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Resumen 

Análisis de la evolución in vitro de Candida glabrata bajo 
condiciones de estrés 

 
C. glabrata es una levadura que se detecta y se aísla con frecuencia de muestras 
de pacientes inmunocomprometidos, por lo que se le considera un patógeno 
oportunista de importancia médica. La patogénesis de C. glabrata se atribuye, entre 
otros factores, a una menor susceptibilidad innata a los antifúngicos en comparación 
con otras especies comunes de Candida, en especial al fluconazol (FLC), el 
principal antifúngico utilizado para tratar las infecciones por levaduras del género 
Candida. Se ha observado que las terapias prolongadas con este fármaco permiten 
que C. glabrata desarrolle una mayor resistencia a los azoles. Tomando en cuenta 
lo anterior, utilizamos un modelo de evolución adaptativa y selección in vitro en 
presencia del antifúngico FLC, para exponer a FLC e inducir la evolución de dos 
aislados clínicos de C. glabrata y nuestra cepa de referencia en el laboratorio, BG14, 
que difieren en su suceptibilidad a FLC. Al finalizar 15 pases diarios observamos 
que las tres cepas evolucionadas crecieron en un gradiente de  concentraciones 
subletales y letales de FLC las cuales fueron de 8 a 256 µg/mL de FLC. Mostramos 
que la exposición crónica a FLC en los tres aislados resultó en la aparición de 
mutantes que no lograron crecer en glicerol como única fuente de carbono no 
fermentable (Gly-), así como en la aparición de células competentes para la 
respiración (Gly+). La estabilidad de los fenotipos de resistencia y Gly- en ausencia 
de la presión selectiva, se mantuvo estable en todas las colonias analizadas con 
excepción de una mutante evolucionada derivada del aislado sensible FLC. El 
análisis del genoma mitocondrial mostró que, en las mutantes evolucionadas en 
FLC, el fenotipo Gly- se relaciona con la pérdida del ADN mitocondrial, pero no así 
en las mutantes evolucionadas Gly+ o en los aislados originales (sin evolucionar). 
Asimismo, en las mutantes Gly- no fue posible detectar la señal fluorescente de una 
proteína mitocondrial fusionada con GFP. En conjunto, estos datos indican que la 
resistencia incrementada a FLC está estrechamente relacionada no solo con la 
pérdida de funciones mitocondriales, sino también con otros mecanismos que no 
necesariamente comprometen la función respiratoria. 
 
PALABRAS CLAVE: Fluconazol, Variantes fenotípicas, Microevolución adaptativa, 
Resistencia a antifúngicos, Mutantes Gly-. 
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Abstract 

Analysis of in vitro evolution of Candida glabrata under 
stress conditions 

 
C. glabrata is a yeast frequently isolated from samples of immunocompromised 
patients. For this reason, it is considered a medically relevant opportunistic fungal 
pathogen. The pathogenesis of C. glabrata is largely attributed to different 
characteristics called virulence factors, such as low susceptibility to antifungals in 
comparison with other common Candida species, specifically to fluconazole (FLC), 
the major drug used for treating infections caused by Candida spp. The long 
therapies with FLC frequently used in the clinic, allows C. glabrata to develop higher 
resistance to azoles. Taking this into consideration, we used an experimental 
strategy based on adaptative evolution in vitro using increasing concentrations of 
FLC to expose and induce the evolution of two C. glabrata isolates and our standard 
strain BG14, that differ in the susceptibility profile to FLC. After 15 daily passes, three 
strains grew under sublethal and lethal FLC concentrations which ranged from 8 to 
256 µg/mL FLC. We found that chronic exposure to FLC resulted in the appearance 
of some mutants unable to grow in glycerol as a sole, non-fermentable carbon 
resource (Gly-). We determined the stability of Gly- and FLC resistance phenotypes 
by growing repeatedly the strains in the absence of selective pressure. We found 
that the respiratory incompetence phenoytpe was stable for all the colonies derived 
from strains BG14 and A. However, in one case, a derivative from strain B reverted 
to respiratory competence (Gly+). Mitochondrial DNA analysis showed that in the 
Gly- FLC evolved strains, the inability to grow on glycerol as carbon source, is related 
to the loss of mitochondrial DNA. Instead, the Gly+ FLC evolved strains as well as 
the parental strains (not evolved), all contained mitochondrial DNA. In addition, we 
could not detect a mitochondrial protein fused with GFP in Gly- strains, but it was 
easily observed in the Gly+ evolved strains. The results indicate that increased 
resistance to FLC is closely related to loss of respiratory functions, and to other 
mechanisms that do not necessarily compromise the mitochondrial function. 
 
KEY WORDS: Fluconazole, Phenotypic variants, Adaptive microevolution, 
Antifungal resistance, Gly- mutants. 
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Introducción 
El éxito de los microoganismos patógenos de humanos depende de su capacidad 
para modificar la expresión de su genoma ya sea a través de mecanismos en los 
que suceden cambios en la secuencia del ADN como el intercambio genético, la 
recombinación, la duplicación génica o las mutaciones puntuales, o bien por 
cambios que no involucran cambios en la secuencia del ADN (cambios 
epigenéticos) que favorezcan la aparición de poblaciones genética y 
fenotípicamente diversas (poblaciones evolucionadas) capaces de responder a las 
condiciones fluctuantes en los diferentes nichos dentro del hospedero. Por ejemplo, 
algunos hongos patógenos del género Candida expresan de manera diferencial 
genes que incrementan su virulencia a través de un aumento en la expresión de 
genes que confieren resistencia a diferentes antifúngicos, una mayor capacidad de 
adherencia a las células y tejidos del huésped o mediante la activación de vías de 
respuesta a estrés. En este sentido, en el género Candida se encuentran especies 
de interés médico que han evolucionado estrategias para colonizar ciertos 
mamíferos como el humano y posteriormente, pueden provocar infecciones 
oportunistas superficiales (candidiasis mucocutánea) o invasivas. La candidiasis 
invasiva es la enfermedad fúngica más común entre los pacientes hospitalizados y 
se clasifica en candidemia (infección en el torrente sanguíneo) y candidiasis tisular 
profunda (infecciones en órganos internos) [1]. 

 
Si bien se han descrito alrededor de 15 especies de importancia médica para 

el humano, solamente 5 de ellas son agentes etiológicos de las infecciones 
invasivas: Candida albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida 
parapsilosis y Candida krusei. Un programa de vigilancia médica llevado a cabo de 
1997 a 2016 en hospitales de diversas partes del mundo, incluido América Latina, 
determinó que, aunque C. albicans es la especie predominante que causa 
infecciones fúngicas invasivas, las especies no-albicans también han ganado 
importancia médica en distintas regiones geográficas [2].  

 
Mediante estudios moleculares y evolutivos se ha demostrado que C. 

glabrata tiene una relación filogenética más cercana con Saccharomyces cerevisiae 
que con C. albicans, lo cual ha permitido clasificar a C. glabrata en el clado 
Saccharomycetaceae dentro del que se agrupa con el género Nakaseomyces del 
que también forman parte Candida castelli, Nakaseomyces bacillisporus, 
Nakaseomyces delphensis, Candida nivariensis y Candida bracarensis [3,4]. Estas 
últimas tres especies junto con C. glabrata conforman el llamado grupo glabrata [5], 
las cuales son especies patógenas de humanos excepto N. delphensis. De las 
especies que conforman el grupo glabrata, C. glabrata posee la mayor cantidad de 
genes EPA (Adhesina Epitelial). 20 en la cepa secuenciada CBS138 que pertenecen 
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a la primera y más grande familia de adhesinas en C. glabrata (Clúster I) [5,6]. La 
mayoría de los genes de adhesinas en C. glabrata se localizan cerca de las regiones 
subteloméricas en donde están sujetos a la regulación transcripcional por distintos 
mecanismos [7,8,9]. Además de la adherencia a un amplio repertorio de células 
epiteliales y endoteliales [10,11,12,13], otro factor de virulencia importante que le 
permite a C. glabrata ser un patógeno oportunista exitoso, es una menor 
susceptibilidad a ciertos tipos de antifúngicos como el fluconazol (FLC) en 
comparación con otras especies del género Candida [14,15]. 

 
Existen distintas clases de compuestos que componen el arsenal utilizado 

para tratar las infecciones por Candida como los polienos, azoles, equinocandinas, 
análogos de nucleósidos y alilaminas. De estos, los azoles y las equinocandinas 
son los medicamentos antifúngicos más utilizados en la clínica. Las equinocandinas 
interrumpen la biosíntesis del β-1,3-D-glucano por inhibición de la enzima β-(1,3) D-
glucano sintasa. El complejo β-(1,3)-D-glucano sintasa es necesario para la síntesis 
de 1,3-β-D-glucano, un componente esencial de la pared celular de las especies de 
Candida. Se ha observado que la disminución de la susceptibilidad a las 
equinocandinas está asociada con mutaciones en dos regiones de nueve y ocho 
aminoácidos, designados “hot spot” 1 (HS1) y “hot spot” 2 (HS2) respectivamente, 
presentes en las dos subunidades que componen este complejo, Fks1 y Fks2 
[16,17]. 

 
En tanto los azoles, su modo de acción se centra en la unión de los átomos 

de nitrógeno del anillo azol al grupo hemo en el sitio activo de la enzima lanosterol 
14-α desmetilasa. Esta unión bloquea la conversión de lanosterol a ergosterol, un 
componente esencial de la membrana plasmática de los hongos patógenos [18]. Se 
ha demostrado que el agotamiento del ergosterol en la membrana plasmática, así 
como la acumulación de esteroles tóxicos son capaces de detener el crecimiento de 
las células tratadas con FLC [19]. Sin embargo, C. glabrata, de entre los aislados 
clínicos de Candida, exhibe una susceptibilidad intrínsecamente disminuida a estos 
compuestos azólicos. Adicionalmente, C. glabrata es capaz de desarrollar aún 
mayor resistencia adquirida después de la exposición prolongada a los antifúngicos 
de tipo azol [20]. 

 
Los mecanismos asociados con la resistencia a azoles en C. glabrata 

incluyen la duplicación completa del cromosoma que contiene la secuencia de 
ERG11, la expresión diferencial de los genes que componen la vía de biosíntesis 
de ergosterol, las mutaciones sin sentido en la enzima lanosterol 14-α desmetilasa 
que la vuelven no funcional, la expresión de transportadores de esterol cuando se 
bloquea la vía de biosíntesis de este compuesto, las mutaciones de ganancia de 
función (GOF) en el factor de transcripción Pdr1, que incrementan la expresión de 
sus genes blanco algunos de los cuales codifican para bombas de flujo de fármacos, 
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así como la pérdida de funciones mitocondriales que provocan una deficiencia en la 
respiración y genera mutantes fenotípicamente conocidas como mutantes petite 
(llamadas aquí mutantes Gly-) que son incapaces de crecer en fuentes de carbono 
no fermentables como glicerol o etanol [18,19,21,22,23,24].  

 
En este sentido, se ha observado que la gran mayoría de los aislados clínicos 

de C. glabrata, caracterizados como resistentes a azoles expresan en mayor 
cantidad los genes que codifican para transportadores de casetes de unión a ATP 
(ABC), como CgCDR1 y CgCDR2 [25]. Este incremento en la transcripción está 
mediado por el factor de transcripción denominado CgPdr1 que pertenece a la 
familia de factores de transcripción de dedos de zinc con dominios Zn(2)Cys(6) [25]. 
CgPdr1 requiere de unirse al FLC (u otros xenobióticos) para activar la transcripción 
de sus genes blanco [26]. La alta expresión de los transportadores ABC en aislados 
resistentes a azoles se debe principalmente a las diversas mutaciones tipo GOF que 
abarcan principalmente tres dominios de esta proteína: 1) la región similar al 
dominio inhibidor (ID) transcripcional de Pdr1 de S. cerevisiae, 2) la región de 
homología media (MHR) y 3) un dominio putativo de activación transcripcional (AD) 
[27,28].  

 
Además de las mutaciones GOF, en C. glabrata también se ha demostrado 

la adquisición de una mayor resistencia a azoles a través de la inducción de 
transportadores de fármacos debido a la pérdida de funciones mitocondriales 
[29,30]. Este fenómeno fue identificado y descrito por primera vez en S. cerevisiae 
y puede surgir de forma espontánea (tasa de 1% en muchas especies) o en 
respuesta a fármacos dirigidos hacia diferentes componentes celulares. A la fecha, 
se han descrito al menos tres clases de mutantes con deficiencia respiratoria que 
difieren de una cepa silvestre (𝜌+) (Tabla S1) [31,32,33]. 

 
Se ha demostrado que las mutaciones en los genes nucleares CgMIP1, 

CgSUV3, CgMRPL4 y CgSHE9 que codifican para una polimerasa de ADNmt, una 
ARN helicasa dependiente de ATP ubicada en la mitocondria, una proteína 
estructural de la subunidad grande del ribosoma mitocondrial y una proteína de la 
membrana interna mitocondrial respectivamente, confieren a C. glabrata una alta 
resistencia a FLC cuando también pierden la función mitocondrial (fenotipo Gly-) 
[18,34,35]. Sin embargo, únicamente las mutantes mrpl4Δ y she9Δ que por sí solas 
no tienen fenotipo Gly-, pueden revertir del fenotipo respiratorio deficiente a 
respiratorio competente al retirar la exposición a FLC [18]. 

 
Por otro lado, en presencia de Caspofungina (CSP), un antifúngico que 

pertenece a las equinocandinas, C. glabrata evoluciona hacia dos poblaciones, una 
de ellas con un fenotipo de colonia regular y la otra población con un fenotipo de 
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colonia pequeño. Las variantes pequeñas se caracterizan por tener una baja tasa 
de crecimiento, así como una elevada resistencia al antifúngico y, a diferencia de la 
exposición a FLC, estas variantes pequeñas no tienen un fenotipo Gly-. De manera 
interesante, en ausencia del fármaco, se demostró que el mecanismo de resistencia 
a Caspofungina podía ser estable o inestable en estas poblaciones evolucionadas 
[36]. 
 

En este trabajo nos interesó investigar si la exposición crónica a FLC es 
suficiente para inducir la aparición de células más resistentes a FLC con un fenotipo 
de crecimiento en particular que nos permitiera conocer más a fondo los procesos 
involucrados en la resistencia a este antifúngico en los aislados clínicos de C. 
glabrata. Diseñamos un experimento de evolución in vitro que consistió en 
subcultivar 15 veces seguidas en diferentes concentraciones de FLC, a tres aislados 
clínicos de C. glabrata, caracterizados como sensible y resistente, y nuestra cepa 
de referencia en el laboratorio (cepa BG14) clasificada como sensible dosis-
dependiente. Encontramos que la exposición continua a FLC induce en las células 
mecanismos que permiten la adaptación a concentraciones relativamente elevadas 
del fármaco en las cuales hay inhibición del crecimiento. 

 
 Además, observamos la aparición de dos poblaciones llamadas aquí 

Variante de Colonia Pequeña (SCV) y Variante de Colonia Regular (RCV) con 
fenotipo Gly- y Gly+, respectivamente. También demostramos que después de 
subcultivos continuos en ausencia de la presión selectiva, la resistencia a FLC se 
mantiene estable en casi todas las mutantes evolucionadas que analizamos. Sin 
embargo, el fenotipo Gly- si bien fue estable también en la mayoría de los casos, en 
una cepa observamos que fue inestable y revirtió a Gly+. Finalmente, análisis más 
detallados del ADN y la estructura mitocondrial revelaron que las mutantes Gly- no 
presentan mitocondrias visibles ni se detecta ADNmt. En cambio, las mutantes Gly+ 
y los aislados originales no tienen ninguna afectación en la estructura o el ADN 
mitocondrial. Por lo tanto, el incremento en la resistencia a FLC en algunas cepas 
de C. glabrata está relacionado con la pérdida del ADN mitocondrial y las funciones 
respiratorias. 
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Materiales y Métodos 
Cepas y aislados clínicos de C. glabrata  
Las cepas utilizadas en este estudio se describen en la Tabla S2.  
Plásmidos 
Los plásmidos utilizados en este estudio se describen en la Tabla S3.  
Oligonucleótidos 
Las secuencias de oligonucleótidos se describen en la Tabla S4. 
Evolución in vitro de poblaciones de C. glabrata en diferentes 
concentraciones de FLC 
Para inducir la evolución in vitro de poblaciones de C. glabrata más resistentes a 
FLC, utilizamos la cepa de referencia BG14, así como dos aislados clínicos de 
nuestra colección del laboratorio: AN378 (de ahora en adelante llamado A) y AN755 
(de ahora en adelante llamado B). Previamente en el laboratorio determinamos la 
dosis mínima inhibitoria a FLC y clasificamos a la cepa de referencia BG14 como 
sensible dosis-dependiente (MIC50 7.49 ± 1.19); el aislado A como resistente (MIC50 
61.92 ± 13.02) y el aislado B como sensible (MIC50 2.45 ± 0.37) [37,38]. Los cultivos 
se crecieron en medio líquido YPD durante 48 h a 30 ºC con agitación constante y 
partimos de cultivos en fase estacionaria ajustados a una DO600nm de 0.75. Hicimos 
diluciones seriadas para inocular por triplicado una placa de 96 pocillos con 
aproximadamente 1,500 células por pozo. Utilizamos siete concentraciones 
diferentes de FLC más la condición libre de fármaco, e incubamos la placa a 30 ºC 
con agitación muy suave y cada 24 h transferimos 2µL de cada cultivo del día 
anterior a medio fresco con la concentración correspondiente de FLC. Las 
concentraciones de FLC en YPD se prepararon a partir de una solución concentrada 
a 2 mg/mL (DIFLUCAN) (Figura S1). Para conocer el patrón de crecimiento de 
nuestra cepa de referencia C. glabrata BG14, así como de los aislados A (resistente) 
y B (sensible) conforme aumentamos la concentración de FLC, medimos la DO600nm 
en un espectrofotómetro de Luz UV Visible (Shimadzu, modelo: UV-1700) los días 
0, 5, 10 y 15. Para determinar si las distintas concentraciones del fármaco causan 
la muerte de las células, realizamos experimentos de viabilidad celular cada cinco 
días hasta el final del experimento.  

Nomenclatura de las mutantes aisladas 
Para investigar los procesos moleculares relacionados con la adquisición de una 
resistencia incrementada a FLC en la cepa de referencia y en los aislados 
parentales A y B,  al terminar nuestro experimento de evolución in vitro en FLC, 
seleccionamos dos colonias de cada población FLCR, una de ellas con fenotipo Gly- 

y la otra con fenotipo Gly+, y las denominamos: [BG14 (1)], [BG14 (2)], A1, A2, B1 y 
B2, respectivamente. Para evaluar la estabilidad los fenotipos de resistencia a FLC 
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e incompetencia respiratoria, subcultivamos en YPD sin FLC a cada una de las 
mutantes por tres días consecutivos y generamos las cepas [BG14 (1-1)], [BG14 (2-
1)], A1-1, A2-1, B1-1, B1-2 y B2-1 (Figura S2). 

 

Caracterización de las mutantes resistentes a FLC 
Purificación de colonias con un fenotipo respiratorio competente y respiratorio 
deficiente 
Después de la exposición crónica a FLC tomamos muestras de los cultivos que se 
realizaron a diferentes concentraciones del fármaco tanto de la cepa de referencia 
BG14 como de los dos aislados clínicos resistente y sensible de C. glabrata. Las 
colonias se purificaron dos veces (mediante crecimiento de colonias aisladas a partir 
de estrías en cajas de YPD) y, posteriormente, confirmamos la presencia o ausencia 
de la función respiratoria mediante un ensayo de crecimiento en medio sólido con 
glicerol como única fuente de carbono (fuente de carbono no fermentable). Las 
colonias que mostraron un fenotipo respiratorio deficiente (RD) conocido como cepa 
Gly- o un fenotipo respiratorio competente (RC) o Gly+, se almacenaron en glicerol 
a -70 ºC para futuros análisis. 
 

Ensayos de estabilidad del fenotipo deficiente para la respiración (Gly-) y de 
resistencia a FLC 
Subcultivos en serie o pases  
Para evaluar si las mutantes deficientes para la respiración de la cepa de referencia 
BG14 y los dos aislados clínicos de C. glabrata A y B mantienen el fenotipo de 
resistencia a FLC, realizamos subcultivos en serie (pases) en medio fresco en 
ausencia de la presión selectiva. Los cultivos se crecieron a 30 ºC con agitación 
constante durante una noche. Cada 24 horas y durante tres días diluimos las células 
100 veces en medio fresco. Posteriormente, hicimos diluciones seriadas para 
obtener colonias aisladas en medio sólido YPD. 

Ensayos de reversibilidad del fenotipo Gly- 
Determinamos si las mutantes Gly- de la cepa BG14 y de los aislados, resistente (A) 
y sensible (B) de C. glabrata obtenidas tras la exposición crónica a FLC, revierten 
al fenotipo silvestre (Gly+). Para ello utilizamos las colonias aisladas obtenidas 
después de pases en serie descritos en el punto 2.4.2 e hicimos parches en cajas 
con medio rico con glicerol como fuente de carbono: YPG y también en cajas de 
YPD. Las cepas Gly- (RD) no pueden crecer en YPG, pero sí en YPD.  

Resistencia a FLC  
Analizamos si las células deficientes para respiración (Gly-) mantienen la resistencia 
a FLC después de los pases continuos en medio rico. Utilizamos como controles la 
cepa de referencia BG14, una mutante nula pdr1∆ (sensible a FLC) y una mutante 
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nula hst1∆ (resistente a FLC). Los cultivos se crecieron hasta la fase estacionaria 
en medio líquido YPD a 30 ºC con agitación constante. Estos cultivos se ajustaron 
a una DO600nm de 0.5 y, posteriormente, se hicieron diluciones logarítmicas seriadas 
en agua Milli Q estéril (10-1, 10-2, 10-3, 10-4 y 10-5) en placas de 96 pozos. Utilizamos 
un replicador para inocular gotas de aproximadamente 3 μL en cajas de medio YPD 
suplementado con FLC a las concentraciones de 8, 16, 32, 64 y 128 µg/mL (una 
caja por cada concentración) y se incubaron durante 48 h. Posterior a esto se 
registró el crecimiento de los cultivos tomando fotografías con un fotodocumentador 
(Gel Doc XR+ Gel Documentation System BIO-RAD). 

Extracción de ADN plasmídico de Escherichia coli 
Para la extracción de plásmidos contenidos en las células DH10 de E. coli utilizamos 
el kit comercial Zippy Plasmid Miniprep (Zymo Research).   

Transformación genética de cepas y aislados clínicos C. glabrata 
Para la transformación de C. glabrata crecimos las cepas de interés en medio fresco 
a 30 ºC toda la noche. Posteriormente tomamos 800 μL de este cultivo y lo 
transferimos a 30 mL de YPD e incubamos a 30 ºC hasta alcanzar una DO de entre 
0.6 a 1.0. Colectamos y lavamos las células con 25 mL de agua Milli Q estéril. 
Resuspendimos la pastilla celular en 1 mL de Acetato de Litio 100mM (LiOAc), 
centrifugamos y adicionamos nuevamente 300 μL de LiOAc. A continuación, 
transferimos 50 μL de este cultivo a tubos Eppendorf y añadimos una mezcla de 
transformación hecha con polietilenglicol (PEG) 50%; LiOAc 1M; ssDNA 2 mg/mL y 
ADN plasmídico. Cada tubo, con su respectivo control, lo incubamos a 30 ºC por 45 
minutos. Luego adicionamos 43 μL de DMSO y sometimos a las células a choque 
térmico en un bloque a 42 ºC por 15 minutos. Centrifugamos para quitar el PEG y 
según el medio de selección utilizado, realizamos lo siguiente. Para la selección de 
células protótrofas a uracilo (marcador de selección URA3), resuspendimos 
suavemente la pastilla celular en 600 μL de agua Milli Q estéril, inoculamos cajas 
de casaminoácidos e incubamos a 30 ºC por 48 h. Para la selección con antibióticos, 
resuspendimos las células en 900 μL de YPD y el cultivo lo incubamos con agitación 
constante a 30 ºC por 4 h. Transcurrido este tiempo, tomamos una parte del cultivo 
e inoculamos cajas de YPD suplementadas con nourseotricina (NAT) a 100 µg/mL. 

Extracción de ADN genómico de C. glabrata 
Para obtener el ADN genómico de las levaduras utilizamos el método de extracción 
rápida por FastPrep estandarizado en el laboratorio como se describe a 
continuación. Inoculamos 5 mL de medio YPD con nuestras cepas de interés (Tabla 
S1) y las crecimos a 30 ºC durante 24 h con agitación continua. Transcurrido este 
tiempo, colectamos las células por centrifugación y adicionamos 500 µL de buffer A 
con detergente y añadimos otro volumen igual de fenol:cloroformo:alcohol 
isoamílico. Posteriormente colocamos las muestras en el FastPrep (MP 
biomedicals) 1s a 4m/s, centrifugamos y a la fase acuosa adicionamos 15 µL de 



 8 

NaCl 5M y 1 mL de etanol frío al 100%. Mezclamos por inversión y lavamos el pellet 
de ADN con 1 mL de etanol al 70%. Finalmente, resuspendimos las muestras en 
250 µL de Buffer TE (Tris 10 mM, EDTA 0.1 mM, pH 8), adicionamos 0.2 µL de un 
cóctel de RNAsas e incubamos a 37 ºC durante 30 minutos. 

Análisis del ADN mitocondrial de C. glabrata 
Para diagnosticar la presencia o ausencia de ADN mitocondrial en C. glabrata, 
diseñamos un juego de oligonucleótidos directo y reverso que alinean en una región 
interna del gen mitocondrial COX3 que codifica para la subunidad III del citocromo 
C oxidasa, miembro terminal de la cadena de transporte de electrones (Tabla S3). 
Mediante la técnica de Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas 
en inglés), amplificamos un fragmento de aproximadamente 318 pb. 

Microscopía de fluorescencia 
Para la detección de ADN y de mitocondrias marcadas utilizamos el fluoróforo 4', 6-
diamidino-2-fenilindo (DAPI) y dos plásmidos con expresión constitutiva (Tabla S2) 
que contienen una fusión traduccional conformada por el gen PRX1 que codifica 
para la proteína mitocondrial Prx1 de C. glabrata y el gen reportero GFP. Crecimos 
las cepas mutantes de C. glabrata a 30 ºC por 24 h en medio casaminoácidos (sin 
uracilo) o suplementado con el antifúngico NAT. Luego diluimos las células y las 
crecimos en el medio correspondiente durante 3 h. Colectamos las células por 
centrifugación, lavamos con PBS 1X y resuspendimos en 500 µL de PBS. Las 
células fueron observadas en un microscopio Axio imager.M2 marca Zeiss.  

Citometría de flujo 
Las cepas evolucionadas Gly- y Gly+ y las cepas originales transformadas con los 
plásmidos pCgPRX1-GFP.URA3  (pGE316) y pCgPRX1-GFP NATR (pGFA1) se 
inocularon en 5 mL de medio Casaminoácidos (CAA) con los respectivos 
marcadores de selección, en agitación constante durante 24 horas a 30 ºC. Los 
cultivos se diluyeron 50x en 5 mL de CAA y se colocaron en agitación constante a 
30 ºC. Determinamos la expresión de GFP en un citómetro BD FACS CaliburTM a 
las 0 (cultivos sin diluir), 2, 4 y 24 horas después de la dilución en medio fresco.  
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Resultados 
C. glabrata se vuelve más resistente a FLC después de una exposición 
continua y prolongada: cepas evolucionadas 
Después de inducir la resistencia in vitro a FLC de poblaciones de C. glabrata bajo 
las condiciones descritas en Materiales y Métodos y en la Figura S1, encontramos 
que nuestros tres aislados se adaptan a las diferentes concentraciones de FLC. En 
este sentido, la cepa BG14 mantiene un crecimiento constante aún en las 
concentraciones más altas de FLC (128 y 256 µg/mL) mientras que el aislado A 
(resistente) es capaz de crecer hasta una concentración de 128 µg/mL. Por otro 
lado, el aislado B (sensible) crece a 32 µg/mL, pero no a 64 µg/mL. Sin embargo, 
sorprendentemente sí hubo crecimiento a las dos concentraciones más altas (128 y 
256 µg/mL) lo que indica la aparición y selección de mutantes o variantes 
adaptativas  (Figura 1).   
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Figura 1. Crecimiento final (DO600nm) de las distintas cepas después de 24 h de 
crecimiento en pozos con medio YPD con las concentraciones indicadas de 
FLC. Se utilizaron las cepas BG14 (cepa estándar del laboratorio) (barras rosas); 
aislado A (resistente a FLC) (barras azules) y el aislado B (sensible a FLC) (barras 
anaranjadas) y las muestras se tomaron a los a los 0, 5, 10 y 15 días para determinar 
la DO600nm. Se muestra un experimento representativo. 
 
La exposición crónica a FLC induce la evolución de C. glabrata hacia dos 
poblaciones 
Con el objetivo de investigar los tipos de mutantes o variantes que se obtienen 
después de realizar 15 pases seriados en FLC (poblaciones evolucionadas), 
hicimos diluciones logarítmicas seriadas (10-1, 10-2, 10-3, 10-4, 10-5) y sembramos en 
medio rico sólido YPD 100 µL de la dilución 10-5 de cada población evolucionada 
en las distintas concentraciones de FLC para obtener colonias aisladas. Después 
de 15 pases continuos, encontramos que para la cepa de referencia BG14 y para el 
aislado B, a una concentración de 8 µg/mL, casi el 100% de mutantes resistentes a 
FLC corresponden a Variantes de Colonia Regular (RCV, por sus siglas en inglés); 
sin embargo, a una concentración de 32 µg/mL de FLC, las cepas que crecen 
corresponden a Variantes de Colonia Pequeña (SCV, por sus siglas en inglés). Con 
respecto al aislado A, las SCVs surgen a partir de una concentración de 64 µg/mL 
de FLC (datos no mostrados) y son más frecuentes en la concentración de 128 
µg/mL de FLC (Figura 2). Con la exposición continua a FLC observamos que estas 
variantes aparecen con mayor frecuencia a medida que incrementa el tiempo de 
exposición al fármaco hasta obtener casi un 100% con respecto a las variantes de 
colonia regular después de 15 días. 

 
Figura 2. Las variantes de colonia pequeña surgen en distintas 
concentraciones de FLC. “S” se refiere a las variantes pequeñas (SCV) (columnas 
negras) y “R” a las variantes regulares (RCV) (columnas grises). Los datos 
mostrados corresponden a un promedio de 150 colonias obtenidas después de 15 

SR
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pases continuos (15 días) en presencia de diferentes concentraciones de FLC 
(indicadas en el eje de las X). 
 
Las mutantes evolucionadas en FLC pueden tener un fenotipo competente o 
deficiente para la respiración 
Debido a que la pérdida de funciones mitocondriales se ha relacionado con la 
resistencia a FLC en C. glabrata, nos preguntamos si las mutantes resistentes que 
generamos después de una exposición crónica a FLC tienen una función 
respiratoria competente. Para esto, realizamos una prueba de crecimiento en 
glicerol como única fuente de carbono, que es una fuente no fermentable, y en la 
cual solo las células cuya función mitocondrial es silvestre crecen eficientemente. 
De esta manera clasificamos las variantes como resistentes a FLC en dos tipos: a) 
Gly- (pérdida de la función mitocondrial) y b) Gly+ (función mitocondrial silvestre). 
Encontramos que para la cepa BG14 y el aislado B, las SCVs corresponden a un 
fenotipo Gly- en las concentraciones de 8 y 32 µg/mL de FLC, pero no así del aislado 
A, del cual, solo a partir de una concentración de 128 µg/mL se generan estas 
mutantes Gly-. También encontramos mutantes más resistentes a FLC derivadas de 
todas las cepas, que no tienen ningún defecto en las funciones mitocondriales 
(Figura 3). 
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Figura 3. La exposición crónica a diferentes concentraciones de FLC genera 
dos tipos de mutantes resistentes (cepas evolucionadas). Después de 15 pases 
continuos en FLC aparecen mutantes Gly- (cepas que no pueden utilizar fuentes no 
fermentables de carbono) de la cepa BG14 y del aislado B en concentraciones de 8 
y 16 µg/mL de FLC, pero no del aislado A. En este aislado A, las mutantes Gly- solo 
aparecen a 128 µg/mL. Se muestra el crecimiento de 12 colonias de cada aislado 
en medio rico con una fuente no fermentable de carbono, glicerol (YPG) y en medio 
con 8 µg/mL, 32 µg/mL y 128 µg/mL de FLC como se indica. 
 
El fenotipo Gly- casi siempre es estable en ausencia de la presión selectiva  
Con la finalidad de evaluar la estabilidad del fenotipo Gly-, tomamos una colonia Gly- 
de cada cepa y realizamos subcultivos (pases) diarios durante tres días en medio 
líquido YPD en ausencia del antifúngico para después determinar la competencia 
mitocondrial mediante ensayos de crecimiento en medio sólido con glicerol (YPG). 
Los resultados de este análisis (Figura 4) muestran que las mutantes evolucionadas 
Gly- que derivan de la cepa BG14 y del aislado A no recuperan la función 
mitocondrial en este periodo de tiempo, es decir el fenotipo Gly- es estable. De 
manera interesante, para el aislado B encontramos que la incompetencia 
respiratoria es inestable; es decir, algunas de las células Gly- de este aislado 
pueden volver a tener una función mitocondrial silvestre (Gly+) (B1-2; revertante). 
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Figura 4. Las cepas evolucionadas resistentes a FLC y de fenotipo Gly- no 
siempre son estables. El fenotipo Gly- (incapacidad de crecer en una fuente no 
fermentable de carbono) en las mutantes evolucionadas de los aislados BG14 y A 
(resistente) es estable; es decir, no revierte después de subcultivar continuamente 
(3 pases) a las células en ausencia de FLC. Contrario a esto, las células del aislado 
B (sensible) pueden (cepa B1-2 revertante) o no (cepa B1), volver a ser 
competentes para la respiración en este mismo periodo de tiempo. 
 
Las mutantes Gly- evolucionadas tienen diferentes mecanismos de resistencia 
a FLC  
Como se mencionó más arriba, en C. glabrata la pérdida de funciones respiratorias 
se relaciona positivamente con una mayor resistencia a FLC. Debido a esto, nos 
interesó investigar el perfil de susceptibilidad a FLC luego de tres pases en medio 
fresco para las mutantes Gly- mediante ensayos de crecimiento en medio sólido 
YPD suplementado con FLC a las concentraciones de 8, 16, 32, 64 y 128 µg/mL. A 
partir de estos ensayos encontramos que en las mutantes derivadas de la cepa 
BG14 y del aislado A, el mecanismo que permite a las mutantes Gly- ser resistentes 
a FLC no revierte en este periodo de tiempo (Figura 5b). Las dos mutantes 
analizadas mantienen una alta resistencia al fármaco, mayor incluso que la cepa 
usada como control resistente (hst1∆) y las cepas parentales de las cuales derivan 
(Figura 5a). De manera interesante, la mutante B-1 que deriva del aislado B, pierde 
casi por completo la resistencia a FLC (Figura 5b). En cambio, la mutante B1-2 
(revertante) de este mismo aislado mantiene el perfil de resistencia a FLC aún 
después de retirar la exposición al fármaco (Figura S3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

a) Aislados originales 
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Figura 5. El mecanismo de resistencia a FLC en las mutantes Gly- no se pierde 
del todo después de subcultivos seriados (3 pases) en ausencia del fármaco. 
a) Se utilizaron como controles una mutante nula pdr1Δ (FLCS) y una mutante hst1Δ 
(FLCR). Además de las cepas parentales (no evolucionadas) de cada mutante Gly. 
Se muestra un experimento representativo. b) Las tres mutantes Gly- evolucionadas 
en FLC tienen una mayor resistencia al fármaco en comparación con los aislados 
originales de los que derivan. Las mutantes Gly- que derivan de la cepa BG14 y el 
aislado A (resistente) mantienen la resistencia a FLC después de quitar la presión 
selectiva. En cambio, bajo las mismas condiciones, la mutante (B1-1) (Gly-) del 
aislado B (sensible) se vuelve menos resistente a FLC. Se muestra un experimento 
representativo. 

 
Las mutantes Gly+ evolucionadas tienen un mecanismo de resistencia a FLC 
estable 
Otro mecanismo que involucra una mayor resistencia a FLC son las mutaciones de 
ganancia de función en el regulador transcripcional CgPdr1. Así, con la exposición 
continua a FLC logramos obtener células más resistentes a este antifúngico que no 
tienen afectadas las funciones mitocondriales (mutantes Gly+ evolucionadas). Por 
tanto, nos interesó conocer la estabilidad del fenotipo de resistencia a FLC que se 
induce en estas variantes como respuesta a FLC después de subcultivarlas tres 
veces seguidas en medio fresco YPD sin la presión selectiva. Las tres mutantes 
evolucionadas que derivan de la cepa BG14 y de los aislados parentales A y B 
(resistente y sensible a FLC, respectivamente) mantuvieron el perfil de 
susceptibilidad aumentado a FLC después de subcultivarlas en medio fresco YPD 
(Figura 6). 
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Figura 6. El mecanismo de resistencia a FLC en las mutantes Gly+ es estable 
después de los subcultivos seriados (3 pases) en ausencia del fármaco. Las 
tres cepas evolucionadas Gly+ mantienen la resistencia incrementada a FLC 
después de crecer en medio fresco sin la presencia del fármaco. Se muestra un 
experimento representativo. Los controles de las cepas de las cuales derivan (no 
evolucionadas) son los mismos de la Figura 5a. 
 
El fenotipo Gly- en las mutantes evolucionadas está relacionado con la pérdida 
de ADN mitocondrial  
Se ha demostrado que diferentes especies de levaduras, entre ellas C. glabrata y 
S. cerevisiae, pierden el genoma mitocondrial como un mecanismo de respuesta a 
la exposición a FLC. Por esta razón, decidimos detectar la presencia del gen COX3 
codificado en el genoma mitocondrial, que se asocia con pérdida del genoma 
mitocondrial, en las mutantes evolucionadas Gly- y Gly+ que generamos después de 
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exponer de a FLC a nuestros aislados clínicos y a nuestra cepa de referencia en el 
laboratorio. A diferencia de los aislados parentales y de las mutantes derivadas 
competentes para la respiración (Gly+), las mutantes con fenotipo Gly- pierden casi 
por completo el genoma mitocondrial después de la exposición prolongada a FLC. 
La Figura 7 muestra en los carriles 3, 6 y 9 una banda muy tenue que corresponde 
a las muestras de ADN aisladas de las mutantes Gly- de la cepa BG14 y los aislados 
A y B; sin embargo, esta banda no es perceptible en carril 11 que corresponde a las 
células Gly- de la cepa BG14 obtenidas previamente en nuestro laboratorio mediante 
el tratamiento con Bromuro de Etidio (EtBr). 

 
 
 
 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 7. Detección de ADN mitocondrial (gen COX3) en cepas de C. glabrata 
resistentes a FLC. Un fragmento del gen COX3 codificado en el genoma 
mitocondrial se amplificó mediante PCR utilizando como molde ADN genómico 
purificado de los aislados clínicos parentales de C. glabrata y sus derivados 
evolucionados en FLC con fenotipos Gly- y Gly+ (no competentes para la respiración 
y competentes para respiración respectivamente) como se indica. 
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La pérdida de ADN mitocondrial por exposición crónica a FLC casi siempre es 
estable 
En otras especies de hongos como Schizosaccharomyces pombe, se demostró que 
la resistencia adquirida a un xenobiótico es reversible cuando una población 
resistente se cultiva en ausencia del compuesto. Por lo tanto, nos interesó analizar 
la presencia o ausencia de ADN mitocondrial (gen COX3) en las mutantes 
resistentes a FLC con fenotipo Gly- después de hacer tres pases en serie en medio 
fresco y en ausencia del fármaco. Como lo muestra la Figura 8a, las mutantes Gly- 
derivadas de los aislados A y B, así como de nuestra cepa de referencia, no 
recuperan el ADN mitocondrial después de retirar la presión selectiva del medio, 
como era de esperarse. Sin embargo, la mutante que revirtió al fenotipo Gly+, que 
provenía del aislado B evolucionado Gly- (reversible) muestra presencia de ADN 
mitocondrial una vez que dejó de estar expuesta a FLC (Figura 8b). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

a) Cultivos en fase logarítmica 



 19 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Amplificación del gen mitocondrial COX3 de C. glabrata en las 
mutantes evolucionadas Gly- y Gly+ y subcultivadas repetidamente (3 pases) 
en ausencia de FLC. a) Luego de subcultivar sucesivamente en medio fresco sin 
FLC, las mutantes Gly- derivadas de cada aislado no recuperan el ADN mitocondrial. 
b) Una mutante Gly- que revirtió a Gly+, derivada del aislado B muestra presencia 
de ADN mitocondrial después de los pases secuenciales en medio YPD sin FLC.  
  
 
Las mutantes Gly- evolucionadas en FLC carecen de estructuras 
mitocondriales 
Debido a los resultados obtenidos en nuestros experimentos para determinar el 
contenido de ADNmt, nos interesó realizar un análisis más a detalle de la estructura 
mitocondrial de las mutantes Gly- evolucionadas. Tal como se describe en 
Materiales y Métodos, utilizamos un plásmido que expresa constitutivamente una 
proteína mitocondrial (Prx1) que en S. cerevisiae se localiza en el espacio 
intermembranal de la mitocondria, fusionada traduccionalmente en el C-terminal a 
GFP. Los resultados de este análisis en C. glabrata se muestran en la Figura 9 y se 
observa que la señal de GFP se localiza correctamente en las mitocondrias de las 
mutantes evolucionadas Gly+ y en los aislados originales. Sin embargo, en ninguna 
de las mutantes Gly- es posible observar la proteína fluorescente.  
 

b) Cepas derivadas del aislado B 
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 Para descartar que la pérdida del plásmido fuera una posible causa de este 
resultado, realizamos dos ensayos: 1) ensayo de citometría de flujo para evaluar los 
niveles de fluorescencia en cultivos en fase logarítmica (tiempos 0, 2 y 4 h después 
de inocular en medio fresco) y en fase estacionaria (24 h de cultivo) en las mutantes 
Gly- y Gly+, además de los aislados parentales (A y B), y 2) ensayos de PCR para 
amplificar las secuencias del vector que contiene la proteína de fusión Prx1-GFP. 
Encontramos que solo las células Gly+ poseen fluorescencia mientras que las 
células Gly- no presentan fluorescencia detectable (Figura 10). Cabe destacar que 
los niveles de fluorescencia durante la fase estacionaria se mantuvieron muy 
similares a los de la fase logarítmica para todas las cepas (Tabla S5). Además, 
utilizamos un juego de oligonucleótidos (Tabla S3) para amplificar la secuencia 
completa de GFP y, como molde, el ADN genómico aislado de las mutantes 
evolucionadas Gly- y Gly+ que derivan de la cepa de referencia BG14. Únicamente 
en las muestras correspondientes a la cepa Gly+ y el aislado original BG14 fue 
posible visualizar el producto de PCR esperado de aproximadamente 717 pb (Figura 
S5). 
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Figura 9. Micrografías de C. glabrata para observar la morfología y la 
estructura mitocondrial. Células de C. glabrata con tinción DAPI, GFP, DIC y el 
sobrelape. Las mutantes Gly+ y los aislados originales se observa la señal de GFP 
que localiza en las mitocondrias, pero no así en las mutantes Gly- evolucionadas en 
FLC. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Detección de los niveles de fluorescencia en las mutantes 
evolucionadas en FLC y en los aislados parentales. Se muestran los 
histogramas correspondientes a los cultivos de 24 h sin diluir (a) y estos mismos 
cultivos en fase logarítmica (2 h) (b). Para la cepa BG14 y sus derivados se utilizó 
el plásmido pGE316 con el marcador de selección URA3, mientras que para los 
aislados A (resistente) y B (sensible), y sus derivados, se utilizó el plásmido pFA1 
con marcador de selección NAT. 

a) Cepas después de los pases 
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Discusión 
Si bien C. glabrata habita de manera natural en los individuos sanos, el incremento 
en el uso de antifúngicos, principalmente de aquellos basados en moléculas de tipo 
azol como el FLC, han permitido la aparición y selección de aislados de C. glabrata 
más resistentes. Cabe resaltar que, entre las especies de este género, C. glabrata 
tiene una menor susceptibilidad innata contra los compuestos de esta clase [14,15]. 
En este trabajo nos interesó conocer los procesos relacionados con la adquisición 
de resistencia a FLC que se desarrollan en aislados clínicos de C. glabrata. Para 
ello, diseñamos un experimento de evolución in vitro en el cual subcultivamos 
repetidamente durante 15 días tres cepas de C. glabrata en distintas 
concentraciones de FLC. 
 
 Demostramos que la exposición prolongada a FLC permite la selección y 
aparición de poblaciones de C. glabrata que se caracterizan por tener una 
resistencia incrementada a este fármaco. Nuestros resultados coinciden con los de 
estudios anteriores sobre una mayor resistencia a FLC en C. glabrata después de 
una exposición crónica. En este sentido, pese a la MIC50 determinada anteriormente 
en nuestro laboratorio [37,38], los tres aislados de C. glabrata tienen un crecimiento 
distintivo en el gradiente de concentraciones FLC que utilizamos. Lo anterior sugiere 
que las células de C. glabrata activan mecanismos distintos para adaptarse a la 
actividad fungistática del FLC. Esto resalta la importancia de conocer más a fondo 
los procesos relacionados con la resistencia, sobre todo, en ambientes 
intrahospitalarios en donde la mayoría de los pacientes dejan de responder al 
tratamiento debido a la aparición de variantes más resistentes. 
 
 Encontramos dos tipos de poblaciones de C. glabrata más resistentes a FLC: 
1) variantes de colonia pequeña (SCVs) y 2) variantes de colonia regular (RCVs). 
Las SCVs surgen a partir de concentraciones relativamente bajas de FLC y la 
frecuencia de aparición de estas variantes va en aumento a medida que incrementa 
la concentración de FLC (Figura 2). De manera interesante, la evolución de C. 
glabrata hacia poblaciones fenotípicamente distintas no es exclusivo para FLC. 
Recientemente se demostró que en presencia de CSP, esta levadura evoluciona 
hacia dos poblaciones con fenotipos de variantes de colonia regular y pequeña [36].  
 
 A este respecto, la exposición continua de los tres aislados a dosis subletales 
de FLC generó células incapaces de crecer en glicerol, las cuales corresponden a 
las células con fenotipo SCV (Figura 3) y las denominamos cepas evolucionadas 
Gly-. El fenotipo de la pérdida de las funciones mitocondriales ya se ha asociado 
con la resistencia a FLC en C. glabrata. En algunos casos, se ha demostrado que 
las células Gly- de C. glabrata revierten a una función respiratoria silvestre una vez 
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que se ha retirado la presión selectiva del medio de cultivo [18], y a este respecto 
nosotros encontramos que nuestras mutantes Gly- evolucionadas que derivan de la 
cepa BG14 y del aislado A no fueron capaces de revertir el fenotipo Gly- después de 
subcultivar sin FLC. En cambio, en el aislado B encontramos cepas evolucionadas 
Gly- estables (que permanecen Gly- después de los pases como los derivados de la 
cepa BG14 y el aislado resistente), pero también encontramos una mutante 
evolucionada que sí revertió el fenotipo Gly- a Gly+ (denominada B1-2). Esta mutante 
B1-2 (revertante) sí es una cepa derivada del aislado sensible y no una 
contaminación, dado que el patrón de los marcadores de ADN minisatélites en el 
gen EPA1 es igual al patrón característico del aislado parental (Figura S6).  
 
 También encontramos células evolucionadas resistentes a FLC que 
mantienen una función respiratoria competente y las denominamos mutantes 
evolucionadas Gly+. En este sentido, las mutantes resistentes a CSP aisladas por 
Duxbury y colaboradores son similares, ya que las SCVs que surgen por la 
exposición continua a CSP no tienen comprometidas las funciones respiratorias 
[36]. En estas mutantes que no tienen defectos en la respiración, es probable que 
la resistencia incrementada a FLC se deba a la regulación al alza de los 
transportadores de fármacos, posiblemente por mutaciones de ganancia de función 
en el factor de transcripción Pdr1.  
 
 También la estabilidad del fenotipo de resistencia a FLC en las mutantes Gly- 
y Gly+ y el de la cepa revertante es diferente en cada caso. A diferencia de las 
mutantes Gly- evolucionadas de la cepa BG14 y del aislado A, la mutante B1-1 (Gly- 
no reversible) perdió parcialmente la resistencia al fármaco (Figura 5c). Esto sugiere 
que esta mutante posee mecanismos epigenéticos para mediar la resistencia a FLC, 
a diferencia de las mutantes Gly- de la cepa BG14 y del aislado A. 
Sorprendentemente, la mutante B1-2 (revertante Gly+) mantuvo la resistencia a FLC 
en comparación con el aislado parental (Figura S3). Por otro lado, ninguna de las 
tres mutantes evolucionadas Gly+ que analizamos perdió la resistencia a FLC 
después de crecer en ausencia del fármaco (Figura 6b). En conjunto, estos datos 
indican que la resistencia a FLC adquirida en C. glabrata se puede deber a al menos 
dos mecanismos: a) un estado respiratorio deficiente, y b) a alguna mutación, 
posiblemente del tipo de ganancia de función en CgPdr1 tal como se ha descrito 
con anterioridad en C. glabrata [18,28,39,24,35]. 
 
 Como es de esperarse, a diferencia de las mutantes Gly+ y de los aislados 
originales, la ausencia de funciones respiratorias se relaciona con la ausencia de 
ADN mitocondrial. Hasta ahora se han descrito tres tipos de mutantes petite (Gly-) 
(Tabla S4) [33] y, de acuerdo con los resultados mostrados en la Figura 7, nuestras 
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mutantes Gly- evolucionadas corresponden a un fenotipo 𝞺0 (ausencia de ADN 
mitocondrial). 
 
 En S. cerevisiae se ha demostrado que existe una vía de comunicación 
retrógrada entre la mitocondria y el núcleo, en la cual un estado funcional de la 
mitocondria es esencial para la activación (o no) de los genes de respuesta a 
fármacos [40,41,42]. Nosotros proponemos que en presencia de FLC, algunas 
células de C. glabrata tienen una deleción del ADN y/o una pérdida de la función 
mitocondrial y estas mutantes Gly- de C. glabrata activan una vía de señalización 
similar a la de S. cerevisiae para inducir en el núcleo la expresión de genes de 
respuesta a FLC, como son los que codifican las bombas de transporte de fármacos 
CgCDR1, CgCDR2 y CgSNQ2. Cabe señalar que las mutantes Gly- evolucionadas 
carecen de mitocondrias funcionales al menos al caracterizarlas por microscopía 
usando la fusión de la proteína mitocondrial Prx1 con GFP, pero no así las mutantes 
Gly+ evolucionadas ni los aislados parentales.  
 
 Además, es interesante que pese a que la mayoría de las mutantes Gly- no 
pueden volver a tener una función respiratoria silvestre (Figura 8a), la presencia de 
una banda de amplificación del gen COX3 muy tenue en las muestras que 
corresponden a las mutantes Gly- de los tres aislados nos sugiere que en estas 
poblaciones hay algunas células que no han perdido el genoma mitocondrial como 
suponemos, lo cual explicaría nuestro hallazgo de una revertante, que después de 
tres pases en serie recuperó el ADN mitocondrial y la capacidad de crecer en glicerol 
como fuente de carbono (Figura 8b). Es posible que las pocas células que aún 
conservan el ADN mitocondrial empezaron a crecer más rápido durante los pases, 
que las que lo han perdido y, al final, las células con ADN mitocondrial conformaron 
la mayoría del cultivo. Así mismo, se ha demostrado que algunos procesos 
epigenéticos están involucrados en la regulación de la resistencia a xenobióticos 
[43,44]. Este podría ser el caso de la mutante B1-2 proveniente del aislado B cuya 
resistencia a FLC se perdió después de subcultivos continuos en ausencia del 
fármaco (Figura 5).  
 
 Anteriormente se ha reportado que la susceptibilidad reducida a FLC en C. 
glabrata se debe una mutación en genes codificados en el núcleo que tienen 
papeles importantes para la función mitocondrial [18,34,35]. Algunas de estas 
variantes deficientes en la función mitocondrial pueden revertir del fenotipo 
deficiente para la respiración a uno competente al retirar la exposición a FLC. Por 
tanto, sería interesante investigar más a fondo si C. glabrata posee un mecanismo 
para perder de manera reversible la función mitocondrial y, puesto que no siempre 
implica la pérdida del genoma mitocondrial, esto le permitiría a esta levadura 
cambiar exitosamente de un estado de competencia mitocondrial a uno de 
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incompetencia para responder de forma adecuada a concentraciones letales de 
FLC.  
  
 En este trabajo encontramos que la exposición prolongada a FLC permite la 
selección de subpoblaciones de C. glabrata más resistentes a este medicamento. 
Es importante mencionar que se ha reportado la existencia de aislados de C. 
glabrata resistentes a FLC con resistencia cruzada a otros antifúngicos de la misma 
clase, como voriconazol y posaconazol o la resistencia cruzada a equinocandinas, 
como anidulafungina y CSP [45,46,47]. Pese a estos hallazgos, aún no está claro 
cómo funcionan los procesos involucrados en la multiresistencia en C. glabrata. Por 
ello es de vital importancia estudiar más a fondo los procesos relacionados con la 
adquisición de resistencia a fármacos, así como la participación de otros factores 
de virulencia que C. glabrata desarrolla para adaptarse a los microambientes dentro 
de su hospedero mamífero.  
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Conclusiones 
• La exposición prolongada a FLC permite la selección y aparición de variantes de 
colonia que se caracterizan por tener una resistencia incrementada a este fármaco.  
 
• La frecuencia de aparición SCVs en la cepa BG14 y el aislado B aumenta 
conforme aumenta la concentración de FLC. 
 
• La exposición continua de los tres aislados a dosis subletales de FLC generó 
mutantes incapaces de crecer en glicerol (Gly-) y mutantes con función respiratoria 
competente (Gly+). 
 
• La resistencia incrementada a FLC está ligada principalmente a la pérdida de 
funciones mitocondriales y a las mutaciones estables. 
 
• El fenotipo Gly- no siempre es estable. 
 
• El fenotipo FLC-R de las mutantes Gly- de la cepa BG14 y del aislado A es 
estable. 
 
• Las mutantes Gly- evolucionadas en FLC de los tres aislados de C. glabrata 
carecen de mitocondrias funcionales. 
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Material Suplementario 
Tabla suplementaria 1. Tipos de mutantes con deficiencia respiratoria descritas en 
levaduras. 
Fenotipo 

(Gly-) 
Descripción 

𝜌-  Células con deleciones extensas del ADNmt que han perdido la capacidad 

de sintetizar proteínas. 

𝜌0 Células que carecen completamente de ADNmt. 

mit-  Células con genoma mitocondrial defectuoso debido a mutaciones 

puntuales.  

 
Tabla suplementaria 2. Cepas utilizadas en este estudio. 
Organismo Cepa 

parental 
Genotipo o Fenotipo 

relevante 
Referencia Comentarios 

Escherichia coli 
DH10  F− mcrA Δ(mrr-hsdRMS-

mcrBC) Φ80dlacZΔM15 
ΔlacX74 deoR recA1 

endA1 araD139 
Δ(ara,leu)7697galU galK 

λ− rpsL nupG 

48  

Candida glabrata 
BG14 BG2 ura3∆::Tn903 G418R 10  
pdr1Δ BG14 ura3Δ::Tn903 G418R 

pdr1Δ::hph - PCR de 
fusión 

 

49  

hst1Δ BG14 ura3Δ::Tn903 G418R 
hst1Δ 

49  

CGM514 BG14 pMC14 
(GFP::3UTR.URA3+) 
(GFP sin promotor) 

Colección del 
laboratorio 

 

CGM1938 BG14 Gly- obtenida por el 
tratamiento con EtBr 

Colección del 
laboratorio 
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CGM4389 BG14 pPPGK1:: CgPRX1-
GFP.URA3 

Colección del 
laboratorio 

 

Aislados clínicos y derivados evolucionados utilizados en este estudio 

Cepas evolucionadas de la BG14 
CGM4602  BG14 Gly-/FLCR [BG14 (1)] Este trabajo Evolucionada obtenida 

directamente de FLC 
CGM4603  BG14 Gly+/FLCR [BG14 (2)] Este trabajo Evolucionada obtenida 

directamente de FLC 
CGM4609  CGM4602 Gly-/FLCR [BG14 (1-1)] Este trabajo Evolucionada obtenida 

después de pases en 
YPD 

CGM4610  CGM4603 Gly+/FLCR [BG14 (2-1)] Este trabajo Evolucionada obtenida 
después de pases en 

YPD 
CGM4621 CGM4602 Gly-/FLCR [BG14 (1)/ 

pGE316)] 
Este trabajo CGM4602/pGE316 

CGM4623 CGM4603 Gly+/FLCR [BG14 (2)/ 
pGE316] 

Este trabajo CGM4603/pGE316  

CGM4666 CGM1938  Gly- [BG14 (3)/ pGE316] Este trabajo CGM1938/pGE316 

Cepas evolucionadas del aislado FLC-R (A) 
AN378  Cultivo de 

sangre 
Gly+/FLC-R (A) Instituto Nacional de 

Ciencias Médicas y 
de Nutrición 

Salvador Zubirán 
(INCMNSZ)  

 

CGM4604  AN378 Gly-/FLCR (A1) Este trabajo Evolucionada obtenida 
directamente de FLC 

CGM4605   AN378 Gly+/FLCR (A2) Este trabajo Evolucionada obtenida 
directamente de FLC 

CGM4611 CGM4604 Gly+/FLCR (A1-1) Este trabajo Evolucionada obtenida 
después de pases en 

YPD 
CGM4612 CGM4605 Gly+/FLCR (A2-1) Este trabajo Evolucionada obtenida 

después de pases en 
YPD 

CGM4646  AN378 Gly+/FLCR (A/pFA1) Este trabajo AN378/pFA1 
CGM4648 CGM4604 Gly+/FLCR (A1/pFA1) Este trabajo CGM4604/pFA1 
CGM4650 CGM4605 Gly+/FLCR (A2/pFA1) Este trabajo CGM4605/pFA1 
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Cepas evolucionadas del aislado FLC-S (B) 
AN755 Cultivo de 

sangre 
Gly+/FLC-S (B)  Instituto Nacional de 

Ciencias Médicas y 
de Nutrición 

Salvador Zubirán 
(INCMNSZ) 

 

CGM4606 AN755 Gly-/FLCR (B1) Este trabajo Evolucionada obtenida 
directamente de FLC 

CGM4607 AN755 Gly+/FLCR (B2) Este trabajo Evolucionada obtenida 
directamente de FLC 

CGM4613 CGM4606 Gly-/FLCR (B1-1) Este trabajo Evolucionada obtenida 
después de pases en 

YPD 
 CGM4614 CGM4607 Gly+/FLCR (B2-1) Este trabajo Evolucionada obtenida 

después de pases en 
YPD 

CGM4645 
(Revertante) 

CGM4606 Gly+/FLCR (B1-2) Este trabajo Evolucionada que 
revierte al fenotipo Gly+ 
después de pases en 

YPD 
CGM4652 AN755 Gly+/FLC-S (B /pFA1) Este trabajo AN755/pFA1 
CGM4654 CGM4606 Gly-/FLCR (B1/pFA1) Este trabajo CGM4606/pFA1 
CGM4656 CGM4607 Gly+/FLCR (B2/pFA1) Este trabajo CGM4607/pFA1 

 
Tabla suplementaria 3. Plásmidos utilizados en este estudio.  

 

 
 
 
 
 

Plásmido Genotipo relevante Referencia  
pMJ22 pCgCEN ARS NATR AmpR 50 

pGE316 pPPGK1:: CgPRX1-GFP.URA3 Colección de 
laboratorio 

pFA1 pPPGK1:: CgPRX1-GFP.NATR Este trabajo  
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Tabla suplementaria 4. Oligonucleótidos utilizados en este estudio. 

 

 
Tabla suplementaria 5. Detección de los niveles de fluorescencia de las cepas de C. 
glabrata que contienen el plásmido con la fusión traduccional Prx1-GFP.  

Transformantes con 
el plásmido con la 
fusión Prx1-GFP  

No. de 
eventos 

Unidades de 
fluorescencia-

Media geométrica 

Desviación 
estándar 

Cultivo de 24 h 
Promoterless 11215 7.41          4.15 

BG14 10017 223 108 
[BG14 (1)] (Gly-) 6747 2.93          1.48 
[BG14 (2)] (Gly+) 7402 286 116 

A 6108 280 146 
A1 (Gly-) 6359 3.29          1.62 
A2 (Gly+) 5502 302 180 

B 5418 457 234 
B1 (Gly-) 7014 3.12          1.62 
B2 (Gly+) 5415 512 272 

Fase logarítmica (2h) 
Promoterless 7383 14          7.73 

BG14 7648 1121 538 
[BG14 (1)] (Gly-) 7061 11          6.94 
[BG14 (2)] (Gly+) 7651 1190 502 

A 5943 1231 616 

Número Nombre Secuencia 5’ → 3’ Sitios de 
corte 

130 GFP@1bp FW GCGGATCCTAATGTCTAAAGGTGAAGAATTATTC BamHI 
131 GFP@717bp 

REV 
CGCGAATTCTTATTTGTACAATTCATCCATACCATGG EcoRI 

2059 EPA1@INT 
FW 

CGACTTCAATGCATACTTCCTCCG - 

2060 EPA1@INT 
REV 

GGGTGCTATGTACCTTGCGACATG - 

3072 COX3@47bp 
FW 

GGTATTACCATCACCATGACCAATG - 

3073 COX3@365bp 
REV 

GCTCCTAATACAATATCTGGACTCA - 
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A1 (Gly-) 6738 11.5         8.55 
A2 (Gly+) 5687 1229 727 

B 6282 1689 924 
B1 (Gly-) 7290 11.2         8.66 
B2 (Gly+) 6096 1777 968 

Fase logarítmica (4h) 
Promoterless 9352 15.5          8.79 

BG14 5847 1130 439 
[BG14 (1)] (Gly-) 5954 13.1           7.38 
[BG14 (2)] (Gly+) 8227 1122 343 

A 6845 1053 473 
A1 (Gly-) 4974 15.2          8.22 
A2 (Gly+) 5869 1029 453 

B 6370 1396 705 
B1 (Gly-) 5756 14.7          8.30 
B2 (Gly+) 6354 1497 807 

Fase estacionaria (48h) 
Promoterless 7993 12           6.05 

BG14 7702 724 381 
[BG14 (1)] (Gly-) 6277 8.08          4.73 
[BG14 (2)] (Gly+) 7895 881 406 

A 6554 892 465 
A1 (Gly-) 7703 52.7      25.1 
A2 (Gly+) 5708 1071 531 

B 5728 1094 564 
B1 (Gly-) 5224 9.71          5.23 
B2 (Gly+) 5585 1216 627 
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Figura S1. Evolución in vitro de poblaciones de C. glabrata resistentes a FLC. La 
cepa de referencia BG14, un aislado clínico resistente (A) y otro sensible (B) a FLC se 
cultivaron en un gradiente creciente de concentraciones del fármaco. Cada 24 horas se 
subcultivaron 5 µL de cada uno en medio fresco con las concentraciones 
correspondientes de FLC. Este procedimiento se repitió durante 15 días y se midió la 
DO600nm los días 0, 5, 10 y 15 en las distintas concentraciones utilizadas. 
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15 de exposición a 

FLC

Competencia mitocondrial

Gly- / Gly+

Colonias
FLCR

Medio YPD 
Medio YPG

Subcultivos 
en YPD sin 

FLC
Medio YPG

Medio YPD

YPD + FLC

Por pozo: Volumen total de 200 μL a 0.75 DO600nm
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Agitación media

Estabilidad de los 
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Figura S2. Genealogía de las cepas de C. glabrata evolucionadas en un gradiente 
de concentraciones de FLC. La cepa de referencia BG14, así como los aislados A 
(resistente a FLC) y B (sensible a FLC) se crecieron durante 15 días en FLC. 
Seleccionamos derivados evolucionados más resistentes (FLCR) y capaces o no de 
crecer en glicerol como única fuente carbono no fermentable (Gly+ o Gly-). Para evaluar 
la estabilidad de los fenotipos Gly- y FLCR realizamos subcultivos en YPD sin FLC. 
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Figura S3. Crecimiento final (DO600nm) de las distintas cepas después de 24 h de 
crecimiento en pozos con medio YPD con las concentraciones indicadas de FLC. 
Se utilizaron las cepas BG14 (cepa estándar del laboratorio) barras rosas; aislado A 
(resistente a FLC) (barras azules) y aislado B (sensible a FLC) (barras anaranjadas). Las 
muestras se toma-ron a los a los 0, 5, 10 y 15 días para determinar la DO600nm. Se 
muestra un experimento representativo. 
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Figura S4. Perfil de susceptibilidad a FLC de la cepa Gly+ revertante. La cepa Gly+ 
revertante (derivada de la cepa BS Gly-), recuperó su función respiratoria (crecimiento en 
YPG) después de 3 subcultivos en serie en medio fresco sin FLC. Sin embargo, es igual 
de resistente que una cepa FLCR (hst1Δ). La cepa de referencia BG14, una cepa sensible 
(pdr1∆) y otra resistente a FLC (hst1∆) se utilizaron como controles. Se muestra un 
experimento representativo.  
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Figura S5. Amplificación de GFP en las mutantes evolucionadas en FLC que 
derivan de la cepa de referencia BG14. Se utilizó un par de oligonucleótidos que 
amplifican la secuencia completa de GFP de 717 pares de bases. El patrón de bandas 
esperado es igual en la cepa silvestre y en la mutante evolucionada Gly+, lo que 
demuestra la presencia del plásmido que contiene la fusión traduccional de la proteína 
mitocondrial Prx1 con la proteína fluorescente en estas células, a diferencia de aquellas 
células con fenotipo Gly-. 
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Figura S6. Genotipificación de la mutante Gly revertante. Se utilizó un par de 
oligonucleótidos que amplifica minisatélites en el gen EPA1 de C. glabrata para 
corroborar que la cepa Gly revertante (carril 6) deriva del aislado sensible (B). El patrón 
de bandas es igual en todas las mutantes que derivan del aislado B y difiere del patrón 
que se obtiene para la cepa BG14 y el aislado resistente (A). 
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