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Resumen 
 
 
L A R ESIST E N C I A A F L U C O N A Z O L D E Candida glabrata M E DI A D A PO R  Pdr1 Y Cdr1 EST Á 
SUJE T A A SI L E N C I A M I E N T O L O C A L PO R L A D ESA C E T I L ASA D E H IST O N AS Hst1 
 
Resumen  
Candida glabrata ha emergido como un agente importante de infecciones fúngicas. Esta 
levadura puede adquirir resistencia a fluconazol, un fármaco usado para el tratamiento de 
las candidemias. La resistencia a este fármaco puede generarse a través de mutaciones tipo 
ganancia de función en el factor transcripcional Pdr1. Pdr1 induce la expresión de los genes 
que codifican transportadores con casete de unión a ATP (ABC), CDR1 y CDR2, que 
median el transporte activo del azol al exterior de la célula. El incremento en la expresión 
de CDR1 y CDR2 puede también obtenerse por mutaciones en el DNA mitocondrial o por 
amplificación de estos genes. En este estudio demostramos que la expresión de los genes 
PDR1 y CDR1, que regulan la respuesta pleiotrópica farmacológica de C . glabrata, se 
encuentra bajo control epigenético por Hst1, una desacetilasa de histonas dependiente de 
nicotinamida adenina dinucleótido (NAD+). Mostramos que la inhibición de Hst1 por NAM 
un percusor de NAD+,  incrementa la resistencia de C . glabrata a fluconazol. Dado que 
Hst1 se puede inactivar in vivo, la pérdida del silenciamiento mediado por Hst1 puede ser 
importante para la adquisición de resistencia a fluconazol durante la infección.  
 
PALABRAS CLAVE.  Fluconazol, Silenciamiento, Candida glabrata 
 
 
 
PA R T I C IPA C I Ó N D E D OS G L U T A T I Ó N PE R O X ID ASAS SUB T E L O M É RI C AS E N L A R ESPU EST A 
A EST R ÉS O X ID A N T E D E Candida glabrata 
 
Resumen  
Encontramos tres fases abiertas de lectura homólogas a glutatión peroxidasas en el genoma 
de C . glabrata (CAGL0C01705g, CAGL0I00264g y CAGL0I00242g ). Por sintenia y 
análisis de secuencia los nombramos GPX2, GPX3A y GPX3B, respectivamente. GPX3A y 
GPX3B son dos genes que codifican para 2 proteínas muy similares y que se transcriben de 
forma divergente.   Estos dos genes se encuentran a 17.5Kb  y 20 Kb del telomero 
izquiredo del cromosoma I, sin embargo, estos genes no están sujetos a silenciamiento 
subtelomerico.  Investigamos el papel de estos genes en la respuesta a estrés oxidante en C . 
glabrata. La doble mutante gpx3A! gpx3B!  fue sensible a hidroperóxido de cumeno. 
Estos datos sugieren que GPX3A y GPX3B  pudieran codificar para glutatión peroxidasas 
de fosfolípidos involucradas en la depuración de hidroperóxidos orgánicos 
 
PALABRAS CLAVE.  Glutatión peroxidasas, estrés oxidante, Candida glabrata 
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Abstract 
 
T H E F L U C O N A Z O L E R ESIST A N C E O F Candida glabrata M E DI A T E D  B Y  Pdr1 A ND Cdr1 IS 
UND E R C O N T R O L O F L O C A L SI L E N C IN G B Y T H E H IST O N E D E A C E T Y L ASE Hst1 
 
Summary 
Candida glabrata has emerged as a common cause of fungal infections. This yeast can 
acquire resistance to fluconazole, a drug used for the treatment of candidemias. Resistance 
to this drug can develop through gain-of-function mutations in the transcriptional regulator 
Pdr1. Pdr1 induces the expression of ATP-binding cassette (ABC) transporter-encoding 
genes, CDR1 and CDR2, that mediate azole efflux from the cell. The increased expression 
of CDR1 and CDR2 can also be caused by mutations in mitochondrial DNA or genetic 
amplification of these genes. In this study, we show that expression of PDR1 and CDR1 
genes, which regulate the pleiotropic drug resistance of C . glabrata, is under epigenetic 
control by Hst1, a nicotine adenine dinucleotide (NAD+) dependent histone deacetylase. 
We show that the inhibition of Hst1 by NAM, a NAD+ precursor, results in increased 
resistance to fluconazole in C . glabrata. Since Hst1 can be inactivated in vivo, the loss of 
silencing mediated by Hst1, could be important for the acquisition of fluconazole resistance 
during infection.  
 
 
KEY WORDS. Fluconazole, Silencing, Candida glabrata 
 
T W O SUB T E L O M E RI C G L U T A T H I O N E PE R O X ID ASES A R E IN V O L V E D IN O X ID A T I V E ST R ESS 
R ESPO NSE IN Candida glabrata 
 
Summary 
 
Three glutathione peroxidase homologs (CAGL0C01705g, CAGL0I00264g and 
CAGL0I00242g) were found in Candida glabrata genome. By synteny and sequence 
analysis we named them GPX2, GPX3A and GPX3B, respectively. GPX3A and GPX3B are 
two genes which encode 2 highly similar proteins.  These two genes are divergently 
transcribed. GPX3A and GPX3B are localized 17.5Kb and 20Kb from the left telomere in 
chromosome I, however we showed that the GPX3A/GPX3B loci are not silenced.  We 
investigated the involvement of these genes in the oxidative stress response of C . glabrata. 
The gpx3"! gpx3#!$double mutant was sensitive to cumene hydroperoxide. These data 
suggest that GPX3A and GPX3B could encode phospholipid glutathione peroxidases 
involved in scavenging organic hydroperoxides. 
 
KEY WORDS. Glutathione peroxidase, Cumene, Candida glabrata
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Introducción. 
Candida glabrata es un hongo patógeno oportunista que en las dos últimas décadas ha 
emergido como la segunda causa más común de infecciones fúngicas.  C . glabrata se aísla  
de entre el 20% y el 24% del total de las candidemias (Trick et al., 2002, Pfaller & 
Diekema, 2007, Pfaller & Diekema, 2010). Esta característica se debe en gran medida a la 
resistencia innata de C . glabrata a las drogas antifúngicas, especialmente a los azoles, y al 
desarrollo de esta resistencia en respuesta a la exposición al fármaco durante el tratamiento 
(Perea & Patterson, 2002, Sanglard & Odds, 2002, Sanglard, 2002).  
Los azoles son los antifúngicos más comúnmente usados para el tratamiento de infecciones 
de mucosas y sistémicas. El incremento en la incidencia de infecciones ocasionadas por C . 
glabrata se dio en forma paralela a la introducción de los triazoles en 1990 (Trick et al., 
2002). Los azoles inactivan a la enzima P-450 lanosterol 14-!"#$%&$'()*%*"+,#(-(+*#*".,/"$)"
gen ERG11 e inhibe el crecimiento fúngico por la acumulación de esteroles metilados 
potencialmente tóxicos (Parkinson et al., 1995, Richardson et al., 1990). Se ha 
documentado que el incremento en la transcipcion del gen ERG11 (CAGL0E04334g) 
debido a la duplicación del cromosoma E, genera resistencia a fluconazol en C . glabrata 
(Marichal et al., 1997). Sin embargo, el principal mecanismo que confiere resistencia a 
fluconazol en esta levadura es la sobreexpresión de genes que codifican para bombas 
transmembranales de las superfamilias ABC (de ATP Binding Cassette) y MFS (Major 
Facilitator Superfamily), que expulsan activamente el fármaco de la célula (Parkinson et 
al., 1995, Miyazaki et al., 1998, Sanglard et al., 2001).  
La baja susceptibilidad de C . glabrata al fluconazol se debe a diferentes factores y uno de 
ellos es la sobrexpresión de los transportadores tipo ABC Cdr1 y Cdr2 (Sanglard et al., 
1999, Miyazaki et al., 1998, Morschhauser, 2010) que dependen del factor transcripcional 
Pdr1 para su expresión (Vermitsky & Edlind, 2004, Tsai et al., 2006). La sobreexpresión de 
estos transportadores en C . glabrata puede deberse a diferentes alteraciones genéticas, que 
incluyen: [1] Mutaciones de ganancia de función en el factor transcripcional Pdr1 (Ferrari 
et al., 2009) [2] Incremento en la dosis génica de los transportadores por amplificación 
(Polakova et al., 2009) o [3] Mutaciones en el DNA mitocondrial (Ferrari et al., 2011). Sin 
embargo, hasta el momento no existen reportes que relacionen cambios epigenéticos con 
adquisición de resistencia al fluconazol, aun cuando estos mecanismos controlan procesos 
de virulencia en C . glabrata como la adherencia (Domergue et al., 2005), la respuesta a 
estrés oxidativo (datos no publicados del laboratorio) y la adaptación a nichos específicos 
del hospedero limitantes en niacina (Ma et al., 2009).  
En C . glabrata, Sir2 es una desacetilasa de histonas dependiente de NAD+ que participa en 
el silenciamiento de genes subteloméricos, algunos de los cuales están implicados en 
virulencia (De Las Penas et al., 2003, Domergue et al., 2005). C . glabrata, al igual que en 
Saccharomyces cerevisiae [levaduras cercanas filogenéticamente] cuenta con cuatro genes 
parálogos a SIR2, denominados HST1-4 (Homologue of Sir2 por sus siglas en inglés). En 
ambas levaduras, Hst1 funciona como un corepresor que silencia genes mediante la 
modificación de la cromatina de manera local impidiendo la activación del promotor.  
Además, Hst1 controla la homeostasis de NAD+ (su propio cofactor) (Bedalov et al., 2003, 
Robert et al., 2004, Ma et al., 2009), es decir, Hst1 controla su propia actividad. De manera 
interesante, tenemos evidencia que indica que una cepa mutante hst1 es altamente 
resistente a fluconazol (E. Zavalza, datos no publicados), y consistente con esta 
observación, existe un reporte donde analizaron la expresión de todos los genes del genoma 
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de C . glabrata en ausencia de HST1 y dentro de la lista de genes que se sobreexpresan, se 
encuentran los transportadores CDR1 y CDR2, así como el factor transcripcional PDR1 
(Ma et al., 2009). Estos datos sugieren que Hst1 pudiera estar regulando la respuesta 
pleiotrópica farmacológica de C . glabrata a través de la represión de PDR1, CDR1 y/o 
CDR2. Para determinar la participación de Hst1 en la regulación de estos genes en la 
resistencia a fluconazol, construimos cepas mutantes sencillas pdr10, cdr10 y cdr2, y 
mutantes dobles hst10 pdr10, hst10 cdr10 y hst10 cdr201 y evaluamos genéticamente la 
participación de Hst1 en respuesta al antifúngico. También evaluamos la resistencia a 
fluconazol al inhibir la actividad de Hst1 en estas cepas en presencia de altas 
concentraciones de nicotinamida (NAM), un inhibidor específico de la actividad de las 
sirtuinas. Encontramos que PDR1 y CDR1 son los principales efectores involucrados en la 
resistencia a fluconazol de la cepa CGM1 de C . glabrata. En cambio, CDR2 no participa en 
esta respuesta. Sin embargo, aún cuando Pdr1 y Cdr1 son esenciales para la resistencia, la 
pérdida del silenciamiento mediado por Hst1 protege a las cepas hipersensibles cdr1 y 
pdr1. Esto indica que Hst1 actúa como represor de PDR1 y CDR1 pero también sugiere la 
existencia de otro transportador regulado por Hst1. Además por ensayos de expresión 
génica semicuantitativa (RT-PCR), se confirmó que la expresión de CDR1 y PDR1 se 
incrementa en ausencia de HST1 o inhibiendo su actividad con NAM. Nuestros resultados 
indican que la respuesta pleiotrópica de C . glabrata está sujeta a una capa de regulación 
epigenética local por Hst1. 
 
Resultados. 
Generación de cepas mutantes. 
Por datos de laboratorio sabemos que una cepa hst10"de Candida glabrata es altamente 
resistente a fluconazol. En C . glabrata la resistencia a azoles es mediada principalmente 
por los transportadores  tipo ABC Cdr1 y Cdr2, así como del factor transcripcional que los 
regula Pdr1 (Sanglard et al., 1999, Miyazaki et al., 1998, Vermitsky & Edlind, 2004). Para 
determinar si estos genes están implicados en la resistencia a fluconazol en nuestra cepa de 
referencia CGM1, construimos mutantes sencillas pdr10, cdr10 y cdr20"2 evaluamos su 
susceptibilidad a fluconazol. Además, para determinar si la resistencia a fluconazol 
mediada por Pdr1, Cdr1 y Cdr2 está sujeta a regulación negativa por la desacetilasa de 
histonas Hst1, construimos también las tres mutantes dobles pdr10"hst13, cdr10 hst13 y 
cdr20"hst13.  Las mutantes nulas en estos genes las construimos mediante el reemplazo, 
por doble recombinación homóloga, del gen silvestre por un producto de fusión de PCR, 
que consiste de un casete de resistencia a higromicina (PPGK1::hph4456HIS3) flanqueado por 
#,%"%$+7$8+(*%"9,&:),;*%1"78*"#$")*"/$;(:8"<6"2")*",'/*"#$")*"/$;(,8"56"#$)";$8"*"(8'$//7&.(/"
(Ver Materiales y Métodos). De esta forma se construyeron mutantes tanto en el fondo 
génico de la cepa silvestre como en la mutante hst1. Las mutantes se seleccionaron por su 
resistencia a higromicina y la sustitución se verificó mediante PCR. En total se obtuvieron 
6 cepas mutantes: pdr101 cdr101 cdr20"2"hst10 pdr10, hst10 cdr10 y hst10 cdr201"+*#*"
una con su duplicado (Figura 1).  
PDR1 y CDR1 están involucrados en la resistencia a fluconazol en C. glabrata 
Se ha demostrado que la ausencia del factor transcripcional Pdr1, y de los transportadores 
Cdr1 y Cdr2 hace a C . glabrata hipersensible a fluconazol (Sanglard et al., 1999, Miyazaki 
et al., 1998, Vermitsky & Edlind, 2004). Para determinar si estos genes son responsables 
también de la resistencia a fluconazol en nuestra cepa de laboratorio CGM1, realizamos 
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ensayos de resistencia al antifúngico con la cepa silvestre (CGM1), las mutantes  pdr10"
(CGM1094), cdr10 (CGM1096), cdr20"=>?@ABCDE"2"hst10 (CGM84) La cepa silvestre 
(wt) fue %$8%(F)$" *" .*/'(/" #$" AGH;I&J" #$" -)7+,8*K,)" ,mientras que la mutante hst10" fue 
capaz de crecer hasta  GLH;I&J"=M(;7/*"NOEP"J*"&7'*8'$"$8"$)"-*+',/"'/*8%+/(.+(,8*)"PDR1 
y la mutante en el transportador CDR1 fueron %$8%(F)$%" *" NH;I&JP" " Q%'$" /$%7)'*#," $%"
consistente con lo que se ha reportado para cepas de C . glabrata (Figura 2B) (Sanglard et 
al., 1999, Vermitsky & Edlind, 2004). La mutante en el gen que codifica para el 
transportador CDR2 se comporto igual que la cepa silvestre (Figura 2B).  Estos datos 
indican que PDR1 y CDR1 son los principales efectores involucrados en la resistencia a 
fluconazol en la cepa CGM1 de C . glabrata y que Hst1 es un regulador negativo de esta 
respuesta. Además, Cdr2 no participa en la resistencia a fluconazol o su participación esta 
enmascarada por la actividad de los otros transportadores. 
Hst1 regula negativamente la respuesta pleiotrópica farmacológica de C. glabrata 
La cepa hst10 es altamente resistente a fluconazol (Figura 2A)  esto sugiere que Hst1 
podría ser un represor de la expresión de los genes involucrados en la resistencia 
multifarmacológica. Dado que PDR1 y CDR1 son los principales mediadores de esta 
respuesta (Figura 2B), nos preguntamos si Hst1 podría regular negativamente a PDR1 y/o 
CDR1. Decidimos determinar genéticamente el efecto de Hst1 sobre los genes de la 
respuesta pleiotrópica farmacológica (PDR1 y CDR1). Para esto realizamos ensayos de 
resistencia a fluconazol con las mutantes sencillas pdr10"=>?@ABCLE1"cdr10 (CGM1096) 
y las dobles mutantes hst10 pdr10 (CGM1117), hst10 cdr10" =>?@ANBREP" S*&F(én 
hicimos este experimento inhibiendo la actividad de Hst1 en presencia de 10 mM de NAM 
para simular la pérdida del silenciamiento mediado por Hst1.  La cepa silvestre (wt) 
incremento su resistencia a fluconazol en presencia de NAM, de 4 µg/mL a 64µg/mL 
(Figura 3A). Esto sugiere que la inhibición de Hst1 con NAM, desreprime genes 
implicados en la adquisición de resistencia a fluconazol.  La adición de NAM no 
incrementó la resistencia a fluconazol de la cepa hst10"#$"GLT;I&J"=M(;7/*"5OE1"$%"#$+(/1"
este dato indica que la resistencia de la cepa silvestre a fluconazol en presencia de NAM se 
puede deber a la inhibición de Hst1 y no por la inhibición de otra sirtuina.  
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F I G UR A 1. 

 
F ig. 1. Construcción de mutantes por reemplazo génico de un solo paso mediante PC R 
de fusión. (A) La PCR de fusión consistió en 2 rondas de PCR. En la primera ronda (A1), 
%$"*&.)(-(+,"*".*/'(/"#$"UVO";$8:&(+,")*%"/$;(,8$%"<6"2"56"#$)";$8"*"(8'$//7&.(/4"%$"7%*/,8"
los oligonucleótidos 1 y 2  para amplificar la secuencia 5´, los oligonucleótidos 3 y 4 para 
la región 3´ y los oligonucleótidos A y B para amplificar el marcador de selección (hph). 
En negro se señalan los extremos de los oligonucleótidos 2 y 3 que contienen secuencias 
complementarias al marcador de selección y que son utilizados como cebadores para 
fusionar los 3 fragmentos en la segunda ronda de PCR. En la segunda ronda de PCR (A2), 
se fusionan los 3 fragmentos generados en la primera ronda: los 3 fragmentos se fusionan 
en una reacción de PCR con los oligonucleótidos 1 y 4. (B) Diagnóstico de las mutantes por 
W>XP"Q)"+,//$+',"/$$&.)*K,"%$"Y$/(-(+:"*)"<6"+,8"),%",)(;,87+)$:'(#,%"R"2">1"&($8'/*%"Z7$"*)"
3´con los oligonucleótidos 8 y D (B1). La ausencia del gen en las cepas mutantes se 
determinó con la pareja de oligonucleótidos internos al gen, 5 y 6 (B1). Finalmente, el 
reemplazo del gen silvestre se confirmó con los oligonucleótidos 7 y 8 (B1).  Análisis por 
PCR de las mutantes (B2). 
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F I G UR A 2. 

 
F ig. 2. PDR1 y CDR1 son los principales efectores del fenotipo de resistencia a 
fluconazol de C . glabrata C G M1. Ensayo de sensibilidad a fluconazol en el tratamiento 
crónico de la cepa silvestre y las mutantes %&'()*$+,-()*$.,-()$/$.,-0). Cultivos saturados 
en fase estacionaria de las cepas CGM1 (WT) y las mutantes hst10 (CGM84), pdr10"
(CGM1094), cdr10 (CGM1096) y cdr20" =>?@ABCDE" #$" C . glabrata, se diluyeron a 
OD600nm de 0.5 en agua destilada. Se hicieron diluciones logarítmicas seriadas y se 
inocularon en medio rico YPD con diferentes concentraciones (0 a 64 Hg/mL) de 
fluconazol. Las cajas se incubaron a 30°C durante 2 días (ver Materiales y Metodos). La 
cepa silvestre es sensible a 16µg/mL de fluconazol mientras que la cepa %&'(! puede crecer 
hasta 64 µg/mL. Tanto la cepa que carece del factor transcripcional PDR1 como la que 
carece del transportador CDR1 son sensibles a 2 µg/mL del antifúngico. Y la cepa mutante 
en el transportador CDR2 se comporta como la cepa silvestre. 
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De forma interesante, las mutantes pdr10  y cdr13 que son sensibles a una concentración 
baja de fluconazol [2µg/mL] (Figuras 2B y 3), en ausencia de Hst1 o en presencia de NAM 
en el medio, incrementa ligeramente su resistencia a fluconazol, a 4µg/mL (Figura 3).  Esto 
indica que la ausencia o la inhibición de Hst1 causa la desrepresión de PDR1 y CDR1 pero 
tambien de genes adicionales que participan en la respuesta pleiotropica farmacologica. 
Estos datos tambien sugieren que Pdr1 pudiera transcribir con mayor facilidad a sus genes 
blanco en ausencia de la represión mediada por Hst1.  Estos datos geneticos que describen a 
Hst1 como un regulador negativo de la expresion de PDR1 y CDR1 se confirmaron 
mediante el analisis de los transcritos de estos genes por medio RT-PCR. Ambos genes, 
principalmente CDR1, se inducen en ausencia del silenciamiento mediado por Hst1 o en 
presencia de NAM (Figura S1, J. Juarez, datos no publicados). En resumen, estos datos 
indican que Hst1 actúa como represor tanto del factor transcripcional PDR1 como del 
transportador CDR1 y la ausencia de represion da como resultado el incremento de la 
resistencia de la cepa silvestre a fluconazol.  
 
Materiales y métodos 
 
Cepas y condiciones de crecimiento. 
La cepa de Escherichia coli y todas las cepas de C . glabrata utilizadas en este estudio estan 
descritas en la Tabla 1.  Los cultivos de C . glabrata se hicieron en YPD (del inglés Yeast 
extract-Peptone-Dextrose) que contiene extracto de levadura al 1%, peptona al 2%, glucosa 
al 2% y 25mg/L de uracilo (Sigma Aldrich®).  El medio YPG para identificar las mutantes 
petite, es igual que YPD pero se substitutye la glucosa por 3% de glicerol.  Para el medio de 
selección con higromicina (A. G. Scientific®), se agregó al medio el antibiotico a una 
+,8+$8'/*+(:8"-(8*)"#$"LLBH;I&J. Para medio solido, se agregó 2% de agar. Las cepas de 
C . glabrata se resguardaron en glicerol al 15% a -80°C. 
 
Construcción de mutantes 
 
Para generar los fragmentos para construir las mutantes en los genes PDR1, CDR1 y CDR2 
de C . glabrata, se realizó una PCR de fusión. La estrategia de PCR de fusión esta descrita 
en la figura 1 y los oligonucleótidos utilizados estan descritos en la tabla 2. Los fragmentos 
para hacer las mutantes se construyeron de la siguiente manera: la primera ronda de PCR se 
llevó a cabo en 30µl de volumen final con 0.3µl de polimerasa Phusion de Finnzymes®, 1X 
de Buffer HF, 100nM de cada oligonucleótido, y 400µM de dNTPs y de templado El 
templado para las secuencias flanqueantes de PDR1, CDR1 y CDR2 fue DNA genómico de 
la cepa CGM1 y el templado para el marcador de higromicina (PPGK1::hph4456HIS3) fue el 
plásmido pAP599. La reacción de PCR se realizó de la siguiente manera: 98°C por 1min 
15seg; 25 ciclos de 98°C por 10seg, 61°C por 30seg, 72°C por 15seg y finalmente 72°C por 
5min. Las secuencias flanqueantes y el casete de higromicina se purificaron por QIAquick 
gel extraction kit (Qiagen®). La reacción de fusión se llevo a cabo en 30µl de volumen final 
con 0.5µl de polimerasa Expand Long Template PCR System de Roche®,1X de Buffer 3, 
500nM de cada  
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F I G UR A 3. 

 
F ig. 3. La ausencia o inhibición de la actividad de Hst1 incrementa la resistencia a fluconazol de la cepa silvestre y de las 
mutantes pdr10 y cdr10. Ensayo de sensibilidad a fluconazol de la cepa silvestre, pdr10 y cdr10 en ausencia e inhibición de Hst1. 
Diluciones seriadas de cultivos saturados de las cepas CGM1 (WT), hst10 (CGM84), pdr10"=>?@ABCLE1"cdr10 (CGM1096), 
hst10Ipdr10 (CGM1117) y hst10Icdr10 (CGM1207) de C . glabrata se inocularon en YPD con diferentes concentraciones de 
fluconazol (-NAM). Para inhibir la actividad de Hst1 se agregó NAM al medio a una concentración final de 10mM. Las cajas se 
incubaron a 30°C durante 2 días.
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oligonucleótido, y 350µM de dNTPs. Para la reacción de PCR de fusión, los templados se 
utilizaron en proporción 2:1 (2X del fragmento del marcador de resistencia y 1X de cada 
uno de los -/*;&$8',%"#$)"<6"2"#$)"56EP"J*"'$&.$/*'7/*"#$"/$*++(:8"-7$/,84"C5[>".,/"5&(81"
10 ciclos de 93°C por 10seg, 58°C por 30seg, y 68°C por 2min 30seg, seguidos de 20 ciclos 
de 93°C por 15seg, 58°C por 30seg, 68°C por 2min 30 seg mas 20 seg de incremento cada 
ciclo. La extensión final se realizó a 68°C por 7min y el fragmento se purificó para después 
transformar la cepa silvestre CGM1 o la mutante hst1 de C . glabrata. El diagnóstico de la 
correcta interrupción de los genes PDR1, CDR1 y CDR2, se realizó por PCR. Para verificar 
)*%"/$;(:8$%"<6"2"561"%$"7'()(K*/,8",)(;,87+)$:'(#,%"Z7$"9(F/(#*8"2*"%$*"*)"<6","*)"561"$\'$/8,%"
a la secuencia utilizada para generar los fragmentos (oligonucleótidoss 7 y 8, Figura 1B) y 
dos oligonucleótidos que hibridan en el casete de resistencia con dirección hacia afuera del 
casete (C y D).  
 
Transformación genética de C . glabrata. 
 
Para transformar la cepa de C . glabrata con los fragmentos generados por PCR de fusión, 
se utilizó una modificación del método de transformación con acetato de litio (LiAcO) 
(Gietz et al., 1992). Cada cepa a transformar se creció en medio YPD durante la noche. Al 
día siguiente, se transfirieron 0,3mL de este inoculo a 30mL de YPD fresco (dilución1:100) 
y se incubó con agitación hasta alcanzar una OD600 de 0,8-1,0. Las células se colectaron por 
centrifugación y se lavaron con un volumen equivalente de agua estéril. Posteriormente, se 
+,8+$8'/*/,8"ABB"Y$+$%"$8"J(O+]"ABB&@"2"%$"#(Y(#($/,8"$8"*)^+7,'*%"#$"<BHJ"+I7P"W*/*"
+*#*" '/*8%-,/&*+(:81" *" 78*" *)^+7,'*" #$" +_)7)*%" %$" )$" *`*#($/,8" NLBHJ" #$" .,)($'()$8;)(+,)"
(PEG) 50% Fluka Biochemica®  (PM 400 y concentración final ~30%E1"5GHJ"#$"J(O+]"A@"
=+,8+$8'/*+(:8" -(8*)" aCB&@E1" N<HJ" #$"UVO" *+*//$*#,/" #$" +*#$8*" %$8+())*" =b8Y('/,;$8® 

N&;I&JE" #$%8*'7/*)(K*#," .,/" +*),/" =+,8+$8'/*+(:8" -(8*)" aAN<8;IHJE" 2" $)" fragmento 
generado por PCR de fusión1" %7%.$8#(#," $8" 78" Y,)7&$8" #$" <B" HJ" #$" S/(%" A0mM. La 
&$K+)*"%$"(8+7F:"*"5B[>".,/"L<&(81"#$%.7_%"%$")$"*;/$;*/,8"L5HJ"#$"U@c]"2"%$"%,&$'(:"
a choque térmico por 15min a 42°C. Por último, las células se centrifugaron para retirar el 
PEG y se suspendieron 1mL de YPD y se recuperaron por 4h a 30°C. Al término de este 
periodo, se sembraron en cajas de YPD-Hyg. Las cajas se incubaron a 30°C, por 48 horas. 
Se eligieron en promedio 8 colonias de cada transformante y se purificaron dos veces en 
cajas de YPD-Hyg. Se estriaron en medio YPG para analizar su capacidad de utilizar 
glicerol como fuente de carbono no fermentable y de este modo descartar las cepas que 
tengan alterada su función mitocondrial (petite). Posteriormente, se extrajo DNA genómico 
y se diagnosticó por PCR la modificación genética correspondiente (ver arriba). 
 
Reacción en cadena de la polimerasa de transcripción inversa (RT-PCR) 
 
El RNA de células de fase estacionaria se extrajo con el reactivo TRIzol de Invitrogen® de 
acuerdo con las instrucciones del fabricante y se trató con DNAsa I de Sigma-Aldrich®. La 
síntesis de cDNA y la reaccion de PCR se llevó a cabo con AccessQuick reverse 
transcription-PCR (RT-PCR) system de Promega®. Los oligonucleótidos para la reacción 
de transcriptasa reversa (RT) se describen en la Tabla 2. La síntesis del cDNA se llevó a 
cabo a 58°C durante 20 min. Para la reacción de PCR se utilizó una temperatura de 
alineamiento de 58°C durante 25 ciclos. Una mezcla de reacción sin transcriptasa reversa se 
incluyó como control negativo para descartar contaminación por DNA.  
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L IST A D E T A B L AS 
T A B L A 1. Cepas usadas en este estudio 
Cepas de E . coli  Referencia 
Cepa Genotipo  
D H10B F-mcrA 0=mrr-hsdRMS-mcrBC) 

dDB#lacZ0M150lacX74 deoR recA1 
endA1 araD139 0=ara, leu)7697 galU 
galK e- rpsL nupG 

(Calvin and 
Hanawalt, 
1988) 

 
Cepas de Candida 
glabrata 

   

Cepa Parental Genotipo  
B G2 ― Aislado clínico (Cepa B) (Fidel et al., 

1996) 
B G14 
wt 

BG2 ura3044S8903 G418R (Cormack & 
Falkow, 
1999) 

C G M84 
hst1Δ 

BG14 ura3044S8903 G418R  
hst10 

Colección del 
laboratorio. 

C G M1094 
pdr1Δ 

BG14 ura50::Tn903 G418R pdr10::hph 
HygR 

Este trabajo. 

C G M1096 
cdr1Δ 

BG14 ura50::Tn903 G418R cdr10::hph 
HygR 

Este trabajo. 

C G M1098 
cdr2Δ 

BG14 ura3044S8903 G418R cdr2044hph 
HygR 

Este trabajo. 

C G M1117 
hst1Δ/pdr1Δ 

CGM84 ura50::Tn903 G418R 
hst10/pdr10::hph HygR 

Este trabajo. 

C G M1207 
hst1Δ/cdr1Δ 

CGM84 ura50::Tn903 G418R 
hst10/cdr10::hph HygR 

Este trabajo. 

C G M1209 
hst1Δ/cdr2Δ 

CGM84 ura50::Tn903 G418R 
hst10/cdr20::hph HygR 

Este trabajo. 

 
T A B L A 2. Plásmidos usados en este estudio 
Plásmido Genotipo  
pAP599 Vector de clonación con un casete de resistencia 

a higromicina, flanqueado por dos secuencia 
repetidas directas, FRT6P 
[FRT-PPGK::hph::(3' UTRHIS3)-FRT]; URA3 HygR 
AmpR. 

Colección del 
laboratorio. 



11 

T A B L A 2. Oligonucleótidos usados en este estudio  
Nombre Secuencia Numero 
PDR1 A GACTCACTATAGGGCGAATTGG 165 
PDR1 B CCTTTAGTGAGGGTTAATTCCGA 166 
PDR1 C CGATAAGAGGCCACGTGCTTTATG 15 
PDR1 D AGAAATACGCACGAACACGATATAGAGG 16 
PDR1 1 G G A G C T C C A A T T C G C C C T A T A G T G A G T CTCTCAATAACGTAGCTAAAGAATGAC 736 
PDR1 2 CTTGCACGAGTATCATAACGC 737 
PDR1 3 T T G T T C C C T T T A G T G A G G G T T A A T T C CAGACAGTGTGCATAGCCTGTA 739 
PDR1 4 GGCAATGAATGTGGTGAAATAG 740 
PDR1 5 CGCCATTGAGTTACAACTTAG 742 
PDR1 6 CAAGACTAAATCCACACTCTCC 743 
PDR1 7 TTCAGCAATTTCTAGTCTCTGC 738 
PDR1 8 GTTGAATCCAGAAGATTCACAG 741 
CDR1 1 G G A G C T C C A A T T C G C C C T A T A G T G A G T CTGTTACTTTTCTTTACTTTGTATATATCAAGAG 744 
CDR1 2 CGCGTAATAGGACTGCAAAG 745 
CDR1 3 T T G T T C C C T T T A G T G A G G G T T A A T T C CGCTCATAATCTGGCTCTGGTA 747 
CDR1 4 GTTATCTGGTAAATCAGCAGG 748 
CDR1 5 GTATTGGTCTGGCCTATGTG 750 
CDR1 6 GGCTTCAGATTGAGATAAACC 751 
CDR1 7 GGAAAGGATGAGTAGAAATCG 746 
CDR1 8 TTGTGAATACAAACAAGTTGTCC 749 
CDR2 1 G G A G C T C C A A T T C G C C C T A T A G T G A G T CACTGAGGTGAGCTGAGTGG 752 
CDR2 2 GAACTATCCCAATACCAGAGC 753 
CDR2 3 T T G T T C C C T T T A G T G A G G G T T A A T T C CCATCAGAATTCAGTGACGTTTAG 755 
CDR2 4 GGCCAATTTGTACAAGGG 756 
CDR2 5 AACAGCGATGAGTTCTCCAG 758 
CDR2 6 AAGTGCTCTGGTATGACACATC 759 
CDR2 7 CGACAACATGATAGCACAAC 754 
CDR2 8 CGAAAGACTGTCTTGTCGATG 757 

La secuencian en negritas hibridan en el marcador de resistencia a higromicina 



 
Discusión 
La emergencia de C . glabrata como agente fúngico de importancia medica está asociado a 
la adquisición de resistencia a los compuestos azólicos como el fluconazol. La resistencia al 
fluconazol se debe a varios factores, uno de ellos es la transcripción de los genes CDR1 y 
CDR2 que codifican proteínas de pared encargadas de expulsar el fármaco de la célula 
(Bennett et al., 2004, Sanglard et al., 2001). La expresión de CDR1 y CDR2 está regulada 
por el factor transcripcional Pdr1 (Thakur et al., 2008, Tsai et al., 2006). Algunos de los 
aislados clínicos de C . glabrata resistentes a fluconazol, sobreexpresan estos 
transportadores CDR1 y CDR2 y en menor medida SNQ2 (Torelli et al., 2008, Tsao et al., 
2009, Wada et al., 2002). El aumento en la expresión de los transportadores tipo ABC y la 
subsecuente adquisición de resistencia a fluconazol se debe a mutaciones de ganancia de 
función en el factor transcripcional Pdr1 (Ferrari et al., 2009), al incremento en la dosis 
génica de los transportadores por amplificación (Polakova et al., 2009) o mutaciones en el 
DNA mitocondrial (Ferrari et al., 2011).  
Sin embargo, hasta el momento no existen reportes que indiquen la participación de 
mecanismos epigenéticos que regulen la respuesta pleiotrópica farmacológica de C . 
glabrata. Los cambios epigenéticos les confieren a las poblaciones la capacidad de generar 
variabilidad sin la necesidad de comprometer la integridad del genoma. Está documentado 
que en microorganismos patógenos existen mecanismos de regulación epigenética que les 
confieren mayor capacidad de adaptación y de virulencia. Tal es el caso de Trypanosoma 
brucei y Plasmodium falcifarum que evaden la respuesta inmune del hospedero mediante la 
variación antigénica de las proteínas de superficie celular, a través de la expresión de una 
variante antigénica y del silenciamiento de las otras (Tonkin et al., 2009, Chaves et al., 
1999). En C . glabrata existe una regulación epigenética similar en donde Sir2, una sirtuina 
dependiente de NAD+ silencia genes telomericos. La ausencia de Sir2 o su inhibición 
confiere a C . glabrata mayor  capacidad de adherirse a células epiteliales; característica que 
está asociada a una mayor virulencia de la levadura (Domergue et al., 2005). 
 
Hst1 es un sirtuina paráloga a Sir2, pero a diferencia de Sir2, Hst1 actúa como un represor 
local de genes (Ma et al., 2009). Al igual que Sir2, Hst1 requiere de NAD+ para llevar a 
cabo su función enzimática de desacetilasa de histonas. La actividad de Hst1 puede 
inhibirse a baja concentración de acido nicotinico (NA) o por una elevada concentración de 
NAM, un percusor del NAD+. Cuando Hst1 se inactiva, se promueve la expresión de sus 
genes blanco, como los transportadores transmembranales de niacina, TNA1, TNR1 y TNR2 
(Ma et al., 2009). En este trabajo demostramos que la inhibición de Hst1 por NAM, 
también incrementa la expresión de PDR1 y CDR1, genes efectores de la respuesta 
pleiotrópica farmacológica de C . glabrata. La posible relevancia de esta regulación radica 
en que la actividad de Hst1 se inhibe en bajas concentraciones de NA in vivo (Ma et al., 
2009), como en las vías urinarias del hospedero. Es posible que en esta condición, además 
de sobrexpresarse los transportadores de niacina TNR1 y TNR2, también se desrepriman 
PDR1 y CDR1, que tendría como efecto incrementar la resistencia de C . glabrata a 
xenobióticos.  Consistente con esta observación, nosotros demostramos que la ausencia o la 
inhibición de Hst1 incrementa la resistencia a fluconazol y esta resistencia esta mediada por 
Pdr1 y Cdr1 y posiblemente por otros transportadores. 
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Nosotros proponemos que Hst1 podría funcionar como un detector central de señales del 
medio ambiente para después responder y adaptarse a las nuevas condiciones.  Como 
ejemplo, la baja concentración de NA del medio es la señal que provoca la inhibición de la 
 actividad de las sirtuinas, entre ellas Sir2 y Hst1.  En ausencia de estas sirtuinas activas se 
remodela el perfil de expresión génica para responder de manera eficaz ante las nuevas 
condiciones del ambiente en el hospedero. Así, la expresión de genes controlados 
negativamente por Sir2 y Hst1, podría ocurrir y permitir la adaptación al medio, el 
adherirse al epitelio y resistir a los antifúngicos. 
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Datos Suplementarios 
F I G UR A S1. 

 
F ig. S1. Hst1 regula negativamente la expresion del factor transcripcional PDR1 y del transportador CDR1. Ensayo de 
expresión génica semi-cuantitativa (RT-PCR) para medir los niveles de los transcritos de los genes PDR1 y PDR5 en ausencia de Hst1 
(%&'($!) o en presencia de 10 mM de NAM. (J Juarez, datos no publicados) 
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Introducción 
 
Las Especies Reactivas de Oxígeno (ERO); como el anión superóxido (O2

f-), el radical 
hidroxilo (OHf) y el peróxido de hidrogeno (H2O2) son subproductos de la respiración 
aerobia que en cantidades excesivas dañan todas las biomoléculas (Cadenas & Davies, 
2000). Como respuesta a esta desventaja del metabolismo aerobio, las células han 
desarrollado mecanismos enzimáticos (catalasa, superóxido dismutasas, y glutatión 
peroxidasas) y no enzimáticos (glutatión), para contrarrestar los efectos deletéreos de las 
ERO y preservar el estado oxido-reductor fisiológico (Scandalios, 2005). En mamíferos, la 
primera línea de defensa en contra de las infecciones fúngicas son las células fagocíticas 
(Lyman & Walsh, 1994). Tras la fagocitosis, las células polimorfonucleares generan ERO 
para eliminar a los patógenos invasores. Sin embargo, los patógenos han adaptado sus 
mecanismos antioxidantes para evadir el estallido respiratorio de los fagocitos y sobrevivir 
en el hospedero (Hamilton & Holdom, 1999). 
Candida glabrata es un hongo patógeno oportunista que en los últimos años ha emergido 
como el segundo agente causal de las candidemias (Pfaller & Diekema, 2010). Se han 
identificado algunos factores implicados en la virulencia de este patógeno, como la 
capacidad de adherirse a células epiteliales (De Las Penas et al., 2003, Domergue et al., 
2005), su elevada resistencia a azoles (Ferrari et al., 2009, Sanglard et al., 1999), y algunos 
componentes de su respuesta a estrés oxidante (Saijo et al., 2010, Cuellar-Cruz et al., 2009, 
Roetzer et al., 2011). 
Se ha descrito que C . glabrata cuenta con una sola catalasa involucrada en la depuración de 
H2O2 en fase de crecimiento estacionario y logarítmico (Cuellar-Cruz et al., 2009). Además, 
existen dos superóxido dismutasas codificadas en el genoma de esta levadura (SOD1 y 
SOD2) y se ha demostrado que Sod1 es necesaria para contrarrestar el estrés generado por 
O2

f- (Roetzer et al., 2011). En cuanto a mecanismos no-enzimáticos, C . glabrata sintetiza 
glutatión para amortiguar el daño oxidante y en reportes recientes se ha demostrado que 
este compuesto es esencial (Yadav et al., 2011). Así mismo, el glutatión es necesario para 
la reducción de las glutatión peroxidasas (Carmel-Harel & Storz, 2000), sin embargo, hasta 
el momento no se ha descrito la presencia de estas enzimas en C . glabrata. Las glutatión 
peroxidasas están distribuidas en todos los organismos vivos y se sabe que tienen aún 
mayor afinidad por el H2O2 que la catalasa (Jacob et al., 1965).  
En este trabajo nos preguntamos si C . glabrata cuenta con genes que codifican para 
glutatión peroxidasas y si estos genes son funcionales. Encontramos que C . glabrata tiene 3 
genes ortólogos a S.c.GPX2 y S.c.GPX3 de Sacharomyces cerevisiae: GPX2, GPX3A y 
GPX3B. Al evaluar el fenotipo de la doble mutante gpx3A0"gpx3B0"$8"$\.,%(+(:8"*"
diferentes oxidantes, encontramos que la mutante es más sensible a hidroperóxido de 
cumeno y a H2O2. En resumen, nuestros resultados sugieren que estas enzimas están 
implicadas en la depuración de hidroperoxidos orgánicos y/o H2O2. 
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Resultados 

Identificación y análisis de la secuencia de los genes GPX  de C. glabrata  

 
En el genoma de C . glabrata identificamos 3 marcos de lectura abiertos (ORF) para 
glutatión peroxidasas en el brazo izquierdo del cromosoma I.  El ORF CAGL0C01705g, es 
órtologo a GPX2 de Saccharomces cerevisiae por sintenia y 88% similar a nivel de 
aminoácidos (Figura 1A). Los marcos de lectura CAGL0I00264g y CAGL0I00242g son 2 
repetidos directos ubicados en la región subtelomérica del brazo izquierdo del cromosoma I 
y tienen una similitud en secuencia de aminoácidos a GPX3 de S. cerevisiae de 84% y 74% 
respectivamente. Las secuencias de Gpx3A y Gx3B tienen los principales residuos 
estructurales y catalíticos de la S.c.Gpx3 (Figura 1 B). 
 

Determinación del estado transcripcional de la cromatina en el telómero izquierdo del 
cromosoma I. 
 
Dado que en C . glabrata las regiones subtelomericas están silenciadas por efecto de la 
estructura de la cromatina y los genes GPX3A y GPX3B están aproximadamente a 20 Kb 
del telómero, decidimos determinar el estado transcripcional de la cromatina en el locus 
GPX3AB (Figura 2). Construimos un plásmido integrativo (pGL3, Tabla 2), que tiene 
secuencias homólogas del 5´ de GPX3B y del 3´ de GPX3A que flanquean un marcador de 
resistencia a higromicina, y el gen reportero URA3. Q%'$".)g%&(#,"%$"(8'$;/:"$8"$)"<6"#$"
GPX3B y se analizó el estado transcripcional de la cromatina con el gen reportero URA3  
mediante el ensayo de crecimiento en 5-FOA (Figura 2A). La correcta integración de pGL3 
en el cromosoma se verificó mediante PCR (Figura 2A).  La cepa CGM1315 (CII::URA3) 
con el plásmido pGL3 integrado en el cromosoma, creció en medio rico (YPD) y en medio 
sin uracilo (CAA).  Sin embargo, no creció en medio 5FOA.  La ausencia de crecimiento en 
5FOA indica que el gen URA3 se expresa y que la cromatin*"$8"$)"<6"#$"GPX3B no se 
encuentra silenciada. El producto del gen URA3 forma un compuesto tóxico con el 5FOA y 
las células no son viables (Figura 2B, ver Materiales y Métodos).  
 
Construcción de la mutante doble de los genes  GPX3A  y GPX3B 
 
Para evaluar la función de los genes GPX3A y GPX3B de C . glabrata, construimos una 
doble mutante nula en estos genes. La mutante la construimos a partir de la cepa con el 
plásmido pGL3 integrado en el cromosoma (CGM1315). La resolución del plásmido 
integrante por recombinación se obtuvo creciendo a las células en medio rico (YPD) sin 
selección y luego estas células se expusieron a medio con 5FOA. Las células resistentes a 
5-FOA (Ura-) se verificaron que fueran resistentes a higromicina y que perdieran las 
secuencias del plásmido mediante la incapacidad de crecer en medio CAA sin uracilo. Para 
confirmar la estructura correcta en el cromosoma de la doble mutante gpx3A0 gpx3B0, se 
verifico mediante un análisis por PCR usando oligonucleótidos (#4 y #5) que alinean al 5´y  
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F ig.1. Análisis bionformático de las glutation peroxidadas predichas de C . glabrata. 
(A) Mapa que esquematiza la sintenia existente entre GPX2 de S. cerevisiae y GPX2 de C . 
glabrata. (B) Alineamiento de GPX7 humana, GPX1, GPX2 y GPX3 de S. cerevisiae y 
GPX2, GPX3A y GPX3B de C . glabrata. Se muestran los aminoácidos similares en gris, los 
sitios conservados de las glutatión peroxidasa en verde, los aminoacidos importantes para la 
interacción con el sustrato en azul, y las cisteínas catalíticas en rosa. 
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F ig.2. Construcción de la mutante doble gpx3AΔ gpx3BΔ y silenciamiento del loci GPX3. (A) Esquema del brazo izquierdo del 
cromosoma I de C . glabrata. La integración del plásmido pGL3 se verificó mediante PCR con los oligos 3 y 4. La mutante doble 
generada por la resolución del plásmido integrado se verificó con los oligos 1 y 2  que indican la ausencia de los genes. El 3´se verificó 
con los oligos 5 y 6 y el 5´con los oligos 3 y 4. El PCR final se realizó con los oligos 4 y 5. (B) La cepa integrante CII::URA3 
(CGM1315) es incapaz de crecer en medio 5-FOA. Las cepa mutante doble 1+23"!$1+23#! (CGM1316) es resistente a higromicina 
ya que tiene el marcador hph y a 5-FOA debido a la pérdida del marcador URA3.  
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al 3´ de GPX3A y GPX3B y que no alinean en las secuencias del plásmido pGL3 (Figura 
2A).  Además, se hizo una análisis de PCR con oligonucleótidos (#1 y #2) que alinean en la 
secuencia intergénica de GPX3A y GPX3B para verificar la ausencia de los genes silvestres 
(Figura 2A). 

Participación de GPX3A y GPX3B en la respuesta a estrés oxidante 
 
Para determinar si Gpx3A y Gpx3B participan en la respuesta a estrés oxidante, hicimos 
ensayos de sensibilidad con la mutante 1+23"!$1+23#! en presencia de tres agentes 
oxidantes: Menadiona, Cumeno y H2O2.  Se evaluó la resistencia de la cepa mutante a los 
oxidantes tanto en fase estacionaria como en fase logarítmica (ver Materiales y Metodos).  
La cepa mutante gpx3A3 1+23#) fue más sensible que la cepa silvestre a hidroperóxido de 
cumeno en fase estacionaria y no en fase logarítmica (Figura 3A y B). Además, esta cepa 
fue ligeramente más sensible a 15mM de H2O2 que la cepa silvestre tanto en fase 
logarítmica como estacionaria (Figura 3A y B). Sin embargo, la doble mutante gpx3A3 
gpx3B3 en presencia de menadiona se comporto como la cepa silvestre.   Estos resultados 
sugieren que GPX3A y/o GPX3B se requieren en la depuración de hidroperóxido de 
cumeno y posiblemente también para H2O2, tanto en fase de crecimiento exponencial como 
estacionaria(Figura 3). 
 
Materiales y métodos 
 
Cepas y condiciones de crecimiento. 
 
La cepa de Eschirichia coli y las cepas de C . glabrata están descritas en la Tabla 1. Todas 
las cepas de C . glabrata se resguardaron en glicerol al 15% a -80°C y se cultivaron en YPD 
(del inglés Yeast extract-Peptone-Dextrose). El medio contiene extracto de levadura al 1%, 
peptona 2%, glucosa 2% y se complementa con 25mg/L de uracilo (Sigma Aldrich®). Para 
medio de selección, el medio YPD se suplementó con higromicina (A. G. Scientific®) a una 
+,8+$8'/*+(:8"-(8*)"#$"LLBH;I&J. El medio casaminoácidos (CAA), es base nitrogenada de 
levadura sin amonio 1,7g/L, sulfato de amonio [(NH4)2SO4] 5g/L, casaminoácidos 6g/L y 
de glucosa 2% (w/v). Cuando fue necesario, se suplementó con ácido-5-fluorótico 0,9g/L 
(Toronto Research Chemicals®) medio 5-FOA. El medio solido YPG (1% extracto de 
levadura, 2% peptona, 3% glicerol, 25mg/mL de uracilo) se uso para identificar las cepas 
petite. Para los medios sólidos se añadió agar bacteriológico a una concentración final de 
2% (w/v). 
 
 
Plásmidos y construcción de cepas 
 
Los plásmidos usados en este estudio se describen en la Tabla 2. Todos los plásmidos se 
extrajeron de E . coli y se purificaron con el Plasmid Kit QIAprep de Qiagen®. Los 
fragmentos para construir el plásmido pGL1 se generaron por PCR con los 
oligonucleótidos que se describen en la Tabla 3   Se llevó a cabo PCR de fusión para crear 
el fragmento para interrumpir a los genes GPX3A y GPX3B de C . glabrata. Se amplificó 
1kb de la región 3´de GPX3A y 1Kb del la región 5´de GPX3B los cuales se fusionaron con 
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F ig. 3. Participacion de GPX3A y GPX3B en la respuesta a estrés oxidante. Ensayo de sensibilidad a oxidantes en tratamiento 
crónico de la cepa silvestre y la mutante doble 1+23")$1+23#)4 (A) Resistencia a oxidantes en fase logarítmica. A partir de cultivos 
saturados de las cepas CGM1(wt), CGM1316  (1+23")$1+23#)) de C . glabrata se tomó la cantidad de células necesaria para que al 
término de siete duplicaciones alcanzaran una OD600 = 0,5. Se hicieron diluciones seriadas y se gotearon en cajas de YPD con 
diferentes concentraciones de oxidante. Las cajas se incubaron a 30°C.  (B) Fase estacionaria. Cultivos saturados de las cepas CGM1 
(wt) y CGM1315 (1+23")$1+23#)) de C . glabrata se diluyeron a OD600nm de 0.5 en agua destilada. Se hicieron diluciones seriadas y 
se gotearon en cajas de YPD con diferentes concentraciones de oxidante. Las cajas se incubaron a 30°C. 
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el casete de resistencia a higromicina (3´GPX3B::PPGK1::hph::3´HIS3::5´GPX3A). El fragmento de 
fusión se clonó en el vector intermediario pGEM para después subclonarlo en el vector 
pYIplac211 y generar pGL3 un plásmido integrativo que contiene el gen reportero URA3.   
La interrupción de los genes se llevo a cabo por el método de dos pasos descrito 
previamente (De Las Penas et al., 2003, Cuellar-Cruz et al., 2008). El plásmido pGL3 se 
introdujo a células de C . glabrata por transformación por medio del método de acetato de 
litio. 
 
Ensayo de silenciamiento. 
 
Posterior a la integración de pGL3 en el loci GPX3A / GPX3B se determino el estado 
transcripcional de la cromatina mediante ensayos de crecimiento en 5FOA.  El cultivo 
saturado en YPD de la cepa integrante se diluyó en agua para obtener una OD600 = 1.  Se 
hicieron diluciones seriadas en placas Costar® y se gotearon 5µl en cajas de YPD con 
higromicina, CAA sin uracilo y 5FOA. El producto del gen URA3 en presencia de ácido-5-
fluorótico genera un compuesto tóxico para la célula, de manera que si el gen URA3 se 
encuentra silenciado, no se genera el compuesto tóxico y las células pueden crecer. En 
cambio si el locus es transcripcionalmente activo, se genera el compuesto toxico 5 
Fluoruracilo y no hay crecimiento. 
 

Ensayos de sensibilidad a oxidantes. 

Cultivos de las cepas de C . glabrata se crecieron por 36h en medio YPD a 30°C, hasta 
alcanzar una OD600 h"5BP">,&,"*;$8'$",\(#*8'$"%$"7'()(Karon H2O2 30%, Menadiona 88% e 
hidroperóxido de cumeno 88% (w/w) de Sigma-Aldrich®.  Para evaluar la sensibilidad a 
oxidantes en fase de crecimiento exponencial,  a partir de un cultivo saturado de cada cepa, 
se tomo la cantidad de células necesaria de tal forma que al término de siete duplicaciones 
alcanzaran una OD600 = 0,5. Las células se centrifugaron y se resuspendieron en 1mL de 
agua destilada estéril. Posteriormente se realizaron cinco diluciones logarítmicas en placas 
Costar® de 96 pozos y se gotearon <HJ"$8"+*i*%"+,8"&$#(,"jWU"2"YPD con  5, 10 y 15 
mM de H2O2, 0.3, 0.5 y 0.8mM de hidroperóxido de cumeno y 50 y 80µM de menadiona.  
Para los ensayos de sensibilidad de células en fase estacionaria, los cultivos de una OD600 h"
30, se diluyeron a una OD600 de 0,5 con el mismo medio YPD agotado por la misma cepa. 
Las células se resuspendieron en 1mL de agua destilada estéril. Se realizaron diluciones 
logarítmicas y se gotearon en cajas con medio YPD y YPD con oxidantes. Las cajas se 
incubaron a 30°C durante 2 días.   
 
Análisis bioinformáticos. 
 
Para los análisis comparativos entre C . glabrata y S. cerevisiae, las secuencias génicas se 
extrajeron de la base de datos del proyecto Genólevures (http://www.genolevures.org) y de 
la base de datos de S. cerevisiae, SGD (http://www.yeastgenome.org). Los alineamientos y 
filogenias se hicieron con el programa BioEdit y con la base de datos del laboratorio de 
Ken Wolfe (http://wolfe.gen.tcd.ie/ygob/) 
 

http://wolfe.gen.tcd.ie/ygob/
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L ista de tablas 
 
Tabla 1. Cepas 
C . glabrata Genotipo Referencia 

C G M1 
wt 

ura3044S8903 G418R (Cormack & Falkow, 1999) 

C G M1315 ura3044S8903 G418R 
gpx3AB 044pGL3 

Este trabajo 

C G M1316 ura3044S8903 G418R 
gpx3AB 044hph 

Este trabajo 

E . coli Genotipo Referencia 
D H10B F-mcrA0=mrr-hsdRMSmcrBC) 

dDB#lacZ0M150lacX74deoR 
recA1endA1araD1390=ara,leu)7697 
galUgalK e- rpsL nupG 

(Calvin and 
Hanawalt, 1988) 
 

 
 
Tabla2. Plásmidos 
Plásmido Genotipo Referencia 
pG E M ®-T Vector de clonación. AmpR. (Cormack & Falkow, 

1999) 
pAP599 Vector de clonación con un casete de resistencia a 

higromicina, flanqueado por una secuencia FRT al extremo 
56P"kWPGK::hph::(3' UTRHIS3)-FRT]; URA3 HygR AmpR. 

Colección del 
laboratorio. 

pY IPlac211 Vector de clonación integrativo. URA3 AmpR. (Gietz & Sugino, 1988) 
pG L1 Producto de fusión de PCR (oligos #838 y #831) de 

4,195Kb clonado en pGEM®-SP")*"/$;(:8"<6"GPX3B y 3´de 
GPX3A Z7$"-)*8Z7$*"$)"+*%$'$"#$"9(;/,&(+(8*Pk56 GPX3A -
FRT-PPG K::hph44=56lSXHIS3)-FRT-=<6GPX3B)]; HygR AmpR. 

Este trabajo 

pG L3 Fragmento de 3,684 Kb derivado de pGL1 digerido con 
c.9bP"k56 GPX3A -FRT-PPG K::hph44=56lSXHIS3)-FRT-
=<6GPX3B)]; URA3 HygR AmpR. 

Este trabajo 
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Tabla3. O ligonucleótidos 
Nombre Secuencia Numero 
  1 GPX3 ATGAGGAAGCAAGAGTTCAG 834 
  2 GPX3 GGAATGCTAGGTCTGAACG 833 
  3 hph CGATAAGAGGCCACGTGCTTTATG 15 
  4 GPX3 GATGCACGATGACAAGCCATGG 829 
  5 GPX3 TGTCATCAATGCTGGTACG 832 
  6 hph  AGAAATACGCACGAACACGATATAGAGG 16 
  7 GPX3 G G A G C T C C A A T T C G C C C T A T A G T G A G T CAGTGATCGCCAAATAAAGACA 827 
  8 GPX3 ACAGAGGACTCCATTCATTA 828 
  9 GPX3 T T G T T C C C T T T A G T G A G G G T T A T T T C CAGGAGCCGAAAATAACTCTCT 830 
  10 GPX3 GCCTGCCTTTATTTAATACTGC 831 

 La secuencias en negritas hibridan en el marcador de resistencia a higromicina 



Discusión. 
 
Los células polimorfonucleares forman parte de la primera línea de defensa del hospedero 
en contra de las infecciones fúngicas, sin embargo, los microorganismos han desarrollado 
mecanismos antioxidantes para contender de una manera eficaz al ataque del fagocito. C . 
glabrata resiste al ataque oxidativo de células fagocíticas y puede  dividirse dentro de los 
macrófagos (Kaur et al., 2007, Roetzer et al., 2010) es por esto que en los últimos años ha 
aumentado el interés en el estudio de la respuesta a estrés oxidativo por parte de este 
levadura patógena.   
En experimentos in vitro, se ha descrito que C . glabrata es extremadamente resistente al 
estrés oxidativo. La resistencia de C . glabrata a H2O2 in vitro esta mediada por su única 
catalasa, sin embargo, una cepa carente de la catalasa no pierde capacidad de adaptación a 
H2O2. Así mismo la ausencia de catalasa no tiene efecto en modelos de ratón de infección 
sistémica (Cuellar-Cruz et al., 2008, Cuellar-Cruz et al., 2009). Esto sugiere la existencia de 
otros mecanismos enzimáticos que compensan la ausencia de la catalasa y que le confieren 
a la levadura la capacidad de adaptarse a hidroperóxidos. 

C . glabrata es más resistente al estrés oxidativo generado por cumeno que C . albicans y S. 
cerevisiae (Cuellar-Cruz et al., 2009). El cumeno es un hidroperóxido orgánico que 
desencadena peroxidación lipídica (Bindolli 1982). Nuestros resultados sugieren que C . 
glabrata cuenta con tres glutatión peroxidasas, dos de las cuales pudieran participar en la 
resistencia innata de esta levadura al cumeno. Además, no son las únicas enzimas 
responsables de esta resistencia a cumeno ya que la doble mutante 1+23"!$1+23#! resiste 
todavía a 0.3mM de cumeno. Nosotros creemos que la resistencia residual a cumeno esta 
dada por GPX2. Para S. cerevisiae se ha reportado que el fenotipo de sensibilidad a 
hidroperóxidos orgánicos solo se observa en ausencia de sus 3 glutatión peroxidasas (Avery 
& Avery, 2001). Es importante, entonces, construir la triple mutante gpx20 gpx3A0 
gpx3B0 y mutantes individuales de cada gen para evaluar la contribución de cada uno de 
ellos a la resistencia a estrés oxidante generado por cumeno.  Otro aspecto imporante en la 
caracterización del sistema de glutatión peroxidasas de C . glabrata, es  determinar la 
localización celular de cada una de estas enzimas codificantes. 
Las regiones subtelomericas son zonas de cromatina represiva que en microorganismos 
patógenos albergan genes que les confiere mayor virulencia. Tal es el caso de los genes 
VSG de Trypanosoma brucei, los genes VAR de Plasmodium falcifarum y los genes EPA de 
C . glabrata (Chaves et al., 1999, Halme et al., 2004, Chookajorn et al., 2007). Asimismo la 
presencia y actividad de enzimas antioxidantes en microrganismos patógenos tiene 
implicaciones en su virulencia (Hamilton & Holdom, 1999, Roetzer et al., 2010) Hwang et 
al., 2002, Narasipura et al., 2005). GPX3A y GPX3B se encuentran a 18kb del telómero 
izquierdo del cromosoma I por lo que pudieran estar bajo silenciamiento subtelomerico, de 
manera que decidimos analizar el estado transcripcional de la cromatina en este telómero. 
Con el ensayo realizado determinamos que esta región no se encuentra silenciada. Sin 
embargo, la presencia del promotor fuerte PPGK1 a 2kb del gen URA3  pudo haber 
suprimido el silenciamiento en este telómero. Por datos de laboratorio sabemos que la 
presencia de PPGK1 suprime el silenciamiento en los telómeros estudiados (A. Juarez, Datos 
no publicados). Por lo que habrá que escindir el marcador de higromicina para evaluar el 
silenciamiento de este telómero sin la influencia de PPGK1. 
Las glutatión peroxidasas forman parte del sistema del glutatión, el cual se sabe es uno de 
los principales sistemas antioxidantes en la célula. La expresión de estas enzimas se ha  
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estudiado en S. cerevisiae en donde la inducción de estos genes se observa durante estrés 
oxidativo y depleción de glucosa. La importancia de las GPx en la virulencia de los 
patógenos ha sido estudiada únicamente en Streptococcus pyogenes y C . neoformans 
(Brenot 2004, Missall 2005) en los que se ha determinado que estas enzimas son 
indispensables para al virulencia de estos pátogenos. Sin embargo, las glutatión peroxidasas 
no han sido estudiadas en ninguna especie del género Candida ni sus implicaciones con su 
virulencia. Proponemos generar la mutante triple de las glutatión peroxidasas de C . 
glabrata para realizar estudios de infección sistémica en ratones y así determinar si estas 
enzimas contribuyen a la virulencia de este hongo patógeno. 
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