.0 nmol/ml (48 hr)] (Figure 3). In the
gshlA pro2-4 and gsh2A mutants, there is a detectable increase in the content of GSH. In LP, the
gshlA pro2-4 and gsh2A mutants showed a content of GSH of 6.5 and 8.6 nmol/ml at 6 hr
(compared to 0 and 4 nmol/ml, a 6 and 2 fold increase), and an average for both strains of 15
nmol/ml at 24 hr and 48 hr (compared to 0 and 2.2 nmol/ml, a 15 and 12 fold increase) (Figure 3).
Taken together these experiments, these data suggest that C. glabrata could be incorporating GSH
from the media, possibly through a low affinity transporter.

The role of GSH in the oxidative stress response.

It has been shown that GSH is required in the detoxification of heavy metals and
instrumental in the protection from oxidative stress (Grant, et al., 1996, Stephen & Jamieson, 1996,
Halliwell & Gutteridge, 2007). In order to characterize the role of GSH in the response to oxidative
stress and to metal ions in C. glabrata, we investigated the resistance of gshlA pro2-4 and gsh2A

49



:f;*' *ﬁ,% El papel del Glutatién en la respuesta a estrés oxidante del hongo patdgeno oportunista Candida glabrata

8, o2
s )
IPICYT Ma Guadalupe Gutiérrez Escobedo

mutant strains to H,O,, menadione, cumene hydroperoxide (CHP), tert-butyl hydroperoxide (TBH)
and CdSO,. Log phase (LP) and stationary phase (SP) cells were exposed to the oxidants and to
the metal ion as described in the legend to Figure 4. In SP, BG14 was able to survive exposure to
H,O, at concentrations up to 15 mM. At this same concentration, both mutant strains gsh1A pro2-4
and gsh2A became sensitive. In LP, gshlA pro2-4 and gsh2A were more sensitive to up to10mM
and 15mM of H,O, respectively. Notably, in both LP and SP cells, gsh2A was slightly more resistant
to H,O, than gsh1A pro2-4 (compare growth at 10 mM and 15 mM) (Figure 4a). Same behavior was
seen with menadione. In both, LP and SP, BG14 survived at 110 uM of menadione while the mutant
strains, gshlA pro2-4 and gsh2A, were less resistant at this concentration. Again, gsh2A was less
sensitive to menadione than gshlA pro2-4 (compare growth at 80 uM and 110uM) (Figure 4b).
Interestingly, in the presence of CHP and TBH, in LP and SP, both mutant strains, gsh1lA pro2-4
and gsh2A, were less sensitive than BG14 (compare growth at 1.0 mM of CHP and 5.0 mM of TBH,
Figures 4c and 4d). Conversely, yaplA in both LP and SP, was highly sensitive to CHP (Figure 4c).
In the presence of CdSO, in both LP and SP, BG14 was able to survive exposure to 30 uM,
however at this concentration both mutant strains gshlA pro2-4 and gsh2A were more sensitive.
Interestingly, gsh1A pro2-4 was slightly less sensitive than the gsh2A mutant in LP (compare growth
at 30 uM) (Figure 4e). In summary, these data show that GSH participates in the oxidative stress
response (OSR) in C. glabrata and plays an important role in the detoxification of Cd. Notably,
these data suggest too that the presence of the dipeptide in the gsh2A could be providing some
protection as well.

We have previously shown that C. glabrata lacking the single catalase, Ctal, became
sensitive to H,O, in both SP and LP (Cuellar-Cruz, et al., 2008). Interestingly, ctalA cells still were
able to adapt when exposed to low levels of H,O, and then challenged to a lethal concentration
(Cuellar-Cruz, et al., 2008), indicating a catalase-independent pathway to respond to H,O,. We
asked whether GSH or thioredoxin (which is a second redox system that maintains the reduced
state of protein thiols and has been shown in S. cerevisiae that can compensate for the lack of GSH
in the cell), could be responsible for the adaptation response in the absence of the catalase. Both
systems use NADPH as a final electron donor, and Glutaredoxins (Grx) depend on GSH and
thioredoxin depends on the activity of thioredoxin reductase (TRR1). In order to determine the role
of GSH or thioredoxin reductase in the adaptation response in the absence of catalase, we tested
the resistance and adaptation to H,O, in BG14, the single mutants gsh2A, trrlA (which encodes for
the thioredoxin reductase), and ctalA and the double mutants ctalA gsh2A and ctalA trrlA. Cells
were grown and exposed to the oxidants as described in the legend to Figure 5. BG14 and trr1A
showed the same behavior in the presence of H,O,. Both strains are resistant up to 10 mM of H,0,
and were able to adapt (10+100 mM and 5+50 mM of H,0,) (Figure 5). As expected, the gsh2A
mutant was less resistant at 10mM of H,O, than BG14 and trrlA, but still was able to adapt at 5+50
mM of H,O, (Figure 5). The response to oxidative stress in the double mutant, gsh2A trrlA, showed
the phenotype of the single gsh2A mutant, less resistant at 10mM of H,O, (Figure 5), however, this
mutant still was able to adapt at 2+25 mM of H,O, (Figure 5). We then tested if the ctalA strain
could still adapt in the absence of GSH or thioredoxin reductase. The ctalA is less resistant to
H,O,, it grew at 1ImM and was sensitive to 4 mM, but was able to adapt to the lethal concentration
of 4 mM (1 mM + 4 mM, Figure 5). Both double mutants, ctalA gsh2A and ctalA trrlA showed the
same behavior as the ctalA. These mutant strains grew up to 1mM, were sensitive to 4 mM and
were able to adapt to the lethal concentration of 4 mM (1 mM + 4 mM, Figure 5). These data
indicate that the thioredoxin reductase or high levels of GSH and are not responsible for the
catalase-independent adaptation to H,O, in C. glabrata.
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GSH requirement in late chronological life.

Given that it has been shown that microorganisms are more resistant to oxidative stress in
SP and that some virulence factors are induced in SP (Thompson, et al., 2003), we decided to
evaluate the role of GSH in cells in late chronological life where cells are under aerobic respiration
and are not replicating. We analyzed the GSH mutant strains in the presence or absence of the S.
cerevisiae high-affinity plasma membrane GSH transporter, ScOptl/Hgtl and in the presence or
absence of GSH in the media (see Materials and Methods). Saturated cultures of C. glabrata strains
BG14, gshlA pro2-4, and gsh2A; and BG14 pOPT1, gshlA pOPT1, gsh2A pOPT1 and gshlA
gsh2A pOPT1 were grown in YNB+GSH (0.5mM) for 48 hr at 30°C. Cells were washed and diluted
into YNB in the presence (0.5mM) and in the absence of GSH. At day 3 all cells stopped growing
(cells enter stationary phase) and samples were taken at day 3, 4, 6, 8, 10, 12 and 16 and diluted
into fresh YPD media and viability was scored in a Bioscreen (see Materials and Methods). At day
3, strains BG14, gshlA pro2-4 and gsh2A showed 100% viability (Table 5). BG14 cells were viable
throughout the course of the experiment. At day 16, BG14 in the absence of GSH (-GSH) showed
34+4% viability, while in the presence of GSH (+GSH) showed 50+15% viability. gshlA pro2-4 at
day 6 (-GSH) showed 18+3% while (+GSH) showed 41+8% viability and lost viability at day 8
(xGSH, 5+3% / 3.6+2%). gsh2A from day 8 lost viability (+GSH) compare to BG14, however, gsh2A
in the presence of GSH also showed an increase in viability starting at days 10 and 12 (dayl0,
25+5% / 41+7%; day 12, 19+3% / 34+5%). Interestingly, gsh1A pro2-4 showed less viability than
gsh2A (compare day 8 gshlA pro2-4 (xGSH, 5+3% / 3.6x2%) and gsh2A (£GSH, 46+13% /
51+10%). These data suggest that the GSH could be introduced from the media, and also indicates
that the dipeptide in the gsh2A strain is providing protection against ROS. Strains BG14 pScOPT1,
gsh1lA pScOPT1, gsh2A pScOPT1 and gshlA gsh2A pScOPT1 showed 100% viability at day 3
(Table 5). All 4 strains in the presence of GSH (BG14 pScOPT1, gshlA pScOPT1, gsh2A
pScOPT1 and gshlA gsh2A pScOPT1) showed the same rate of loss of viability; at day 8 the
strains have an average of 88% viability (91+13%, 88+8%, 90+4% and 81+9%) and by day 16 the
strains have an average of 16% viability (15+2%, 23+4%, 13+1% and 13+4%). This result indicate
that the presence of GSH and the ScOPT1 GSH transporter make the mutant strains behave like
the parental strain BG14. Also in the presence of GSH, strains gshlA pScOPT1, gsh2A pScOPT1
and gshlA gsh2A pScOPT1 at day 8 showed an increase in viability (42+5% / 88+8%, 38+11% /
90+4%, 33+8% / 81+9%, respectively). Notably, compared to BG14 at day 8 in the absence of
GSH, all mutant strains showed reduced viability (88+7%, 42+5%, 38+11%, 33+8%) and the
mutants showed the same rate of loss of viability from day 10. In summary, these results indicate
that GSH is needed in late chronological life and the presence of GSH allows the mutant strains to
remain viable longer.
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Discussion

Phagocytic cells generate ROS (O,, H,0,, ‘OH) to eliminate fungal infections, however,
fungal pathogens are very efficient to respond to oxidative stress (Mansour & Levitz, 2002).
Transcriptional remodeling through well-conserved transcription factors (Yapl, Skn7, Msn2, and
Msn4) (Lee, et al., 1999, Gasch, 2007) and synthesis of enzymes and antioxidant molecules (Cta,
SODs, and Gpx and GSH and Trx) (Grant, et al., 1998, Thorpe, et al., 2004) ensure elimination of
ROS and survival of the pathogen. The importance of the presence of these anti-oxidant
mechanisms for virulence in several fungal pathogens has been documented (Hwang, et al., 2002,
Paris, et al., 2003). C. glabrata is no exception and has a defined OSR with transcriptional gene
regulation, synthesis of antioxidant mechanisms, and survival inside phagocytic cells (Kaur, et al.,
2007, Cuellar-Cruz, et al., 2008, Roetzer, et al., 2010, Saijo, et al., 2010).

GSH is a y-glutamyl-cysteinyl-glycine tripeptide present in many organisms. It is important
for protection against oxidative stress, detoxification of xenobiotics, and enzyme activity. It is
essential for growth because it is required for assembling cytoplasmic Fe—S clusters (ISC) (Sipos,
et al., 2002, Kumar, et al., 2011). In this study, in order to further our understanding of the OSR in
C. glabrata, we characterized the role of glutathione in this fungal pathogen.

gshl1A suppressor maps in PRO2.

We made mutations in the structural genes in the biosynthesis of GSH, GSH1 and GSH2,
and confirmed that GSH1 is essential (Yadav, et al., 2011). However, suppressor mutations in the
absence of GSH had been obtained in E. coli (Veeravalli, et al., 2011) and in S. cerevisiae (Spector,
et al., 2001), where the suppression requires the proline biosynthesis pathway (described in Figure
6). In our study, we screened for spontaneous gshl1A suppressors and found a single point mutation
in PRO2 (pro2-4, P126T) which is a new allele localized in a conserved region (Figure 1).
Furthermore and consistent with what has been described previously, the pro2-4 does not affect
proline biosynthesis (Figure 2b). The biosynthetic pathway of proline is probably the only
mechanism to suppress the absence of GSH. It has been proposed that this pathway can be used
to synthesize small but enough amounts of GSH in E. coli, S. cerevisiae and now in C. glabrata
(Figure 6). These data nicely show how enzymes can be co-opted to function in additional roles.

GSH and protection against oxidative and heavy metal stress.

GSH is fundamental in the protection against oxidative stress and tolerance to heavy
metals. We showed here that GSH is important for the OSR generated by menadione and H,0,
(Figures 4a and 4b). Our data also shows that the dipeptide (y-glutamyl cysteine) provides
protection against oxidative stress (Figures 4a and 4b). In S. cerevisiae, the organic peroxides,
cumene hydroperoxide (CHP) and tert-butyl hydroperoxide (TBH) are de-toxified by glutathione
peroxidases however, GSH is only required to eliminate TBH, but not, CHP (Grant, et al., 1996,
Mutoh, et al., 2005). Interestingly, we found that the mutants lacking GSH are resistant to both
organic peroxides, CHP and TBH (Figures 4c and 4d). These results suggest first, the existence of
an alternative GSH independent de-toxification mechanism for organic peroxides in C. glabrata and
second, GSH is affecting negatively the removal of these peroxides. Additionally, this alternative
de-toxification mechanism for organic peroxides depends on the transcription factor Yapl (Figure
4c) indicating that the resistance to organic peroxides is regulated by the OSR. Currently, we are
trying to understand this GSH-independent resistance to organic peroxides.
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GSH can form chelation complexes with heavy metals and thereby assist in their
detoxification. In S. cerevisiae, Cd** tolerance is achieved when Cd**(GSH), complexes are formed
and then moved into the vacuole by Ycfl(Li, et al., 1997). In this study, we showed that GSH1 and
GSH2 are important in the detoxification of Cd®* (Figure 4e). Surprisingly, the gsh2A mutant showed
increased sensitivity to Cd? indicating that the dipeptide (y-glutamyl-cysteine) is not participating in
the detoxification of Cd** (Figure 4e). A likely explanation for this increased sensitivity to Cd** is the
lack of synthesis of phytochelatins (PhCs) in the gsh2A mutant. It has been shown in S. pombe and
in C. glabrata that exposure to Cd* induced the biosynthesis of PhCs; a (y-Glu-Cys)n-Gly polymer
(Rauser, 1990, Rauser, 1995). PhCs chelate Cd**, Cu*, and Zn* ions in the cytosol and these
complexes are then moved into the vacuole (Ortiz, et al., 1992). It has been proposed that Gsh2 in
addition to catalyze the synthesis of GSH, is also responsible of the synthesis of PhCs (Al-Lahham,
et al., 1999).

Are GSH and thioredoxin compensating for the absence of Ctal?

We have shown that C. glabrata strain BG14 is extremely resistant to oxidative stress
generated by H,O, (Cuellar-Cruz, et al., 2008). As expected, deletion of the single catalase, Ctal,
renders the cell sensitive to H,O,. However, C. glabrata ctalA is still virulent in a murine model of
disseminated infection. Interestingly, we found that ctalA can still adapt if exposed first, to a non-
lethal and then to a lethal concentration of H,O, (1+4 mM H,0,) (Figure 5) (Cuellar-Cruz, et al.,
2008). This result suggests that with this residual resistance, first, the ctalA mutant can survive in
vivo and second, that there is a catalase-independent pathway to respond to H,0,. Given that GSH
compensates in S. cerevisiae for the lack of both catalases in growing cells (Izawa, et al., 1996),
and that thioredoxin is a second redox system which compensates for the lack of GSH in the cell,
we asked if GSH or thioredoxin were involved in this catalase-independent pathway to respond to
H,0,. Here we showed that the catalase-independent adaptation response to H,O, is not mediated
by GSH or thioredoxin (Figure 5). Currently, we are trying to identify these regulators/effectors of
the catalase-independent adaptation response to H,O,.

Is there a GSH transporter in C. glabrata?

Bioinformatic and experimental analysis have shown that C. glabrata does not have the S.
cerevisiae high affinity transporter orthologue Optl/Hgtl. However, our genetic data (Figure 2b,
Table 4 and Table 5) and the quantification analysis of the internal content of GSH when cells were
grown in the presence of GSH (Figure 3) suggest that the mutant strains are introducing GSH from
the medium. We propose that C. glabrata could be incorporating external GSH by either an amino
acid transporter with low affinity for GSH or from a GSH transporter that could be expressed only
under specific conditions; and in vivo specific expression of genes is common in pathogens.
(Cormack, et al., 1999, De Las Penas, et al., 2003).

GSH is important in late chronological life.

GSH is important for diverse processes in the cell, in the OSR and specially its activity
during iron metabolism where GSH works with glutaredoxins to assemble cytoplasmic Fe-S
clusters fundamental in the maturation of essential enzymes in the cell (Kumar, et al., 2011). Given
that microorganisms are more resistant to oxidative stress in SP, we analyzed the role of GSH in
late stationary phase where ROS are being generated. GSH is required and consumed in late
chronological life and the presence of GSH allows the strains to remain viable longer but not
indefinitely (Table 5), in spite that only trace amounts of the tripeptide are required for the essential
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role of GSH (Sipos, et al., 2002, Kumar, et al.,, 2011). This also indicates that viability in late
chronological life is not only determined by the presence of GSH. The loss of viability, as estimated
by delay in growth, is likely to be due to the absence of properly assembled Fe-S clusters in
essential cytoplasmic proteins and to the inability to neutralize ROS generated during the aerobic
respiration in stationary phase. Given that external GSH extended the viability of the gsh1A pro2-4
and gsh2A mutants, these data provides additional support that GSH is being introduced from the
media.

Given that GSH in C. glabrata is essential and is required for the OSR, detoxification of
heavy metals, and for late chronological life, it is important to understand why C. glabrata does not
have or does not express a transporter for such an essential molecule (GSH). We are currently
determined to identity this putative transporter.
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Fig 1 ScPro2, CgPro2 and CgPro2-4 alignment. ScPro2 and CgPro2 are 87% similar across the
entire length of the proteins. Identical residues are boxed and shaded. The asterix (*) show the
three mutations described in ScPro2 (S124P, G149S, and A226V). The black star (<) indicates the
C. glabrata pro2-4 mutation (P126T).
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Fig 2 The pro2-4 suppressor mutation. (a) Strains BG14 pGSH1 (CGM865), gshlA pGSH1
(CGM876), pro2-4 pGSH1 (CGM1619), and gshl1A pro2-4 pGSH1 (CGM1625) were grown at 30°C
for 48 hr in YPD and diluted back in to fresh media and grown for another 24 hr. This was repeated
3 times. 10-fold serial dilutions were plated on YPD plates for viable counts and on SC+5FOA
plates to screen for the loss of the Ura® plasmid. Ura’ cells die on SC+5-FOA plates. Only cells that
have lost the Ura” plasmid can grow on SC +5-FOA. % of cells without plasmid was calculated by
the number of cells on SC+5-FOA divided by the number of cells on YPD (viable count). (b) Strains
BG14, pro2-4 (CGM1592), pro2A (CGM1446), gshlA pro2-4 (CGM1627) and gsh2A (CGM873)
were grown for 48 hr at 30°C in YPD or YNB. Strains were diluted to ODggonm 0.5 with distilled water
and 10-fold serial dilutions were spotted onto YPD, YNB, YNB+GSH (500puM of GSH) and YNB+Pro
(1% of proline) plates. Plates were incubated at 30°C. See Materials and Methods.
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Fig 3 GSX content in C. glabrata strains BG14, gshlA pro2-4 and gsh2A. To quantify the
intracellular GSX concentration from C. glabrata strains BG14, gshlA pro2-4 (CGM1627) and
gsh2A (CGM873), cells were grown on YNB media at 30°C in the absence (black bars) or presence
(gray bars) of GSH [5mM], and samples were taken at 6 hr (ODggonm Of 1.0), 24 hr and 48h hr. 1.5
x10° cells were washed twice with PBS and then lysed with glass beads in 5% SSA buffer. The
intracellular GSX content was determined enzymatically with DTNB. Statistical analysis where *
p<0.05 and *** p<0.001. See Materials and Methods.
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Fig 4 C. glabrata strains BG14, gsh1A pro2-4 and gsh2A response to H,O,, menadione, tert-
butyl hydroperoxide, cumene hydroperoxide and CdSO,. Saturated cultures of C. glabrata
strains BG14, gshlA pro2-4 (CGM1627), gsh2A (CGM873) and yaplA (CGM297) were grown in
YPD media for 48 hr at 30°C. Logarithmic phase (LP) and stationary phase (SP) cells were washed
and resuspended in water and the ODggg,m Were adjusted when needed to 0.5. Cultures were
serially diluted and each dilution was spotted onto YPD plates supplemented (as indicated) with
different concentrations of (a) H,O,, (b) menadione, (¢) cumene hydroperoxide (CHP), (d) tert-butyl
hydroperoxide (TBH), and (e) CdSO,. Plates were incubated at 30°C. See Materials and Methods.
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Fig 5 Adaptation response of C. glabrata strains BG14, trrlA, gsh2A, gsh2A trrlA, ctalA,
ctalA gsh2A and ctalA trrlA to H,O,. Saturated cultures of C. glabrata strains BG14, trrlA
(CGM1475), gsh2A (CGM976), gsh2A trrlA (CGM1521), ctalA (CGM392), ctalA gsh2A
(CGM1099), and ctalA trrlA (CGM1477) were diluted in fresh medium (YPD) so that all strains
reached an ODggonm Of 0.5 after nine doublings at 30°C. Strains BG14 and trrlA were exposed to 0,
10, 25, 50, and 100 mM of H,O,, gsh2A was exposed to 0, 5, 10, 25, and 50 of H,0,, gsh2A trrlA
was exposed to 0, 2, 5, 10, and 25 of H,0O,, and strains ctalA, ctalA gsh2A, and ctalA trrlA were
exposed to 0, 1, and 4 mM of H,O, for 3 hrs. For adaptation experiments, strain BG14 was
pretreated for 1 hr with 10 mM H,O, and then with 100 mM H,O, for 3 additional hours; strains trr1A
and gsh2A were pretreated for 1 hr with 5 mM H,O, and then with 50 mM H,O, for 3 additional
hours, strain gsh2A trrlA was pretreated for 1 hr with 2 mM H,0, and then with 25 mM H,O, for 3
additional hours and strains ctalA, ctalA gsh2A, and ctalA trrlA were pretreated for 1 hr with 1 mM
H,0O, and then with 4 mM H,O, for 3 additional hours. After the treatments, H,O, was removed by
centrifugation. The cultures were resuspended in distilled water and the ODggonm Were adjusted
when needed to 0.5. Cultures were serially diluted and each dilution was spotted onto YPD plates.
Plates were incubated at 30°C. See Materials and Methods.
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Fig 6. The GSH suppression pathway. In S. cerevisiae, the proline biosynthesis pathway is
catalyzed by Prol (y-glutamyl kinase) that converts glutamate to y-glutamyl phosphate (Tomenchok
& Brandriss, 1987) that then is converted by Pro2 (y-glutamyl phosphate reductase) to glutamate-y-
semialdehyde, the precursor of L- Delta 1- pyrroline-5 carboxylic acid, which is converted to proline
by Pro3 (Delta 1-pyrroline-5-carboxylate reductase). The suppression pathway requires y-glutamyl
phosphate. The suppressor alleles of Pro2 (In S. cerevisiae: S124P, G149S, and A226V; and in C.
glabrata: P126T [Pro2-4]) could be allowing the condensation of cysteine to y-glutamyl phosphate
to produce y-glutamyl-cysteine, and Gsh2 then converts y-glutamyl-cysteine in GSH. Glu is glutamic
acid, Cys is cysteine, and Gly is glycine.

61



:ﬁ“‘ ‘{tﬁ%\ El papel del Glutation en la respuesta a estrés oxidante del hongo patdgeno oportunista Candida glabrata

& e
e Cuadalion G
TBICYT Ma Guadalupe Gutiérrez Escobedo
Table 1. Strains used in this study
Strain | Parent | Genotype | Reference
Escherichia coli
DH10 F mcrA A{mir-hsdRMS-mcrBC) 80dlacZAM 135 AlacX74 Calvin and
deoR recA{ endAd{ araD139 Afara,feu)7697gall) Hanawalt
galk i rpsl nupG (1988)
Candida glabrata strains
BG2 Clinical isolate (strain B) Fidel et al.
(1996)
BG14 BG2 ura3h--Tn903 G418™ Cormack and
Falkow
(1999}
CGM297 BG14 ura3A-Tn903 G418" yapfA Hyg® Ura Cuellar, et al.
(2008)
CGM382 (ctafd) CGM295 ura3A-Tn903 G418 ctailh Hyg* Ura’ Lab
collection
CGM314 (gsh1h pro2-4) BG14 ura3A-Tn903 G4167 gsh 1A~ hph pro2-4 Hyg® Ura This work
Original mutation
CGMB8T3 (gsh2A) BG14 ura3A:Tn903 G418" gsh2A::hph Hyg™ Ura® This work
CGMBT6 (gsh1A pGSHT) CGMSE5 | ura34-Tng03 G418 gsh1A:hph pGES HygR Ura* This work
CGM1035 (BG14 pScOPTT) BG14 ura3A-Tnoo3 G4158° BG14 pGE6T Ura* This work
CGM1071 (gsh1A pScOPTT) CGM1035 | | 221-Tn903 G4167 gshiA--hph pGEST Hyg™ Ura® This work
CGM1098 (ctafh gsh2A) CGM392 ura3A-Tnoo3 G-fi'fﬁRCfETﬁ gsh2h:-hph Hng Ura- This work
CGMT101 (gsh2A ScOPT1) CGMI76 | 4ra3A-Tn903 G4167gsh2h pGEST Hyg® Ura® This work
CGMT115 (gsh2A gshih SCOPTT) | COGMTI0T | 4ra31-Tngo3 G416 gshah gshiA~hph pGEGT Hyg” Urar | TS WOTK
CGM1446 (pro2h) BG14 ura3A-Tn903 G416" pro2A-URA3 Ura* This work
CGM1475 (tr1A) BG14 ura3A-Tn903 G416" fr1A=URA3 Ura* This work
CGM1477 (ctath fril) COM3S2 | a34-Tno03 G4187 ctatA trriA-URA3 HygS Ura* This work
CGM1521 (gsh2A tr1A) CGMIT6 | ura34-Tn903 G4187gsh2A trr1A-URAZ Hyg® Ura* This work
CGM1619 (pro2-4 pGSHT) CGMT592 | 7234 Tn903 G416" pro2-4 pGESY Ura® This work
CGM1625 (gsh14 pro2-4 pGSHT) | CGMI619 | 1,231 -Tno03 G418" gsh1A~hph pro2-4 pGESS Hyg® Urar | TS Work
CGM1627 (gsh1A pro2-4) COGMT625 | | 21 Tnooz G415% gshiA pro-4 Hyg® Ura- This work
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Table 2. Plasmid used in this study

Plasmid Relevant Genotype Reference
Gietz and
pYlplac211 | Cloning vector, integrative vector URA3 Ap® Sugino (1988)
Cloning vector for construction of knockout mutants with two FRT direct repeats flanking
the hygromycin cassette to remove the selection Domeraue et
pAP599 marker for construction of multiple mutants in C. glabrata. al (20095)
[FRT-Ppai::hph::3'UTRuss-FRT] :
URA3 Hyg® Ap?
PGRB2.0 | Cloning vector, pRS406 URA3 C.g.CEN ARS Ap® Single copy. eDtea'I"'"(Szggg)as
GRB2.2 Cloning vector derived from pGRB2.0, for PGK1-promoter fusions URA3 C.g.CEN ARS Ap~ | (Domergue, et
P ) PGK1 strong promoter. al., 2005)
A 0.747kb Sacl/BamHI PCR fragment (primers 154/155) carrying the promoter region of
GE31 GSH1 a 1.036 Hindlll/Kpnl PCR fragment (primers 157/158) carrying the 3'UTR region of This work
P GSH1 were cloned into pAP599 digested with Hindlll/Kpnl and Sacl/BamHI.
[5°GSH1::hph::3’yrr GSH1]. URA3 Ap®.
A 3.844kb Sacl/Kpnl PCR fragment (primers 155/158) carrying the intergenic regions and
pGE59 ORF of GSH1 was cloned into pGRB2.0 digested with Sacl/Kpnl. URA3 Ap~. This work
A 3.094kb Xbal/Sall PCR fragment (primers 728/729) carrying the ORF of OPT1 and its
3'UTR of BY4742 strain of S. cerevisiae was cloned into pGRB2.2 digested with Xbal/Sall. )
pGEG67 R This work
Amp
DGES3 A 1.748kb Sacl/Kpnl PCR fragment (primers 716/1005) carrying PRO2 gene of CGM814 This work

strain was cloned into pYlplac211 digested with Sacl/Kpnl. URA3 Ap"
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Table 3. Oligonucleotides used in this study

Primer | Sequence Sites
1 GCTGGATCCAGTCCTGCTCCAGTCD BamH |
135 CCAGGAGCTCCCAGGTGCCATCAAACTACE Sal
157 CCCAAGCTTTTTTAAAGACATCCCCS Hind 1l
158 CCGGGTACCGTTACATTTAGAAATAGC Kpn |
165 GACTCACTATAGGGCGAATTGE

168 COGAATTAACCCTCACTAAAGE

167 GETGEAGCTCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGCTCCCAGTCCTGCTCCAGTCC

169 GCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGEGTTAATTCCGACTTTTTTAAAGACATCCCCE

170 GGTATGGGCCAGTTACATTTAG

08 CCAGGTTCGGCAGCGTCAAG

804 AAMAATATCAAGTTCCTGATTTCG

805 CAAAGACGATGTGGTAGCC

B35 GEAGCTCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGETATCTTCGGTAAAGACAAGC

B37 COTATGETATAGATCCAGCCGE

B40 TTTGTTCCCTITAGTGAGGGT TAATTCCGAAGATAAMCGATAATGGTGEC

B42 CATCTCTGAGAGTTCGCTGG

716 GAAGGTACCGCTATATTAGTTACACC Kpn |
728 GAAGTCGACGATGTAGTTATAGTTG Sall
729 GCATCTAGAAAAATGAGTACCATTTATAGGGAG Xba |
o049 CACGGCTACCACATCGTCTTTGAGAAAAATATAACAALAGCARATG

310 GCATAAAAACTCCGGAAAGGEE

512 COAATTCAGGAACTTGATATTTTTTTACACACTGCTTGAGAATCAATGT

913 GETCTCGATSTTAACCGATTTAC

334 CEAATTCAGGAACTTGATATTTTITGTGGACGACACGETGGATATG

g3s CCACTAGATCTCTTCTGGCTAAC

937 CACGGCTACCACATCGTCTTTGCAGTATATAATCTTGCAGTTTATC

935 CTGTTCAACTCGAGGATAAGE

1005 | GCGAGCTCAGCTGAATAGTATGTGTGTAT Sacl
1088 | CAATAATTCAAGACAATGAACG

1090 | CAGTTGTCATTTCTAGTTGCTS

1092 | GCCCATAGTCATCGTCCCAA
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RESULTADOS ADICIONALES

1. Esencialidad del gen GSH1

Para demostrar que GSH1 es esencial en C. glabrata, evaluamos la pérdida del plasmido
portador del gen GSH1 (pGE59) utilizando medios de seleccién (CAA) y contraseleccion
para el plasmido (5-FOA) con diferentes concentraciones de GSH. Como se muestra en la
figura el 100% de las células de la mutante gshlA retiene el plasmido que porta el gen
GSH1 aun en presencia de GSH exdgeno. La cepa silvestre pierde en menor porcentaje

el plasmido portador del gen GSH1 que el vector vacio.
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Figura 6. El gen GSH1 es un gen esencial. Las cepas BG14 pGRB2.0 (CGM744),
BG14 pGSH1 (CGM865) y gshlA pGSH1 (CGM876) se crecieron a 30 ‘C por 24 h en
YPD, se diluyeron en medio fresco y se crecieron por 48 h. Las células se lavaron, se
hicieron diluciones seriadas y se sembraron en placas de YPD y en placas de 5-FOA para
determinar la pérdida del plasmido URA3. Las células Ura” mueren en las placas de 5-

FOA. Las células que pierden el plasmido crecen en 5-FOA. Ver materiales y métodos.
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Observamos que no era posible interrumpir el gen GSH1 en presencia de GSH exdgeno,
esto indicaba que en las condiciones que utilizamos no se efectuaba el transporte de
GSH. Sobreexpresamos el gen ScOPT1 en C. glabrata y logramos interrumpir el gen
GSH1. Enseguida evaluamos la pérdida del plasmido que porta al gen ScOPT1 en los
medios YPD, CAA y YNB sin y con GSH 0.5 mM en la cepa silvestre y en la cepa gshlA.
La mutante gshlA no pierde el plasmido y que la cepa silvestre trata de conservarlo
(Figura 7).

1004

1

Células con plasmido (%)

YPD YPD+GSH CAA CAA+GSH YNB YNB+GSH
MEDIA
[ BG14 pGRB2.2 @ BG14 pScOPT1 W gshiA pScOPT1
(CGM1073) (CGM1035) (CGM1071)

Figura 7. La presencia de ScOPT1 permite interrumpir el gen GSH1 en C.
glabrata. Las cepas BG14 pBRG2.2 (CMG1073), BG14 pScOPT1 (CGM1035) y gsh1A
pScOPT1 (CGM1071) se crecieron durante una noche a 30 °C en YPD, CAA 6 YNB sin 6
con GSH 0.5 mM y se inocularon tres veces en el medio fresco correspondiente. Las
células se lavaron, se hicieron diluciones seriadas y se sembraron en placas de YPD y en
placas de 5-FOA para determinar la pérdida del plasmido URA3. Las células Ura® mueren
en las placas de 5-FOA. Las células que pierden el plasmido crecen en 5-FOA. Ver

materiales y métodos.
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2. Andlisis fenotipico de las mutantes deficientes en la sintesis de GSH

2.1. Crecimiento en medio YPD.

2.0 YPD
BG14 (CGM1)
pro2A (CGM1446)
gsh1A pro2-4 (CGM814)
1.5
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Figura 8. Analisis del crecimiento en medio YPD liquido. Las cepas BG14 (CMG1),
pro2A (CGM1446), gsh1A pro2-4 (CGM814) y gsh2A (CGM873) se crecieron durante 48 h
a 30 °C en YPD vy se inocularon en medio fresco a una densidad celular de 5x10°
células/mL. Se tomaron 300 pL de las suspensiones celulares y se colocaron por

duplicado en una placa para monitorear su crecimiento en Bioscreen a 30 °C en agitacion

constante. Ver materiales y métodos.
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2.2. Crecimiento en YNB. Evaluacién de los requerimientos de GSH y L-Pro.
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Figura 9. Andlisis del crecimiento en medio YNB liquido. Las cepas BG14 (CGM1),
pro2A (CGM1446), gsh1A pro2-4 (CGM814) y gsh2A (CGM873) y se crecieron durante 48
ha 30 °C en YNB, YNB+PRO, YNB+GSH Y YNB+GSH+PRO y se inocularon en medio
fresco a una densidad celular de 5x10° células/mL. Se tomaron 300 pL de las
suspensiones celulares y se colocaron por duplicado en una placa para monitorear su

crecimiento en Bioscreen a 30 °C en agitacion constante. Ver materiales y métodos.
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La figura 9 muestra que la mutante gshlA pro2-4 requiere prolina y GSH para su
crecimiento, mientras que la mutante gsh2A sélo requiere GSH. El panel A muestra que la
mutante gsh1A pro2-4 presenta un lag muy largo con respecto a la cepa silvestre o a la
mutante gsh2A, como control se incluye a la mutante pro2A, la cual es auxotrofa de
prolina. En el panel B se muestra como la adicion de GSH mejora considerablemente el
crecimiento de la mutante gsh2A, sin afectar el crecimiento en la mutante gshlA pro2-4.
En el panel C podemos ver como la adicion de prolina restaura el crecimiento de la
mutante pro2A a los mismo niveles que la cepa silvestre BG14 y mejora notablemente el
crecimiento de la mutante gshlA pro2-4.en el panel D se muestra como la adicion
simultdnea de GSH y prolina mejora en mayor medida el crecimiento de la mutante gsh1A
pro2-4 que solo la adicion de uno de los dos compuestos.

2.3. Crecimiento en diferentes fuentes de carbono.

Para determinar la utilizacion de carbono de las mutantes gsh1A pro2-4 y gsh2A,
evaluamos su crecimiento en diferentes fuentes de carbono: glucosa (YPD), glicerol
(YPG) y etanol (YPE). En la figura 20 vemos que todas las cepas pueden utilizar estas
fuentes de carbono de manera similar. Como controles evaluamos el crecimiento de

cepas que contienen episomalmente el transportador de GSH de S. cerevisiae.

YPD

YPE

Figura 10. Analisis del crecimiento en diferentes fuentes de carbono. Cultivos de la
cepa BG14 (CGM1) y de las mutantes en la sintesis de GSH, gsh1A pro2-4 (CGM814) y
gsh2A (CGM873), y como controles las cepas BG14 pScOPT1 (CGM1035), gshlA
pScOPT1 (CGM1071) y BG14 vector (CGM1073) se crecieron en medio YPD durante 48
h a 30 °C. Las células se lavaron y se diluyeron a una densidad celular de 1x10’
células/mL. Se hicieron diluciones logaritmicas y 5 uL de cada dilucion se colocaron en

placas de YPD, YPG y YPE. Las placas se incubaron a 30 °C durante 48 h.
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2.4. Funcionalidad del alelo pro2-4.

BG14 BG14 ppro2-4

YNB+GSH+PROgES

Figura 11. Anédlisis de la funcionalidad del alelo pro2-4 para la biosintesis de prolina.
Las cepas BG14 (CGM1), pro2-4 (CGM1592) y BG14 ppro2-4 (CGM1601) se crecieron
durante 48 h a 30°C en YNB, se lavaron y se ajustaron a una densidad celular de 1x10’
células/mL. Se tomaron 5 uL de las suspensiones celulares y se colocaron en una placas
de YPD, YNB, YNB+GSH, YNB+PRO y YNB+GSH+PRO y se incubaron a 30 °C durante
48 h. Ver materiales y métodos.

La figura 11 nos muestra que el requerimiento de prolina en la mutante gshl1lA pro2-4 no
se debe a la mutacién pro2-4, ya que el alelo con esta mutacién es funcional para la
biosintesis de L-prolina. La mutacién supresora pro2-4 se introdujo en la cepa silvestre
BG14 utilizando el plasmido integrativo pGE84 digerido con Age |. Por otro lado, la
mutacion supresora pro2-4 se clon6 en un plasmido replicativo (0 GE92) para evaluar la
dominancia o recesicividad de este alelo. Como se observa en la figura 9, ninguna de
estas mutantes es auxoétrofa de prolina lo cual indica que la mutacién supresora en el gen
PRO2 no es responsable de la auxotrofia a prolina que observamos en la mutante gsh1A
pro2-4 (CGM814).

74



> ‘{{‘@% El papel del Glutation en la respuesta a estrés oxidante del hongo patégeno oportunista Candida glabrata
Hooh
.p,};,-r Ma Guadalupe Gutiérrez Escobedo

El gen GSH1 se regresé a su lugar cromosémico original en la mutante gshlA pro2-4
(CGM814) utilizando el plasmido integrativo pGE77 digerido con PIm |I. Ademas, en la
mutante gshlA pro2-4 (CGM814) se evalud si el alelo silvestre PRO2 eliminaba su
auxotrofia a prolina utilizando el plasmido replicativo pGE90. Como se observa en la
figura 12, sélo la presencia del alelo silvestre elimina la auxotrofia a prolina en la mutante
gshlA pro2-4 (CGM814).

gshlA pro2-4  gshiA pro2-4 GSH1 gshiA pro2-4 pPRO2

YPD
YNB
YNB+GSH
YNB+PRO

YNB+GSH+PRO

Figura 12. El requerimiento de prolina en la mutante gsh1A pro2-4 se mantiene aun
cuando se reconstituye el gen GSH1 en su locus nativo y se elimina cuando se
complementa con una copia del gen PRO2 silvestre. Las cepas gshlA pro2-4
(CGM814), pro2-4 GSH1 (CGM1290) y gshlA pro2-4 pPRO2 (CGM1603) se crecieron
durante 48 h a 30 °C en YNB, se lavaron y se ajustaron a una densidad celular de 1x10’
células/mL. Se tomaron 5 uL de las suspensiones celulares y se colocaron en una placas
de YPD, YNB, YNB+GSH, YNB+PRO y YNB+GSH+PRO y se incubaron a 30 °C durante

48 h. Ver materiales y métodos.

En la mutante pro2A se introdujeron los plasmidos replicativos pGE90 y pGE92 para
evaluar si estos alelos eliminaban la auxotrofia por prolina. Como lo muestra la figura 13,

ambos alelos son funcionales para la biosintesis de prolina.
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Figura 13. En la mutante pro2A se elimina la auxotrofia a prolina expresando de
manera episomal el alelo silvestre PRO2 o el alelo pro2-4. Las cepas pro2A
(CGM1446), pro2A pPRO2 (CGM1613), y pro2A ppro2-4 (CGM1615) se crecieron
durante 48 h a 30 °C en YNB, se lavaron y se ajustaron a una densidad celular de 1x10’
células/mL. Se tomaron 5 uL de las suspensiones celulares y se colocaron en una placas
de YPD, YNB, YNB+GSH, YNB+PRO y YNB+GSH+PRO y se incubaron a 30 °C durante

48 h. Ver materiales y métodos.
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2.5. Competencia entre el transporte de GSH y L-Pro.

Reconstruimos la mutante gshlA pro2-4 y evaluamos sus requerimientos por prolina y
GSH. En la mutante pro2A se introdujeron los plasmidos replicativos pGE90 y pGE92
para evaluar si estos alelos eliminaban la auxotrofia por prolina. Como se observa en la

figura 14, ambos alelos son funcionales para la biosintesis de prolina.
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Figura 14. La presencia de prolina afecta la toma de GSH. Las cepas BG14 (CGM1)
pro2A (CGM1446), pro2A pPRO2 (CGM1613), y pro2A ppro2-4 (CGM1615) se crecieron
durante 48 h a 30 °C en YNB, se lavaron y se ajustaron a una densidad celular de 1x10’
células/mL. Se tomaron 5 pL de las suspensiones celulares y se colocaron en una placas
de YPD, YNB, YNB+GSH, YNB+PRO y YNB+GSH+PRO y se incubaron a 30°C durante
48h. Ver materiales y métodos.
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Figura 15. Analisis del crecimiento de la mutante pro2-4 durante varios dias de
crecimiento. Cultivos de la cepa BG14 (CGM1) y de la mutante pro2-4 (CGM1592) se
crecieron en YNB durante 48 H a 30°C. Las células se lavaron y se diluyeron a una
densidad celular a 2x10° células/mL. El crecimiento se evalué en YNB en un BIOSCREEN
durante 24 h a 30 °C en agitacién constante. Las curvas de cada dia corresponden al

crecimiento de un medio reinoculado con el cultivo antecesor.
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3. GSH y resistencia a fluconazol
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Figura 16. La mutante GSH1 pro2-4 es mas resistente a fluconazol que la cepa
silvestre y la resistencia es independiente de los genes PDRs. Cultivos de la cepa
BG14 (CGM1) y de las mutantes gsh1A pro2-4 (CGM814), gsh2A (CGM873), pdrlA
(CGM104), cdrlA (CGM1096), cdr2A (CGM1098), gsh1A pro2-4 pdrlA (CGM1216),
gsh1A pro2-4 cdrlA (CGM1240), gsh1A pro2-4 cdr2A (CGM1217), GSH1 pro2-4
(CGM1290), pro2-4 (CGM1592), BG14 ppro2-4 (CGM1601 y CGM1602), gshlA pro2-4
pPRO2 (CGM1603 y CGM1604) y gshlA pro2-4R (CGM1627) se crecieron en medio YPD
durante 48 h a 30 °C. Las células se lavaron y se diluyeron a una densidad celular de
1x10" células/mL. Se hicieron diluciones logaritmicas y 5 uL de cada dilucién se
colocaron en placas de YPD sin o con diferentes concentraciones de fluconazol. Las
placas se incubaron a 30 °C durante 48 h.

Debido a la participacion del GSH en procesos de desintoxicacién de drogas, evaluamos
la resistencia de las mutantes gsh1A pro2-4 y gsh2A a fluconazol. En el panel A podemos
ver que la mutante gshlA pro2-4 soporta mejor la exposicidn a este agente azélico.
Evaluamos si existia alguna relacién entre la ausencia del gen GSH1 y la desintoxicacion
de fluconazol por medio del sistema Pdr. En el fondo mutante gshlA pro2-4 hicimos las
mutantes pdrlA, cdrlA y cdr2A. El panel B muestra que las mutantes dobles generadas
son mas resistentes a fluconazol que las mutantes sencillas correspondientes. En el panel
C evaluamos la resistencia a fluconazol en una mutante en la que regresamos el gen
GSH1 a su lugar cromosomico nativo, en una cepa en la que se reemplazé el alelo PRO2
por el alelo pro2-4 y en mutantes donde se expresé episomalmente, bajo el control de un
promotor fuerte constitutivo, el alelo pro2-4 y el alelo PRO2 en los fondos BG14 y de la
mutante gshlA pro2-4, respectivamente. Se observa que la mutante GSH1 pro2-4 es
similarmente resistente que su cepa parental, gshlA pro2-4. La presencia del alelo pro2-
4, asi como la sobreexpresion de los alelos del gen PRO2 no tienen efecto en la
resistencia a fluconazol que presentan sus cepas parentales. En el panel D podemos
observar que la mutante reconstruida gshlA pro2-4 presenta el mismo fenotipo de
resistencia a fluconazol que la mutante supresora original. Estos datos indican, que la
resistencia que observamos en la mutante gsh1A pro2-4 se debe a la combinacién de la

ausencia del gen GSH1 y a la presencia del alelo pro2-4.
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DISCUSION

Candida glabrata esta repuntando como uno de los aislados mas frecuentes en
infecciones micoticas de pacientes inmunocomprometidos. El incremento en su
prevalencia se atribuye a su resistencia innata a los azoles, los cuales son la primera linea
de tratamiento. Dado el incremento en la prevalencia de esta levadura es fundamental su
estudio a nivel molecular para poder detectar nuevos blancos para la generacién de
drogas. Asimismo, es de suma importancia elucidar los factores que afectan la

colonizacioén y sobrevivencia dentro de su hospedero.

El GSH (glutation) es un compuesto importante para la virulencia en varios
microorganismos (Alkhuder, et al., 2009, Yadav, et al., 2011) y varias de las enzimas que
requieren al GSH como cofactor también se han reportado como factores de virulencia
indispensables para una infeccién exitosa (Bjur, et al., 2006, Chaves, et al., 2007, Abad, et
al., 2010, Huang, et al., 2011). En este trabajo estudiamos la participacion del GSH en la
respuesta a estrés oxidante de C. glabrata y nos enfocamos en entender los mecanismos
de transporte del GSH a la célula y su relaciéon con el metabolismo de la prolina.

En este trabajo demostramos que el GSH es un factor importante para soportar el estrés
oxidante en C. glabrata y que influye en su viabilidad en fase estacionaria. AUn cuando
nuestros datos sugieren que el GSH puede influir en la patogénesis de C. glabrata se
requieren experimentos para evaluar el papel que juega in vivo. Es necesario llevar a
cabo ensayos de enfrentamiento de las mutantes deficientes en la sintesis de GSH de C.
glabrata ante células fagociticas. Lo que esperamos es que estas mutantes de C. glabrata
sean mas sensibles que la cepa de referencia al ataque por macr6fagos o neutréfilos este
tipo de células para eliminar microorganismos. Adicionalmente, se deben hacer
experimentos de colonizacion en raton donde predecimos que las mutantes gsh1A pro2-4

y gsh2A presentaran una menor colonizacion.
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1. La supresion de pro2-4 en ausencia de GSH.

Existen dos reportes que implican a la ruta biosintética de prolina en la supresion de la
ausencia de GSH. En S. cerevisiae la auxotrofia por GSH se suprime Unicamente con
mutaciones especificas en el gen PRO2, mas aun, se requiere y-glutamil fosfato como un
sustrato obligado de los alelos supresores. Cabe mencionar que ninguna de las mutantes
supresoras presentd auxotrofia por prolina (Spector, et al., 2001). Recientemente, en E.
coli se demostr6 que es posible compensar la ausencia de GSH modificando la ruta
biosintética de la prolina: perdiendo la funcién de la enzima ProA y modificando las
propiedades cinéticas de la enzima ProB. Las mutantes supresoras requieren de prolina
para llevar a cabo la supresién (Spector, et al., 2001, Veeravalli, et al., 2011). Estos datos
indican que la unica forma de compensar la biosintesis de GSH es mediante la
modificacion de la ruta biosintética de la prolina.

En este estudio, nosotros encontramos una mutacion supresora en el gen PRO2, que nos
permitié obtener la mutante gshlA. Proponemos que el mecanismo mediante el cual el
alelo pro2-4 suprime la mutacién en el gen GSH1 es, como se ha reportado para S.
cerevisiae y E. coli, la ganancia de funciéon de Pro2 hacia la biosintesis de pequefias
cantidades de GSH.

2. Resistencia a fluconazol.

El fenotipo més inesperado e interesante en la mutante gshl1A pro2-4 es su resistencia a
fluconazol (Figura 16, panel A), la cual parece no estar mediada por los genes PDRs
(Figura 16 panel B). Esta resistencia puede deberse a la ausencia GSH, a la mutacién
pro2-4 o a la combinacion de ambos cambios genéticos. Cuando reconstituimos el gen
GSH1 en la mutante gshlA pro2-4 observamos la misma resistencia. En cambio la
mutante gsh2A no presenta el fenotipo de resistencia. Esto indica que la resistencia no se
relaciona unicamente con la ausencia del gen GSH1. Al introducir la mutacion supresora
en el fondo silvestre, pro2-4, no se presenta el fenotipo de resistencia a fluconazol que
presenta la mutante gshlA pro2-4 (Figura 16 panel C), mas aun la sobreexpresion de los
alelos pro2-4 o del alelo PRO2 en los fondos BG14 o gshlA pro2-4, respectivamente,
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mantiene el fenotipo de resistencia a fluconazol que las cepas parentales. La mutante
gshlA pro2-4 reconstruida, efectivamente presenta el fenotipo de resistencia que la cepa
supresora original, lo cual indica que la resistencia a fluconazol se debe a la combinacién

de ausencia del gen GSH1 y la presencia del alelo pro2-4.

¢A qué se debe la resistencia a fluconazol que presenta la mutante gshl pro2-4?
Creemos que la ausencia de GSH puede afectar a algun regulador del sistema Pdr o de
otro sistema de transporte en C. glabrata. Un posible candidato es el represor del sistema
PDR, Hstl. Hstl es una desacetilasa de histonas que contiene un motivo CPYC, el cual
es caracteristico de las enzimas glutaredoxinas tipo ditiol, el cual se requiere para
mantener su estado reducido mediante la presencia de GSH o del sistema Trx. La
mutante nula hstlA es altamente resistente a fluconazol y la resistencia depende del
sistema Pdr (datos del laboratorio). Si la hipotesis es cierta, la ausencia de GSH evitaria
que la enzima se recicle en su estado reducido ocasionando la pérdida de su actividad
como represor del sistema Pdr o de otro sistema de transporte de xenobibticos, por
ejemplo el sistema MRP (MuLidrug Resistance Protein). El sistema MRP comprende un
alto nimero de proteinas con funcion de transportadores y algunos de ellos han sido
caracterizados. En humanos, MRP1 media el exporte de conjugados de GSH. Los
ortélogos de MRP1 en S. cerevisiae son las proteinas Yorl localizada en membrana
plasmética y Ycfl localizada en membrana vacuolar. C. glabrata contiene los genes que
codifican para las proteinas ortélogas de Yorl, CAGL0G00242g,y Ycfl, CAGLOL06402g,

con un 70% y 74% de identidad a nivel de proteina, respectivamente.

Algo menos probable es que la resistencia se deba a una desregulacion en el transporte
hacia el interior de la célula del fluconazol, ya que en la mutante observamos alteraciones
en el transporte tanto de GSH como de prolina (Figuras 9 y 14). Cabe mencionar que no

se ha descrito el mecanismo de ingreso de fluconazol a la célula.

Proponemos analizar la actividad de Hstl en ausencia de GSH asi como evaluar su

estado redox. Un andlisis por RT-PCR nos indicaria cudles transportadores se inducen en

condiciones de ausencia de GSH. Otro experimento que vale la pena realizar es evaluar

la expresion de los genes GSH1 y GSH2 en presencia de fluconazol, ya que si el GSH es

importante para desintoxicar el fluconazol probablemente la presencia de este xenobidtico
83



:f;*’ *ﬁ,% El papel del Glutatién en la respuesta a estrés oxidante del hongo patdgeno oportunista Candida glabrata

8, o2
s )
IPICYT Ma Guadalupe Gutiérrez Escobedo

induzca la sintesis de GSH.

Profundizar en este aspecto es muy importante debido a las implicaciones que la

resistencia a fluconazol tiene en el tratamiento de infecciones por C. glabrata.
3. Auxotrofia por prolina de la mutante gsh1A pro2-4.

Fue sorprendente que la mutante original gshlA pro2-4 requiera prolina para su
crecimiento. Descartamos la existencia de alguna otra mutacion en los genes de la
biosintesis de prolina, PRO1 o PRO3. Es posible que este fenotipo se deba a que el alelo
supresor pierde parcialmente su funcién y que a largo plazo se presente el consumo de
las pozas de prolina en esta mutante. Esto se apoya por el hecho de que la
sobreexpresion del alelo silvestre PRO2 restaura el crecimiento de la mutante gshlA
pro2-4 en ausencia de prolina (Figura 12) y porque la sobreexpresion del alelo pro2-4
elimina de manera similar la auxotrofia por prolina en la mutante pro2A que el alelo PRO2
(Figura 13). Evaluamos el crecimiento de la mutante pro2-4 en medio YNB suponiendo
que se agotarian las pozas de prolina y no pudimos determinar ninguna diferencia en el
crecimiento entre la cepa BG14 y la mutante (Figura 15).

La mutante gshlA pro2-4 reconstruida no presenta auxotrofia por prolina, mas bien sélo
requiere de la presencia de GSH para crecer en medio YNB (Figura 14). En conclusion,
se necesitan estudios adicionales para determinar a qué se debe el requerimiento de

prolina de la mutante supresora original.
4. Transporte de GSH en C. glabrata.

Probablemente relacionado a la resistencia a fluconazol, se encuentra el transporte del
GSH. Es interesante que el ingreso del GSH a la célula se presente en medios limitantes
de nutrientes, particularmente en un medio limitante en nitrégeno; sin embargo esto no es
sorprendente ya que el GSH puede ser utilizado como fuente de nitrégeno o azufre en
condiciones de limitacion de nutrientes (Mehdi & Penninckx, 1997, Springael & Penninckx,
2003). Mas aun, el gen GSH1 estéa regulado por factores que controlan el metabolismo de
aminoacidos azufrados tales como Met4 (Wheeler, et al., 2002) y enzimas importantes del
ciclo metabdlico del GSH estan reguladas por los factores de transcripcion tipo GATA,
84



00,
o

iy El papel del Glutatién en la respuesta a estrés oxidante del hongo patdgeno oportunista Candida glabrata
ot
ﬁ Ma Guadalupe Gutiérrez Escobedo

GIn3 y Gatl (Springael & Penninckx, 2003). Varios transportadores se regulan por vias
gque detectan las sefales nutricionales: incluso ScOPT1 se regula por un sistema detector
de limitacién de azufre (Miyake, et al., 2003).

En la figura 14 podemos ver que la mutante gshlA pro2-4 reconstruida recupera su
crecimiento cuando se afiade GSH al medio de crecimiento, de manera similar que la
mutante gsh2A. Sorprendentemente la adicién de prolina inhibe su crecimiento; creemos
que el GSH se transporta al interior de la célula a través de un transportador de prolina.
El transporte de prolina se efectta por la permeasa de prolina Put4 y por la permeasa
general de aminoacidos, Gapl. La expresion de PUT4 se regula por el sistema de
represion catabdlica por nitrogeno (Xu, et al., 1995, ter Schure, et al., 2000) y
postraduccionalmente por enzimas que regulan su localizacién, activaciéon y degradaciéon
(Stanbrough & Magasanik, 1995, Roberg, et al., 1997, Popova lu, et al., 2000). GAP1
también se regula su expresién por la fuente de nitrégeno disponible en el medio de
crecimiento (Stanbrough & Magasanik, 1995) y postraduccionalmente a través de su
localizacién y degradacion (Roberg, et al., 1997, Springael & Andre, 1998, De Craene, et
al., 2001, Soetens, et al., 2001). Estas caracteristicas hacen de los transportadores de
prolina posibles candidatos para llevar a cabo el transporte de GSH en C. glabrata. Para
identificar este transportador seguimos por dos estrategias:

1. Hicimos una busqueda informéatica de posibles ort6logos de los genes de la familia OPT
de S. cerevisiae en C. glabrata. C. glabrata no tiene los genes ortélogos a ScOPT1 y
ScOPT2, pero si para el tercer miembro de esta familia, YGL114W, el cual no tiene
funcion conocida. Tratamos de generar una mutante nula en CAGLOF07293g pero no
tuvimos éxito. Mas aun, en una mutante que sobreexpresa este gen no logramos observar

ningun fenotipo claro (figuras 37, 38,39, 40, 42,y 43).

2. Purificamos proteinas de membrana tanto de la cepa de referencia BG14 y de la
mutante gsh2A la cual mejora su crecimiento cuando crece en un medio que contiene
GSH (figuras 9, 14 y 17). La obtencion de las proteinas se llevé a cabo bajo dos
condiciones de crecimiento: medio YNB y medio YNBrN sin o suplementados con GSH
0.5mM. Lo que esperamos encontrar es una proteina diferencial entre las dos cepas y a
su vez entre los dos medios para después secuenciarla. Realizamos la purificacion y
visualizamos las proteinas en un gel de una sola dimension (figura 36), sin embargo no
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logramos obtener suficiente cantidad de proteinas para correr el gel en segunda

dimension.

Es probable que el transportador de GSH se induzca en condiciones de limitacion de
nutrientes, situacion a la que C. glabrata se enfrenta constantemente cuando esta dentro
de su hospedero. Se reequiere evaluar el ingreso de GSH a C. glabrata en medios
limitantes o con diferentes fuentes de nitrdgeno, esperamos que en presencia de malas
fuentes nitr6geno se induzca el transporte de GSH. Actualmente, nuestro grupo sigue

trabajando en la identificacion de este posible transportador de GSH.

5. C. glabrata y su resistencia a cadmio.

C. glabrata es resistente a cadmio (Mehra, et al., 1988, Mehra, et al., 1989, Barbas, et al.,
1992, Mehra, et al.,, 1994) y el mecanismo que determina tal resistencia implica la
biosintesis de fitoquelatinas, aungque nunca se ha reportado el gen que codifique para la
fitoquelatina sintasa en C. glabrata. Observamos que las mutantes deficientes en la
sintesis de GSH son mas sensibles a CdSO, que la cepa de referencia BG14. En S.
pombe, la sintesis de fitoquelinas la realiza la enzima Gsh2 (Al-Lahham, et al., 1999) y en
S. cerevisiae se han descrito dos carboxipeptidasas con esta actividad (Kneer, et al.,
1992). Hicimos una busqueda bioinformatica de los posibles ortélogos a los genes de
fitoquelatina sintasas que se conocen y no encontramos nada similar en C. glabrata.
Entonces generamos una mutante en el gen CAGLOM13651g que es el posible ort6logo
de las carboxipeptidasas CPY y CPC para evaluar si esta proteina estaba involucrada en
la resistencia a cadmio. La sensibilidad de la mutante prc1A a CdSO, es similar a la
sensibilidad de la cepa silvestre BG14 (Figura 29). Esto indica que en C. glabrata esta
carboxipeptidasa no participa en la resistencia a cadmio. Es posible también que Gsh2
tenga esta actividad ya que la mutante gsh2A es mas sensible a CdSO, que la mutante
gshl pro2-4A (figura 37).

Existen diferencias entre los fenotipos de las mutantes deficientes en la sintesis de GSH.

Claramente hay diferencias entre los fenotipos de las mutantes gshlA pro2-4 y gsh2A

(Figuras 8, 9, 14, 16, 17, 18, 19 y 20). Aunque ambas presentan un contenido minimo de

GSH creemos que su estados redox es diferente, esto porque se sabe que el dipéptido, y-
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GluCys puede compensar parcialmente la ausencia de GSH (Grant, et al., 1997) y mas
aun, el dipéptido puede desintoxicar ROS en conjunto con la enzima glutation peroxidasa
(Quintana-Cabrera, et al., 2012).

Finalmente, debido a la alta resistencia que C. glabrata presenta a cadmio, es interesante
averiguar como puede utilizarse en la biorremediacion de zonas contaminadas por
metales pesados. La literatura sobre la resistencia a cadmio que presenta C. glabrata se
basa fundamentalmente en la deteccién de fitoquelatinas, pero no se han hecho estudios
ni a nivel de genes o proteinas para detectar a la fitoquelatina sintasa de C. glabrata. Es

necesaria investigacion adicional para profundizar en este tema.

87



i
b

@?% El papel del Glutation en la respuesta a estrés oxidante del hongo patégeno oportunista Candida glabrata

It
el
o

IPICYT Ma Guadalupe Gutiérrez Escobedo

;{ﬂ‘

FIGURAS ADICIONALES

[GSH] mM 0
D O & &
gsh1A pro2-4(0) K s

gsh2A Kd
8G14 pScOPTI L R K.

gsh1A pScOPT1 K4
BG14 vector

SCM

BG14

gsh1A pro2-4(0)
gsh2A

BG14 pScOPT1

gsh1A pScOPT1
BG14 vector

SCMrC

BG14

gsh1A pro2-4(0)
gsh2A

BG14 pScOPT1

gsh1A pScOPT1
BG14 vector

SCM N

BG14

gsh1A pro2-4(0)
gsh2A

BG14 pScOPT1

gsh1A pScOPT1
BG14 vector

SCM S

88



:f;*’ *ﬁ,% El papel del Glutatién en la respuesta a estrés oxidante del hongo patdgeno oportunista Candida glabrata

8, o2
s )
IPICYT Ma Guadalupe Gutiérrez Escobedo

Figura 17. Andlisis del crecimiento en medio YNB y medios reducidos con o sin
GSH. Cultivos de la cepa BG14 (CGM1) y de las mutantes en la sintesis de GSH, gsh1A
pro2-4 (CGM814) y gsh2A (CGM873), y como controles las cepas BG14 pScOPT1
(CGM1035), gshlA pScOPT1 (CGM1071) y BG14 vector (CGM1073) se crecieron en
medio YNB durante 48 h a 30 °C. Las células se lavaron y se diluyeron a una densidad
celular de 1x10’ células/mL. Se hicieron diluciones logaritmicas y 5 uL de cada dilucion se
colocaron en placas de YNB, YNBrC, YNBrN y YNBrS suplementadas con 0.1 y 0.5 mM

de GSH. Las placas se incubaron a 30 °C durante 48 h.

Para determinar los requerimientos de GSH de las mutantes gsh14 pro2-4 y gsh2A,
evaluamos su crecimiento en diferentes medios con diferentes concentraciones de GSH.
En la figura 17 vemos que las cepas BG14 y la mutante gsh1A pro2-4 crecieron de
manera similar en presencia o ausencia de GSH. En cambio, encontramos que la mutante
gsh2A en YNB sin GSH tiene un crecimiento muy reducido que se rescata en presencia
de concentraciones de GSH superiores a 0.1mM. En los medios reducidos el efecto del
GSH exdgeno es mas notorio. Como controles evaluamos el crecimiento de cepas que
contienen episomalmente el transportador de GSH de S. cerevisiae y encontramos que
una gran mejoria en el crecimiento en la mutante gsh7A cuando se crece en medios que

contienen GSH.
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Cuantificacion del contenido de GSH en las mutantes deficientes en la sintesis de
GSH.

Determinamos la concentracion de GSX intracelular en la cepa BG14, en las mutantes
deficientes en la sintesis de GSH, gsh1A pro2-4 (CGM814) y gsh2A (CGM873) y en la
mutante gsh1A pGSH1 (CGM976), y si esta concentracion cambiaba en las diferentes
etapas decrecimiento. La figura 18 muestra que la cepa BG14 mantiene constante su
contenido de GSX intracelular. Las mutantes gsh1A pro2-4 y gsh2A tienen una menor
concentracién de GSX intracelular a las 6 h de crecimiento. Esa concentracién disminuye
conforme las células entran a fase estacionaria. Las células de la mutante gsh1A pro2-4
tienen mayor concentracion de GSX que las células de la mutante gsh2A. Se debe notar
que el plasmido pGSH1 complementa parcialmente la ausencia del gen GSH1

cromosomico.
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Figura 18. Analisis del contenido de GSH intracelular durante el crecimiento en
medio rico YPD. Para cuantificar la concentracién de GSX intracelular, las células se
crecieron en medio YPD y se tomaron muestras a lo largo de la fase de crecimiento. Las
células se lavaron dos veces con PBS y se lisaron con perlas de vidrio en SSA al 5%. El
contenido intracelular de GSX se determiné enziméaticamente con DTNB como se

describe en materiales y métodos.
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Figura 19. Analisis del contenido de GSH intracelular en medio YNB y YNBrN con o
sin GSH. Para cuantificar la concentracion de GSX intracelular, las células se crecieron
en medio YNB o YNBrN con o sin GSH 0.5 mM durante 48 h. Se ajustaron a una
densidad celular de 3x10® células/mL y se lavaron dos veces con PBS. Las células se
lisaron con perlas de vidrio en SSA al 5%. El contenido intracelular de GSX se determiné

enziméaticamente con DTNB como se describe en materiales y métodos.

Debido a que el GSH exdgeno mejora el crecimiento de la mutante gsh2A determinamos
si la concentracion de GSH intracelular incrementaba en presencia de GSH exdgeno.
Podemos ver en el panel A que existe un ligero incremento en el contenido de GSH
intracelular en las mutantes deficientes en la sintesis de GSH cuando se afiadi6 GSH al
medio de crecimiento, esto sugiere que existe un transportador de GSH en C. glabrata y
que solo se induce en condiciones de bajo nitrégeno (YNBrN). En el panel B se muestra la
cuantificacién de GSH en el sobrenadante y es importante notar como la concentracién es

menor en el medio YNBrN de la mutante gsh2A.
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Figura 20. La mutante GSH1 pro2-4 contiene la misma cantidad de GSH intracelular
gue la cepa silvestre BG14. Para cuantificar GSX, las cepas se crecieron en medio YNB
sin 0 con GSH 0.5mM durante 48 h a 30 °C. Las células se ajustaron a una densidad
celular de 3x10° y se lavaron con PBS. Las células se lisaron con perlas de vidrio en SSA
al 5%. El contenido intracelular de GSX se determind enzimaticamente con DTNB como

se describe en materiales y métodos.

La figura 20 nos muestra que la restauracion del gen GSH1 complementa el contenido de
GSX a niveles similares que los encontrados en la cepa silvestre, en medio sin o con GSH

anadido.
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Figura 21. La mutante GSH1 pro2-4 es auxoétrofa de prolina. Evaluamos el crecimiento
de la mutante GSH1 pro2-4 en diferentes medios y como muestra la figura la mutante
GSH1 pro2-4 mantiene la auxotrofia a prolina que presenta su parental (gsh1lA pro2-4).
Cultivos de la mutante GSH1 pro2-4 (CGM1290) se crecieron en YNB y YNBrN
suplementados con GSH 0.5mM (+GSH), L-Prolina 1pg/mL (+PRO) o simultdneamente
con GSH y L-Prolina (+GSH+PRO) durante 48h a 30°C. Las células se lavaron y se
diluyeron a una densidad celular a 2x10° células/mL. Se evalué el crecimiento de estas
cepas en el medio correspondiente en un BIOSCREEN durante 4 dias a 30°C en

agitacion constante.
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Figura 22. Andlisis del crecimiento de la mutante pro2A. Cultivos de la mutante pro24
se crecieron en YPD, CAAy YNB y YNBrN suplementados con GSH 0.5mM (+GSH), L-
Prolina 1pug/mL (+PRO) o simultaneamente con GSH y L-Prolina (+GSH+PRO) durante 48
h a 30 °C. Las células de la mutante pro2A (CGM1446) se lavaron y se diluyeron a una
densidad celular a 2x10° células/mL. Se evalu6 el crecimiento de estas cepas en el medio

correspondiente en un BIOSCREEN durante 4 dias a 30 °C en agitacion constante.
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Figura 23. Fenotipos de la mutante gsh2A pro2A. Cultivos de la mutante gsh2A pro2A
(CGM1450) se crecieron en YNB y YNBrN suplementados con GSH 0.5mM (+GSH), L-
Prolina 1pg/mL (+PRO) o simultaneamente con GSH y L-Prolina (+GSH+PRO) durante 48
h a 30 °C. Las células se lavaron y se diluyeron a una densidad celular a 2x10°
células/mL. Se evalué el crecimiento de estas cepas en el medio correspondiente en un
BIOSCREEN durante 4 dias a 30 °C en agitacion constante. Cultivos de la cepa silvestre
BG14 (CGM1) y de la mutante gsh24 pro2A (CGM1450) se crecieron en YPD durante 48h
a 30°C. Las células se lavaron y se diluyeron a una densidad celular de 1x10’ células/mL.
Se hicieron diluciones logaritmicas y 5 yL de cada dilucién se colocaron en placas con
YPD con diferentes concentraciones de agentes generadores de estrés oxidante. Las
placas se incubaron a 30 °C durante 48 h.

Interrumpimos el gen PRO2 en el fondo gsh2A para generar una mutante doble gsh2A
pro2A. El panel A muestra que el crecimiento en esta mutante se rescata tanto con prolina
como con GSH. En el panel B observamos que la ausencia del gen PRO2 en la mutante
gsh2A acentua su sensibilidad a H,O, cadmio y cumeno, pero no afecta su sensibilidad a

menadiona.
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Figura 24. Fenotipos de la mutante ttr1A. Cultivos de la mutante trr1A (CGM1475) se
crecieron en YNB y YNBrN suplementados con GSH 0.5mM (+GSH), L-Prolina 1 pug/mL
(+PRO) o simultaneamente con GSH y L-Prolina (+GSH+PRO) durante 48h a 30°C. Las
células se lavaron y se diluyeron a una densidad celular a 2x10° células/mL. Se evalué el
crecimiento de estas cepas en el medio correspondiente en un BIOSCREEN durante 4
dias a 30 °C en agitacion constante. Cultivos de la cepa silvestre BG14 (CGM1) y de la
mutante trrlA (CGM1475) se crecieron en YPD durante 48h a 30°C. Las células se
lavaron y se diluyeron a una densidad celular de 1x10’ células/mL. Se hicieron diluciones
logaritmicas y 5 yL de cada dilucion se colocaron en placas con YPD con diferentes
concentraciones de agentes generadores de estrés oxidante. Las placas se incubaron a
30 °C durante 48 h.

Para poder evaluar si existe una funcion sobrelapante entre la rama de amortiguacion
redox del GSH y de la rama tiorredoxina generamos una mutante en el gen TRR1. En la
figura 24 panel A observamos que la mutante ttrlA crece de manera similar a la cepa
silvestre en los medios. El panel B muestra que la mutante ttrlA es similarmente

resistente que la cepa silvestre a agentes generadores de estrés oxidante. analizados.
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Figura 25. Andlisis del crecimiento de la mutante gsh2A ttr1A en diferentes medios.
Cultivos de la mutante gsh2A ttrlA (CGM1521) se crecieron en YNB y YNBrN
suplementados con GSH 0.5mM (+GSH), L-Prolina 1pg/mL (+PRO) o simultdneamente
con GSH y L-Prolina (+GSH+PRO) durante 48 h a 30 °C. Las células se lavaron y se
diluyeron a una densidad celular a 2x10° células/mL. Se evalué el crecimiento de estas
cepas en el medio correspondiente en un BIOSCREEN durante 4 dias a 30 °C en
agitacion constante.
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Figura 26. Fenotipos de la mutante ctalA ttrlA. Cultivos de la mutante ctalA trr1A
(CGM1477) se crecieron en YPD, YNB y YNBrN suplementados con GSH 0.5 mM (+GSH)
durante 48 h a 30 °C. Las células se lavaron y se diluyeron a una densidad celular a 2x10°
células/mL. Se evalué el crecimiento de estas cepas en el medio correspondiente en un
BIOSCREEN durante 4 dias a 30 °C en agitacién constante. En el panel B observamos
gque esta mutante es muy sensible a H,O, pero resiste un poco mas que la mutante
sencilla ctalA (ver Figura 38). Cultivos de la cepa silvestre BG14 (CMG11) y de la
mutante ctalA trrlA (CGM1477) se crecieron en YPD durante 48 h a 30 °C. Las células
se lavaron y se diluyeron a una densidad celular de 1x10” células/mL. Se hicieron
diluciones logaritmicas y 5 gL de cada diluciéon se colocaron en placas con YPD con
diferentes concentraciones de agentes generadores de estrés oxidante. Las placas se
incubaron a 30 °C durante 48 h.
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Figura 27. Fenotipos de la mutante yor1A. Cultivos de la mutante yorlA (CGM1474) se
crecieron en YNB y YNBrN suplementados con GSH 0.5mM (+GSH) durante 48 h a 30
°C. Las células se lavaron y se diluyeron a una densidad celular a 2x10° células/mL. Se
evalué el crecimiento de estas cepas en el medio correspondiente en un BIOSCREEN
durante 4 dias a 30 °C en agitacion constante. En el panel B observamos que el
crecimiento de yorlA esta muy afectado y debido a eso es altamente sensible a todos los
agentes generadores de estrés oxidante que probamos. Cultivos de la cepa silvestre
BG14 (CGM1) y de la mutante yorlA (CGM1474) se crecieron en YPD durante 48 h a 30
°C. Las células se lavaron y se diluyeron a una densidad celular de 1x10” células/mL. Se
hicieron diluciones logaritmicas y 5 pyL de cada dilucién se colocaron en placas con YPD
con diferentes concentraciones de agentes generadores de estrés oxidante. Las placas se
incubaron a 30 °C durante 48 h.
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Figura 28. Andlisis del crecimiento de la mutante dug2A. Cultivos de la mutante
dug2A (CGM1448) se crecieron en YNB y YNBrN suplementados con GSH 0.5 mM
(+GSH) durante 48 h a 30 °C. Las células se lavaron y se diluyeron a una densidad
celular a 2x10° células/mL. Se evalu6é el crecimiento de estas cepas en el medio
correspondiente en un BIOSCREEN durante 4 dias a 30 °C en agitacion constante.
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Figura 29. El producto del gen PRC1 no participa en la resistencia a cadmio en C.
glabrata. Cultivos de la cepa silvestre BG14 (CGM1) y de la mutante prc1A (CGM1219)
se crecieron en YPD durante 48 h a 30 °C. Las células se lavaron y se diluyeron a una
densidad celular de 1x10’ células/mL. Se hicieron diluciones logaritmicas y 5 L de cada
dilucién se colocaron en placas con YPD con diferentes concentraciones de sulfato de

cadmio. Las placas se incubaron a 30 °C durante 48 h.

Para saber si, al igual a lo reportado en S. cerevisiae, en C. glabrata las
carboxipeptidasas pueden llevar a cabo la sintesis de fitoquelatinas, hicimos una
busqueda bioinformatica para identificar a los genes ortélogos que pudieran codificar para
las carboxipeptidasas CPY y CPC. Encontramos el ORF CAGLOM13651g que es sintético
al gen YMR297W (PRC1/CPY) y que tiene un 71% de identidad. No identificamos el
ortélogo al gen YBR139W, pero CAGLOM13651g tiene un 55% de identidad con este gen.
Hicimos una mutante nula en el gen CAGLOM13651g (PRC1) y evaluamos la resistencia a
sulfato de cadmio. Encontramos que la sensibilidad de esta mutante a sulfato de cadmio
es similar a la sensibilidad de la cepa silvestre BG14. Esto sugiere que en C. glabrata,

esta carboxipeptidasa no participa en la resistencia a cadmio.
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Figura 30. Cuantificacion de prolina en cultivos crecidos en YPD. Cultivos de la cepa
silvestre BG14 (CGM1) y de las mutantes gshl1A pro2-4 (CGM814) y gsh2A (CGM873) se
crecieron en YPD durante 48 h a 30 °C. Las células se lavaron y el contenido de L-Prolina

se determiné como se describe en materiales y métodos.
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[GSX] en extractos celulares (nm/ml) [GSX] en sobrenadante (mM)
YNB+GSH YNBrS+GSH YNB+GSH YNBrS+GSH
YNBI “51mm |[YNBST o1mm | YNB o1mm | YNBSS 01 mm
wt 46.88| 53.64 57.95 59.73 0.0129| 0.1140 | 0.0129 0.1397
gshlA pro2-4 0.43 0.42 0.33 0.31 0.0018] 0.1029 | 0.0110 0.1195
gsh24 1.35 1.65 1.11 1.72 0.0055| 0.1287 | 0.0423 0.1176
wt/pScOPT1 41.98| 21.47 56.76 42.12 0.0018| 0.0772 | 0.0018 0.1140
gsh1A/pScOPTL1 | 0.07 18.50 0.92 23.18 0.0018| 0.0772 | 0.0129 0.0735
wt/vector 39.67| 49.85 54.98 57.73 0.0221] 0.1324 | 0.0221 0.1085

Figura 31. Cuantificacion de GSX intracelular y extracelular de cultivos de 8hs
suplementados con GSH 0.1mM. Para cuantificar la concentracion de GSX intracelular,
las células de las cepas BG14 (CGM1) y de las mutantes gsh1A pro2-4 (CGM814), gsh2A
(CGM873), wt/pScOPT1 (CGM1035), gshlA/pScOPT1 (CGM1071) y wt/vector
(CGM1073) se crecieron en medio YNB o YNBrS con o sin GSH 0.1 mM durante 8 h de
crecimiento del cultivo. Se tomaron 3x10° células/mL y se lavaron dos veces con PBS.
Las células se lisaron con perlas de vidrio en SSA al 5%. El contenido intracelular de GSX

se determind enzimaticamente con DTNB como se describe en materiales y métodos.
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[GSX] en extractos celulares (nm/ml) [GSX] en sobrenadante (mM)
e | o | s | o | ™8 | Todma | Ners | oi

wt 18.13 22.16 16.12 15.90 0.019 0.128 0.014 0.128
gshlA pro2-4 0.16 0.22 0.22 0.38 0.003 0.112 0.002 0.125
gsh2A 1.12 0.72 0.83 1.21 0.003 0.120 0.003 0.123
wt/pScOPT1 23.73 14.55 12.54 21.49 0.008 0.011 0.010 0.017
gsh1A/pScOPTL | .11 5.15 0.25 4.25 0.001 0.003 0.002 0.006
wt/vector 19.70 13.21 14.78 16.34 0.028 0.160 0.017 0.139

Figura 32. Cuantificacion de GSX intracelular y extracelular de cultivos de 24hs
suplementados con GSH 0.1mM Para cuantificar la concentracion de GSX intracelular,
las células de las cepas BG14 (CGML1) y de las mutantes gsh1A pro2-4 (CGM814), gsh2A
(CGM873), wt/pScOPT1 (CGM1035), gshlA/pScOPT1 (CGM1071) y wt/vector
(CGM1073) se crecieron en medio YNB o YNBrS con o sin GSH 0.1 mM durante 24 h de
crecimiento del cultivo. Se tomaron 3x10° células/mL y se lavaron dos veces con PBS.
Las células se lisaron con perlas de vidrio en SSA al 5%. El contenido intracelular de GSX

se determind enzimaticamente con DTNB como se describe en materiales y métodos.
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[GSX] en extractos celulares (nm/ml) [GSX] en sobrenadante (mM)
YNB+GSH YNBrS+GSH YNB+GSH YNBrS+GSH
YNB os5mm | YNBrS 0.5mM YNB os5mm | YNBrS 0.5 mM

wt 30.6 34.7 25.8 30.61 0.003 0.215 0.004 0.630
gsh1A pro2-4 0.6 0.7 0.6 0.56 0.002 0.350 0.002 0.361
gsh2A 2.0 3.5 1.6 2.02 0.002 0.364 0.001 0.691
wt/pScOPT1 33.9 158.6 26.3 33.90 0.002 0.373 0.003 0.724
gsh1A/pScOPTL [ .3 74.1 0.2 0.25 0.003 0.381 0.002 0.740
wtlvector 43.5 43.3 25.0 43.51 0.006 0.353 0.007 0.666

Figura 33. Cuantificacion de GSX intracelular y extracelular de cultivos de 8hs
suplementados con GSH 0.5 mM Para cuantificar la concentracion de GSX intracelular,
las células de las cepas BG14 (CGML1) y de las mutantes gsh1A pro2-4 (CGM814), gsh2A
(CGM873), wt/pScOPT1 (CGM1035), gshlA/pScOPT1 (CGM1071) y wt/vector
(CGM1073) se crecieron en medio YNB o YNBrS con o sin GSH 0.5 mM durante 8 h de
crecimiento del cultivo. Se tomaron 3x10° células/mL y se lavaron dos veces con PBS.
Las células se lisaron con perlas de vidrio en SSA al 5%. El contenido intracelular de GSX

se determind enzimaticamente con DTNB como se describe en materiales y métodos.
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[GSX] en extractos celulares (nm/ml) [GSX] en sobrenadante (mM)

wt 21.230 20.670  17.830 15.520{ 0.000 0.510 0.008 0.282
gsh1A pro2-4 0.360 0.600 0.470 0.600| 0.000 0.499 -0.001 0.475
gsh2A 1.290 0.890, 0.810 1.290[ 0.001 0.478 0.000 0.515
wt/pScOPT1 16.240 20.670 15.360 23.670| 0.000 0.315 0.002 0.435
gsh1A/pScOPTL [ 0,180 20.880]  0.180 21.175| 0.000 0.251 0.000 0.298
wtivector 16.740 14.330]  14.090 21.546] 0.000 0.565 0.009 0.389

Figura 34. Cuantificacion de GSX intracelular y extracelular de cultivos de 24hs
suplementados con GSH 0.5 mM Para cuantificar la concentracion de GSX intracelular,
las células de las cepas BG14 (CGML1) y de las mutantes gsh1A pro2-4 (CGM814), gsh2A
(CGM873), wt/pScOPT1 (CGM1035), gshlA/pScOPT1 (CGM1071) y wt/vector
(CGM1073) se crecieron en medio YNB o YNBrS con o sin GSH 0.5 mM durante 24 h de
crecimiento del cultivo. Se tomaron 3x10° células/mL y se lavaron dos veces con PBS.
Las células se lisaron con perlas de vidrio en SSA al 5%. El contenido intracelular de GSX

se determiné enziméaticamente con DTNB como se describe en materiales y métodos.
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[GSX] en extractos celulares (nm/ml) [GSX] en sobrenadante (mM)
YNB+GSH YNBrS+GSH YNB+GSH YNBrS+GSH
YNB 1 905 mm | YNB'S | 0.05mMm YNB 1 905 mm | YNB'S | 0,05 mm

wt 14.60 18.59 13.85 11.36 0.022 0.117 0.017 0.133
gshlA pro2-4 0.81 0.29 0.21 0.19 0.005 0.131 0.005 0.133
gsh2A 0.96 1.09 1.06 1.14 0.007 0.125 0.006 0.134
wt/pScOPT1 15.35 17.35 12.85 15.10 0.009 0.017 0.012 0.029
gsh1A/pScOPTL | (.29 6.86 0.11 6.36 0.005 0.007 0.005 0.010
wtlvector 14.85 13.10 13.10 13.60 0.034 0.110 0.021 0.127

Figura 35. Cuantificacion de GSX intracelular y extracelular de cultivos de 24hs
suplementados con GSH 0.05 mM Para cuantificar la concentracion de GSX intracelular,
las células de las cepas BG14 (CGML1) y de las mutantes gsh1A pro2-4 (CGM814), gsh2A
(CGM873), wt/pScOPT1 (CGM1035), gshlA/pScOPT1 (CGM1071) y wt/vector
(CGM1073) se crecieron en medio YNB o YNBrS con o sin GSH 0.05 mM durante 24 h de
crecimiento del cultivo. Se tomaron 3x10° células/mL y se lavaron dos veces con PBS.
Las células se lisaron con perlas de vidrio en SSA al 5%. El contenido intracelular de GSX

se determind enzimaticamente con DTNB como se describe en materiales y métodos.
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Figura 36. Purificacién de proteinas de membrana de Candida glabrata. Cultivos de
las cepas BG14 (CGM1) y gsh2 (CGM873) se crecieron en medio YNB y YNBrN sin o
suplementados con GSH 0.5 mM durante 6 hs y se obtuvieron protoplastos como se
describe en materiales y métodos. Los protoplastos se lisaron para extraer las proteinas, y
las proteinas de membrana se purificaron mediante un gradiente contindo de sacarosa.
Las proteinas se corrieron en un gel de acrilamida al 12% y se tifieron con coomassie

coloidal. Ver materiales y métodos.
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cGM1 “ ' ) &
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wipScoPTI i . > - ‘ . >
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wtivector - ( . ¢ )
ctalo b . C d f )
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yapIhn {
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gsh20/pScOPT1
wipCgOPTI s
gsh20ivector
ctald/vector
wre2d

Goteo cronico. Células en fase estacionaria
[CdS04]

0 001 0.03 0.05 0.08 0.1 0.15
(mMN)

: . . l . l l l
gsh1Bgsh20/p ScOPTY ;
yapId
ctalagsk20/pscoPTl B )
gsh20/pScOPT1 {
wip CgOPTY
gsh2bivector P
ctald/vector
ure2d

gskldpro2-4
Goteo cronico. Células en fase logaritmica

gsh20
wipScOPTY
gshI0nfp ScOPTY
wtivector

ctald
ctaldgsk2D

Figura 37. Exposicion a sulfato de cadmio de varias mutantes de Candida glabrata
en diferentes fases de crecimiento. Cultivos de la cepa silvestre BG14 y de diferentes
mutantes se crecieron en YPD a 30 °C durante 48hs (fase estacionaria) o el tiempo
suficiente para realizar 9 duplicaciones (fase logaritmica). Las células se lavaron y se
diluyeron a una densidad celular de 1x10’ células/mL. Se hicieron diluciones logaritmicas
y 5 uL de cada dilucion se colocaron en placas con YPD con diferentes concentraciones

de CdSO,. Las placas se incubaron a 30 °C durante 48 h.
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Figura 38. Exposicion a fluconazol de varias mutantes de Candida glabrata en fase
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64 128

[Fluc] 0
(ug/ml)
CGM1
gskldpro2-4
gsh20

wiip ScOPTI

gsk10fp ScOPTY
wiivector

ctalh
ctalAgsh20

gskIbgsh20/p ScOPTY
yapId
ctalAgsh2A[pScOPT1
gsk20/pScOPT1

wip CgOPTI
gsh20fvector

ctald[vector
ure2d

estacionaria. Cultivos de la cepa silvestre BG14 y de diferentes mutantes se crecieron en
YPD a 30 °C durante 48hs (fase estacionaria). Las células se lavaron y se diluyeron a una
densidad celular de 1x10’ células/mL. Se hicieron diluciones logaritmicas y 5 L de cada
dilucién se colocaron en placas con YPD con diferentes concentraciones de fluconazol.

Las placas se incubaron a 30 °C durante 48 h.
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gshIAgsh2Ap ScOPT1
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ctalAgsh2A'p ScOPTI
gsh2A/p ScOPTI
wip CgOPTI
gsh2A/vector
ctalAfvector

ure2

Goteo cronico. Células en fase logaritmica

Figura 39. Exposicion a H,0O, de varias mutantes de Candida glabrata en diferentes

[H202] 0
(VD)

CGM1

wiip ScOPTI

gshIADScOPTI
wiivector

ctalA
ctalAgsh2A

gshIAgsh2A/p ScOPT!
yapIA

ctalAgsh2Ap ScOPTI
gsh2Mp ScOPTI

wip CgOPT?
gsh2Alvector
ctalAlvector

ure2A

[H202] 0
(VD)

CGM1

wipScOPTI

gshIApScOPTI
wtivector

ctalA
ctalAgsk2A

=3

fases de crecimiento. Cultivos de la cepa silvestre BG14 y de diferentes mutantes se
crecieron en YPD a 30 °C durante 48hs (fase estacionaria) o el tiempo suficiente para
realizar 9 duplicaciones (fase logaritmica). Las células se lavaron y se diluyeron a una
densidad celular de 1x10’ células/mL. Se hicieron diluciones logaritmicas y 5 L de cada
dilucion se colocaron en placas con YPD con diferentes concentraciones de H,O,. Las

placas se incubaron a 30 °C durante 48 h.
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[Menadiona]

0 001 003 0.05 0.08
(uM)
CGMI1
gsk1Apro2-4
gsh2A
witpScOPTI
gshIAND ScOPT!
wivector
ctalA
ctalAgsh2A

Gotea eranico. ("élulas en fase estacionaria

gsk1Agsh2Afp ScOPT!
yaplIA

ctalAgsh2Ap ScOPT!
gsk2A/p ScOPTI

wtp CgOPT!
gsh2Afvector

ctalAfvector
ure2A

Figura 40. Exposicion a menadiona de varias mutantes de Candida glabrata en fase
estacionaria. Cultivos de la cepa silvestre BG14 y de diferentes mutantes se crecieron en
YPD a 30 °C durante 48hs (fase estacionaria). Las células se lavaron y se diluyeron a una
densidad celular de 1x10’ células/mL. Se hicieron diluciones logaritmicas y 5 L de cada
dilucién se colocaron en placas con YPD con diferentes concentraciones de menadiona.

Las placas se incubaron a 30 °C durante 48 h.
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12

gsh1apscoers LS
BG14 vectoe

Figura 41. Exposicion a cloruro de zinc en fase estacionaria. Cultivos de la cepa
silvestre BG14 y de diferentes mutantes se crecieron en YPD a 30 °C durante 48hs (fase
estacionaria). Las células se lavaron y se diluyeron a una densidad celular de 1x10’
células/mL. Se hicieron diluciones logaritmicas y 5 uL de cada dilucién se colocaron en
placas con YPD con diferentes concentraciones de ZnCl,. Las placas se incubaron a 30

°C durante 48 h.
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pdmA (32.55) (98]
sh1A sup pdr5A (0.75) (1
g Er}I,SA (30.66) (10
gsh1A sup pdrl5A (1.04) (1
wit/pScOPT1 (20.25) (12
gsh1A/pScOPT1 (0.75) (11
wt/vector (38.21) (107

[Fluconazole] (pg/ml) 0

wi (21.23) (97

gsh1A sup (1.13) (1

gs h1A sup (1.04) (11
gsh2A (3.87) (14

par1A (36.79) (8

gshl1A sup pdrlA (0.94) (12

CO-INT wt PRO2" (20.19) (8
gsh1A sup/pScOPT1 (1.60) (1
gsh1A sup/pCgOPT1 (1.3:
gsh2A/pScOPTI (5.2
gsh2A/pCgOPT1 (3.77) (1
CO-INT sup GSHI+ (21.70) (15
gshl1A sup URA+ (1.32) (1

@ G5xINTRACELLULAR (nmol GSX/100000000 CELLS) FLUCONA%OO()%]ZEO?IESISTAN CE
‘ GSX IN SUPERNATANTS (pm) CAA, SP, F48 HS

Figura 42. Andlisis de la resistencia a fluconazol en medio CAA de diferentes cepas
en fase estacionaria crecidas en medio sin GSH. Cultivos de la cepa silvestre BG14 y
de diferentes mutantes se crecieron en CAA a 30 °C durante 48hs (fase estacionaria). Las
células se lavaron y se diluyeron a una densidad celular de 1x10’ células/mL. Se hicieron
diluciones logaritmicas y 5 yL de cada dilucién se colocaron en placas con CAA con
diferentes concentraciones de fluconazol. Las placas se incubaron a 30 °C durante 48 h.
Ver materiales y métodos.

Los numeros dentro del paréntesis rosa indican el contenido de GSH intracelular y los

nameros dentro del paréntesis azul indican el contenido de GSH extracelular.
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[Fluconazole] (pg/ml) 0

wt (24.54) (299)

gsh1A sup (0.20) (242)

gshlA sup (0.15) (229)

gsh2A (0.69) (327)

pdrlA (23.01) (326)

gsh1A sup/pdriA (0.24) (238)

pdr5A (22.17) (323)

gsh1A sup/pdr5A (0.26) (171)
pdr15A (20.26) (258)

gsh1A sup/pdr15A (0.23) (242)
wi/pScOPTI (34.48) (0)
gsh1A/pScOPT1 (14.45) (0)

CO-INT wt PRO2" (10.55) (385)

gsh1A sup/pScOPT1 (16.52
gsh1A sup/pCgOPTI (1.3
§sh2A/pScOPTI (2
8gsh2A/pCgOPTI1 (0.31) (279)
shl1A sup URA+ (0.31) (260)

CO- sup GSHI+ (14.60) (275)

FLUCONAZOLE RESISTANCE

. 14032011
GSXINTRACELLULAR (nmol GSX/100 000 000 CELLS) CAAGSHO05 Mn\' SP, F-72HS

‘ GSXIN SUPERNATANTS (pm)

Figura 43. Analisis de la resistencia a fluconazol en medio CAA de diferentes cepas
en fase estacionaria crecidas en medio con GSH 0.5mM. Cultivos de la cepa silvestre
BG14 y de diferentes mutantes se crecieron en CAA suplementado con GSH 0.5 mM a 30
°C durante 48hs (fase estacionaria). Las células se lavaron y se diluyeron a una densidad
celular de 1x10’ células/mL. Se hicieron diluciones logaritmicas y 5 L de cada dilucién se
colocaron en placas con CAA con diferentes concentraciones de fluconazol. Las placas se
incubaron a 30 °C durante 48 h. Ver materiales y métodos.

Los numeros dentro del paréntesis rosa indican el contenido de GSH intracelular y los

nameros dentro del paréntesis azul indican el contenido de GSH extracelular.
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