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RESUMEN
Las infecciones nosocomiales son causantes de una alta tasa de morbi-mortalidad de los

pacientes que se encuentran ingresados en centros hospitalarios, a la vez que aumentan
los costos de hospitalizacion y el tiempo de permanencia. De estas infecciones las
causadas por el género Candida ocupan el cuarto lugar en prevalencia, por lo son de
gran importancia médica. La infeccién causada por cualquiera de las especies de este
género se denomina candidiasis y sus manifestaciones clinicas son extremadamente
variables. Es una infeccion cosmopolita y su incidencia ha aumentado en los ultimos
afios. Se han identificado mas de 200 especies de este género; sin embargo, solo doce
son de interés medico, siendo Candida albicans la de mayor incidencia. Sin embargo,
en México en los ultimos 15 afios se reportan un mayor nimero de infecciones causadas

por las especies C. glabrata y C. tropicalis.

Las levaduras del genero Candida son comensales en individuos sanos; sin embargo, la
colonizacion con Candida albicans puede ocasionar una infeccion sistémica cuando el
individuo presenta uno o mas factores de riesgo. Se ha reportado que los mecanismos de
patogenicidad y virulencia descritos para Candida albicans y para Candida tropicalis
son los mismos e incluyen adherencia, morfogénesis, actividad enzimatica intensa
(proteasas, lipasas y fosfolipasas), variabilidad antigénica, formacion de biopelicula y el

denominado cambio fenotipico (phenotypic switching).

Candida tropicalis pertenece al grupo de las especies No Candida albicans (NCAC) y,
dada su creciente prevalencia, se considera una levadura patéogena emergente. C.
tropicalis es la especie de NCAC mas frecuentemente aislada de torrente sanguineo y
del tracto urinario, en pacientes de UCI y en pacientes con cancer. El andlisis de
electrocariotipos de aislados mexicanos de Candida tropicalis indican que posee una
plasticidad gendmica significativa, lo que sugiere que sufre reordenamientos genémicos
en respuesta estimulos que generen estrés celular. Los eventos de recombinacion
mitdtica son la clave para poder entender la variabilidad genética de Candida. Estos
eventos estan controlados por los sistemas que mantienen la integridad del DNA y por
tanto requieren de la participacion de genes del grupo epistatico RAD52 que incluye a

RADS50, RADS51, RADS52, RAD54, RADS55, RADS57, RAD59, RDH54/TIDI, MREI1I y



XRS2. Uno de estos procesos, la pérdida de heterocigosidad (LOH), parece crucial para

la adaptacion a diversos estreses.

La recombinasa Rad51 estd muy conservada en todas las eucariotas, y es esencial en los
procesos de invasion de banda durante la recombinacion homoéloga (HR). Puede unirse
a DNA, especialmente a DNA de cadena sencilla, o interaccionar con otras proteinas a
través de su extremo N-terminal. La proteina Rad52 muestra una alta homologia con sus
ortdlogos de eucariotas superiores, especialmente en el extremo N-Terminal, el cual
cataliza la unién de Rad51 al DNA y puede asociar cadenas sencillas complementarias

de DNA (annealing).

Existen agentes que dafian el DNA los cuales son utilizados en tratamientos no-
quirurgicos del cancer. Estos agentes, que incluyen la radiacion ionizante (IR) y drogas
como bleomicina (BLM) y camptotecina (CPT), atacan principalmente las células en
proliferacion y por tanto son parcialmente selectivos. Sin embargo, la inmunosupresion
que acompafia a estos tratamientos, dispara la patogénesis de microorganismos
oportunistas como C. tropicalis. La IR causa un pequeio nimero de DBSs letales, bases
oxidadas, sitios abasicos y SSB terminados en ésteres 3'- fosfoglicolato los cuales se
encuentran presentes en clusters y causan DSBs. BLM genera sitios abasicos 3'-
oxidados y DSBs con terminaciones 3'- fosfoglicolato. CPT estabiliza los
intermediarios transitorios de la union Topl-DNA durante transcripcion o replicacion
del DNA causando principalmente cortes de cadena sencilla (SSB). La evidencia indica
que, si no son reparadas, estas SSBs estas se convierten en DSBs al colisionar con la

horquilla de replicacion durante la siguiente fase S del ciclo celular.

C. albicans un organismo diploide que puede adaptarse a diferentes estreses, incluida la
presencia de fluconazol o caspofungina, mediante alteraciones genéticas que requieren
procesos de recombinacion homoéloga (HR). En el grupo de investigacion liderado por
el Doctor German Larriba se ha determinado que en estos eventos son dependientes de
Rad51 y Rad52. La ausencia de los genes RADS5I y RADS52 conduce a defectos
pleiotropicos que incluyen deficiencias en crecimiento, alteraciones en morfologia,
roturas y pérdida de cromosomas, que se traducen en una casi total ausencia de

virulencia.
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C. tropicalis una especie emergente del genero Candida de las denominadas No-
albicans y de mayor prevalencia en México en pacientes de UTI y oncologicos. Posee
muchas similitudes con C. albicans. En este trabajo hemos utilizado técnicas de
biologia molecular como extraccion de acidos nucleicos, construcciones genéticas, y
transformacion para interrumpir el gen RADS52 en el fondo genético C. tropicalis MY A-
3404 y reintegrar el gen RADS5I en su propio locus en un mutante nulo rad5/ a fin de
evaluar la restauracion del fenotipo silvestre. Ademas, hemos generado el doble mutante
rad51 rad52. Estos mutantes fueron sometidos a una caracterizacion fenotipica bésica
en relacion a su velocidad de crecimiento, morfologia celular y colonial, invasividad en
agar, y susceptibilidad a agentes genotéxicos como MMS, CPT y BLM y los hemos

comparado con los fenotipos que exhiben sus correlativos de C. albicans.

Los resultados de los ensayos muestran la importancia de las proteinas Rad51 y Rad52
en la supervivencia a diferentes estreses celulares, ya que la cepa MY A-3404 sobrevivid
eficientemente a los mismos, mientras que los mutantes fueron diezmados por estos
agentes. Hemos encontrado que, en la mayoria de los ensayos el mutante rad52 era
mucho mas sensible que rad51, y presentaba una sensibilidad similar a la del doble
mutante rad51 rad52. Ello indica que como se ha descrito en Sacharomyces cerevisiae
y C. albicans que ambos genes trabajan generalmente en la misma ruta de reparacion de

DNA y que la mutacion rad52 es epistatica a mutacion rad5 1.
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C I. INTRODUCCION

1. INFECCIONES NOSOCOMIALES (INS).
Las infecciones nosocomiales son aquellas que los pacientes adquieren al ingresar a un
recinto de atencion a la salud. Estas infecciones no son la causa de ingreso y no se
encontraban en periodo de incubaciodn al entrar al nosocomio; sin embargo, aumentan la

mortalidad y la morbilidad de los pacientes que las adquieren.

Las INS son un serio problema de salud publica ya que causan un incremento en el
tiempo de hospitalizacion elevando el costo del tratamiento. Tienen especial incidencia
en la unidad de cuidados intensivos ya que los pacientes que se encuentran en esta area
tienen un sistema inmune comprometido, sufren intervenciones médicas invasivas, y se
encuentran bajo una terapia de antibidticos de amplio espectro. En los pacientes que
tienen criterio de UTI es considerado como un riesgo latente la posibilidad de que
contraigan una infeccion severa con hongos, ya que éstas se caracterizan por un dificil

diagnostico y una progresion rapida (Gudlaugsson, ef a/.,2003).

2. INFECCIONES NOSOCOMIALES CAUSADAS POR HONGOS (INFS).
Las infecciones nosocomiales causadas por hongos han aumentado su incidencia en
décadas recientes, lo cual estd vinculado a los cambios en la practica médica como el
uso de farmacos inmunosupresores, el uso frecuente y prolongado de antibidticos de
amplio espectro, la utilizacion de dispositivos médicos intravasculares e implantes
artificiales, aunado al aumento en las enfermedades asociadas a estados de
inmunosupresion cronica. Estas situaciones facilitan que organismos saprofitos que se
encuentran presentes en tejidos como piel y mucosas puedan proliferar y colonizar
eficientemente organos y tejidos del huésped. El género Candida es el mas
frecuentemente aislado en las infecciones nosocomiales, puesto que hasta un 80% de

los casos reportados son causados por este género (Ifiguez et al.,2009).

Aunque la especie mas cominmente aislada del genero Candida es la especie albicans,
las infecciones causadas por las especies denominadas No Candida albicans (NCAC)
han aumentado significativamente en los ultimos afios y son consideradas como
infecciones emergentes. No estdn claras las razones del fenémeno, pero probablemente

se deba a que las llamadas NCAC presentan resistencia a agentes antifingicos a los
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cuales los pacientes se encuentran expuestos durante largos periodos de tiempo (Lass-
FlorlC et al., 2009; Eggimann et al.,2003; Snydman et al.,2003; Lundstrom et al., 2001,
Kremery et al., 2002 ).

3. GENERO CANDIDA.
Dentro del grupo de los denominados Blastomicetos y Endomicetos se encuentran el
género de Candida. Sus células son globulares u ovoides, con un tamafio medio de 3-
Su. La reproduccion ocurre por gemacion multipolar, pero en algunas especies se puede
observar la formacion de pseudomicelio y/o tubo germinal (Arenas, 2008). Forman
colonias blanquecinas, de aspecto humedo y bordes bien definidos en agar Saboraud y
agar YPD, al ser incubada en un rango de temperatura de 28-37°C. Para su
identificacion taxonOmica de sus especies se utilizan medios cromogenos (€.
CHOMagar®candida) en donde las colonias se tifien diferencialmente segun la especie

(Arenas, 2008).

Fig 1. Colonias en CHOMagar®candida, 1) Candida albicans, 2) Candida glabrata, 3)
Candida tropicalis (Arenas, 2008).

Las levaduras de este género se encuentran presentes en el suelo, agua dulce, vegetales,
frutas, cereales y en cualquier superficie con una fuente rica en hidratos de carbono.
Otras especies son comensales de los tractos digestivo y respiratorio y de la piel del ser
humano y animales domésticos (Negri et al., 2009). Se han identificado mas de 200
especies de este género; sin embargo, solo doce se reportan de interés médico. Candida
albicans es la especie mas comun, pero en los ultimos 15 afios la incidencia de
infecciones causadas por este agente etiologico ha disminuido, en favor de las causadas
por C. glabrata, C. parapsilosis y C. tropicalis (Figl). La infeccion causada por
cualquiera de las especies de este género se denomina candidiasis ( Chai et al., 2010;

Negri et al.,2009; Basu et al., 2011).
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4. CANDIDIASIS.
La candidiasis es una infeccion primaria o secundaria causada por levaduras del genero
Candida, con manifestaciones clinicas extremadamente variables de evolucion aguda,
subaguda, cronica o episddica, en las cuales el hongo puede causar lesiones cutdneas,
mococutaneas, profundas o diseminadas. Es una infecciébn cosmopolita que afecta a
individuos de cualquier edad, sexo o grupo étnico y, por tanto, es considerada como la
micosis oportunista mas frecuente en seres humanos, habiendo aumentado su incidencia
en los ultimos afios. Las vias de infeccion pueden ser endogenas o exodgenas. La
infeccion contraida por via endégena podria proceder de reservorios mucocutaneos o
cutaneos introducidos a través de catéteres u otros dispositivos. La via exdgena puede
ser debida a materiales y equipo médico mal esterilizados o desinfectados (Pappas.,

2009).

P
Fig 2. Candidiasis Esofagica y Cutdnea en paciente femenino con VIH (Pappas., 2009).

5. FACTORES DE VIRULENCIA.
Las levaduras del genero Candida son comensales en individuos sanos. Sin embargo, la
colonizacidon con Candida albicans puede ocasionar una infeccion sistémica cuando el
individuo presenta uno o mas factores de riesgo. La interaccion entre el huésped y el
microorganismo es determinante entre en tipo de infeccion y el destino final de la

misma.

Los determinantes de patogenicidad y virulencia descritos para Candida albicans y para
Candida tropicalis son similares, e incluyen: adherencia, morfogénesis, actividad
enzimatica intensa (proteasas, lipasas y fosfolipasas), variabilidad antigénica, formacion
de biopelicula y las transiciones morfologicas que incluyen los cambios morfogenéticos
levadura-pseudohifa-hifa y el switching fenotipico blanco/opaco (phenotypic
switching). Estos mecanismos no actian de manera independiente ni de manera
simultdnea y su contribuciéon depende del microhéabitat en el que se encuentran el

organismo (Negri et al., 2012).
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6. Candida tropicalis.
C. tropicalis fue conocida primero como Oidio tropicale, fue clasificada entre las
especies de Candida en 1910. Es un ascomiceto levaduriforme diploide y patdgeno
humano oportunista, el cual es capaz de colonizar varios tractos como el
gastrointestinal, respiratorio, genitourinario y piel, es la mas frecuentemente aislada de
torrente sanguineo y de tracto urinario. Su prevalencia se ha incrementado
significativamente, por lo que se ha considerado una levadura patdogena emergente

(Rippon., 1988 ; Blandin., 2010).

Las colonias de C. tropicalis son de color crema en agar Saboraud, y en CROMagar
™Candida aparecen de color azul oscuro. La morfologia microscopica de este hongo
muestra la presencia de blastoconidios pequenos, seudohifas largas e hifas verdaderas,
se ha observado también un metabolismo fermentativo para carbohidratos como
glucosa, sacarosa, galactosa, thetralosa y maltosa, exceptuando otros hidratos de

carbono como lactosa (Rajendra., 2010).

C. tropicalis es un organismo que se reproduce predominantemente por propagacion
clonal. La cepa tipo MYA 3404 es la cepa de referencia, habiéndose secuenciado su
genoma, el cual se encuentra disponible en el NCBI desde el afio 2009. Posee un
genoma haploide de 15.3 Mb (30.6 Mb para el diploide), con un porcentaje de GC de
un 33.1% , que contiene unos 6,415 genes repartidos en 5-6 cromosomas, que pueden
ser separados por electroforesis de campo pulsante o CHEF-PFGE (Contour-clamped
homogenous electrophoretic field-Pulse-field gel electrophoresis). Los cromosomas de

C. tropicalis se denominan 1, 2, 3, 4 y 5 (Bingbing, et al., 2014).

7. ADHESINAS Y LIGANDOS.
La adherencia es el primer paso de la infeccidn y requiere del reconocimiento de
ligandos especificos, como proteinas de matriz extracelular (fibronectina, laminina,
fibrindégeno y coldgeno de tipo I. En C. tropicalis se han descrito tres genes que

codifican para adhesinas de la familia de ALS llamadas Als3 (Silva., 2011).
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Fig 3. Fotografias de microscopia cofocal de la invasion de Candida tropicalis al
epitelio oral humano después de 12 h de incubacion (Silva., 2011).

8. MORFOGENESIS.
C. tropicalis es polimorfica, existe en forma de blastoconidios, pero pueden formar
pseudohifas, tubo germinativo o verdaderas hifas que poseen crecimiento apical
filamentoso. Los procesos morfogenéticos son reversibles (blastoconidio-hifa, hifa-
blastoconidio), y ocurren en respuesta a las condiciones del microhabitat en el cual se

encuentra el microorganismo (Chai et al., 2010) .

9. ACTIVIDADES ENZIMATICAS.
En Candida tropicalis se han descrito varias proteinasas de la familia de las aspartil
proteasas (Saps), fosfolipasas y lipasas las cuales son enzimas hidroliticas que
contribuyen a la penetracion del hongo a través de la mucosa del huésped y la invasion
del tejido subyacente (Zaugg et al., 2001). Estas enzimas que son secretadas al exterior

de la célula para que lleven a cabo su accion (Silva., 2009).

10. FORMACION DE BIOPELICULA.
Una biopelicula es una comunidad de microorganismos embebida dentro de una matriz
exopolimérica (polisacaridos, proteinas y DNA) adherida a una superficie. La capacidad
de formar biopelicula confiere a Candida tropicalis un aumento en la resistencia a los
antifingicos y proteccion contra el sistema inmunoldgico del hospedero. La
composicion quimica de la biopelicula que forma C. tropicalis en concentracion
porcentual es de un 27% de hexosamina, 3.3% de carbohidratos incluyendo un 0.5% de
glucosa, 3.3% de proteinas 0.2% de fosforo y 1.6% de 4cido urico (Mohammed.,

20006).
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Fig 4. Micrografias electronicas de barrido de la formacion de biopeliculas por C.
albicans (A) y C. tropicalis (B, C) en discos de catéteres de PVC DOI
10.1099/jmm.0.46569-0.

11. SWITCHING.
Los cambios fenotipicos permiten realizar transiciones rapidas entre los estados
morfoldgicos celulares a los hongos patogenos facilitando la colonizacion de diferentes
microambientes y la infeccion de tejidos vivos. En C. tropicalis se ha descrito que los
genes del locus MTL regulan la conmutacion celular al cambio blanco/opaco (Fig 5). El
perfil transcripcional de C. tropicalis de células blancas y células opacas revela una alta
coincidencia. Al comparar células homocigotas (o y a), (a 'y a) y heterocigotas (ot y a),
(o y a), las células heterocigotas transcriben el doble de genes para llevar a cabo la
transicion de células blancas a opacas. El interruptor fenotipico WORI regula la
transicion entre blanco/opaco. La sobreexpresion de WORI induce la expresion del
fenotipo opaco, asi como la expresion de filamentos y la formacion de biopelicula
independientemente de la expresion del fenotipo blanco/opaco. Por tanto, CtWORI
podria jugar un papel importante en las interacciones microorganismo — huésped

(Porman et al., 2013).

Fig 5. A) Morfologia colonial y morfologia microscopica ejemplificando el Switching

fenotipico de Candida tropicalis doi:10.1371/journal.pgen.1003369.
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12. CICLO PARASEXUAL DE Candida tropicalis.
En C. tropicalis se ha demostrado recientemente el apareamiento entre células diploides
que la fusionarse forman productos tetraploides (Porman et al., 2011; Xie J et al.,
2012). Este hongo posee un ciclo parasexual. El mantenimiento de células tetraploides
en medio sorbosa por un periodo de 8-10 dias, indujo una reduccion de la ploidia celular
en los sobrevivientes, dando lugar a células diploides. En otro experimento, las células
cambiaron de estado tetraploide a diploide al propagarse en medio rico YPD. En estas
condiciones, los cambios en la ploidia celular fueron detectados después de 18 dias de
incubacion y después de 120 generaciones, lo que sugiere que el ciclo parasexual de C.
tropicalis no necesariamente se lleva a cabo en situaciones de estrés celular, aunque
éstas lo aceleran. Una comparacion entre células tetraploides y diploides indico que las
células diploides mostraron mayor adaptabilidad que las tetraploides, aunque ambas
muestran tiempos de generacion similares. En C. tropicalis el parasexo permite la
generacion de genotipos no relacionados los cuales son producidos por reordenamientos

gendmicos en respuesta a estrés celular (Riyad N., 2013).

13. ADAPTABILIDAD.

En células diploides, la generaciéon de mutantes recesivos que exhiben alteracion
fenotipica requiere mas una alteracion genética. En el primer paso, uno de los dos
alelos debe mutar lo que genera heterocigosidad genética, pero la presencia de una
copia del gen silvestre impide la expresion del fenotipo recesivo. En el segundo, el alelo
silvestre es sustituido por el mutado, lo cual puede lograse por algin proceso de
recombinacion mitdtica, como la conversion génica o un crossover, seguido de la
migracion de los dos alelos mutados a la misma célula. Este proceso se conoce como
pérdida de la heterocigosidad (LOH) y suele conducir a la alteracion fenotipica. Por
supuesto, si una célula diploide es ya heterocigética solo se requiere de un paso para
completar LOH y mostrar un fenotipo mutante (Forche et al., 2005). La pérdida de la
heterocigosidad en C. tropicalis y su papel en la resistencia a antimicoticos ha sido
analizada por Jacobsen et al., 2008. Estos autores encontraron que la exposicion de
aislados clinicos a Flucitosina (5-FC) induce la LOH y los aislados homocigotos no
mostraran susceptibilidad a 5-FC mientras que los aislados heterocigotos si son

susceptibles a este agente.
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En el caso de C. tropicalis, la pérdida de la heterocigosidad in vitro es el resultado de la
pérdida de cromosoma seguida de la duplicacioén del cromosoma residual, mientras que
en los aislados clinicos la LOH fue originada por eventos de recombinacion mitotica.
LOH es un mecanismo importante que contribuye a la resistencia a 5-FC (Yen-Ning et
al., 2011). Este mecanismo podria conferir a C. tropicalis adaptabilidad a diferentes
condiciones ambientales y estreses celulares como la exposicion a agentes que provocan

la rotura del DNA (Waters., 2009).

14. MECANISMOS DE REPARACION DEL DANO AL DNA.

La propension del DNA a sufrir roturas o mutaciones por agentes endogenos o
exogenos ha conducido a los organismos al desarrollo de rutas de reparacion del DNA.
Entre ellos se encuentra el sistema MMR, que corrige los errores que comete la
polimerasa replicativa. Otros dafios son reparados por los sistemas de escision de
nucleotidos (NER; ej., dimeros de timina producidos por radiacion UV), o escision de
bases (BER; ej., modificaciones de bases como la alquilaciéon o desaminacion
producidas por MMS o 4cido nitroso respectivamente), mientras que las roturas de
doble cadena (Double Strand Break, DSB) son reparadas mediante eventos de
recombinacion homologa (HR) y recombinacion ilegitima (NHEJ) (Rich et al., 2000;
Pardo et al., 2009; Mladenov et al., 2011).

15. EVENTOS DE RECOMBINACION.
Los eventos de recombinacion son el intercambio o transferencia de informacion entre
moléculas de DNA. Estos eventos ocurren en todos los organismos vivos estudiados
hasta la actualidad, son los responsables del intercambio de informacion entre
cromatidas no hermanas durante la meiosis, y se utilizan para reparar DSB en el DNA,
incluyendo algunos DSBs programados durante el cambio de tipo sexual (a y ) en S.
cerevisiae. La HR implica el intercambio de DNA entre secuencias de perfecta o casi
perfecta homologia que comprende uno a varios cientos de pares de bases, mientras que
la recombinacion por fusion de extremos o Non- Homologous End-Joining (NHEJ)

ocurre entre secuencias con poca o ninguna homologia (Berit ef al., 2004).

La rotura de la doble hebra de DNA se presenta muy a menudo como resultado de
procesos celulares normales, como la generacion de especies reactivas de oxigeno,

como consecuencia del metabolismo celular, o tras la exposicion a agentes externos,
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tanto fisicos como quimicos (radiacion ionizante o luz UV) (Rijkers T et al., 1998). La
reparacion de la doble hebra se lleva a cabo mediante HR o NHEJ. En levaduras, el
papel de NHEJ es menor y lo contrario ocurre en humanos (Rich ef al., 2000). Los
eventos de recombinacion mitotica mediados por HR se llevan a cabo con la

participacion de los genes del grupo epistatico RADS52 (Symington., 2002).

16. GENES DEL GRUPO EPISTATICO RADS2.
Los eventos de HR requieren la participacion del grupo de genes del grupo de epistasis
de RADS52 que comprende a RADS50, RADS5I, RADS52, RAD54, RADS57, RADSY,
RDH54/TIDI, MRE11 y XRS2. También se requiere de las endonucleasas Exol, Sael,
Rad1-Rad10, helicasas (Sgsl, Srs2), topoisomerasas (Top3), polimerasas (Pol32) y
ligasas (Rich et al., 2000; Pardo et al., 2009). Estos genes han sido identificados en
muchas eucariotas, procariotas y arqueas, lo que indica que estos estan altamente
conservados. Se encuentran implicados en la reparacion DBSs causados por SPO!!
durante el proceso de recombinacion meidtica y participan en los procesos de
reparacion y recombinacion mitdtica y en el mantenimiento de los teldmeros (

Symington., 2002; Berit ef al., 2004).

Las proteinas Rad51 y Rad52 son muy importantes y por tanto su ausencia causa
defectos graves en la recombinacion mitdtica y la reparacion de DNA dafiado. Los
mutantes rad52 presentan defectos mayores, que los mutantes en cualquier otro gen.
Rad51 esta implicado en la invasién de banda y por tanto es esencial para los procesos
que requieren esta etapa, tal como DSBR, SDSA, y la mayoria de eventos BIR. Sin
embargo no es requerido, e incluso puede resultar inhibitorio para SSA. Rad52 tiene dos
funciones: Cataliza la formacion del nucleofilamento de Rad51 al sustituir RPA por
Rad51, y tiene actividad de apareamiento de bandas. RAD54, RAD55 y RAD57 son
pardlogos de RADS51 y ayudan a su actividad. RAD59 es un pardlogo de RAD52 y ayuda
en funciones SSA. Los mutantes en genes RAD son muy sensibles a Radiacion ionizante
y se ahi su nombre (Mortensen, ef al., 1996; Shinohara., 1998; Song y Sung , 2000).

Se ha observado que alteraciones de estos genes ocasionan defectos en los eventos de
recombinacion, lo cual evidencia que los procesos de reparacion de la doble hebra
(DSBR) y la recombinacion homdloga se encuentran vinculados (Symington., 2002).

Los ortologos de RADS51 en S. pombe son codificadas por los genes rip355 y rph57, que
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se comportan de la misma manera que sus ortélogos en S. cerevisae (Berit et al., 2004;

Kans et al., 2001; Lovett et al., 1994).

17. RECOMBINACION HOMOLOGA.
Cuando HR tiene lugar entre cromosomas homoélogos o secuencias repetidas dispersas
por todo el genoma se generan LOH o reordenamientos cromosdmicos respectivamente
(Pardo et al., 2009; Lisby et al., 2005). La recombinacion homdloga ocurre como

resultado de la accidon secuencial de proteinas HR, tal como se describe a continuacion

(Berit et al., 2004):

La hidrolisis de los extremos 5° del DSB por endonucleasas dejan extremos
3 'protuberantes. Después RPA se une a DNAss para evitar la formacion de estructuras
secundarias. Rad52 recluta Rad51 y cataliza la sustitucion de RPA por Rad51 para
formar el nucleofilamento Rad5I. El nucleofilamento Rad51 localiza un donador
homoélogo. Rad51 y Rad 54 remodelan la cromatina, y el nucleofilamento Rad51 invade
y desplaza una de las cadenas del receptor y origina un diplex de DNA con la otra

cadena.

Se han descrito al menos cuatro rutas de HR: SDSA ( Syntesis-Dependent Strand-
Annealing), DSBR (Double Strand Break Repair), BIR (Break- Induced Replication) y
SSA (Single- Strand Annealing). Las dos primeras son conservativas, mientras que las
otras dos resultan en pérdida de informaciéon (Berit et al., 2004; Symington., 2002;

Krejci et al., 2002).

21



)
<@
TN

v

\, ¥

| I N R S

——
I =
LI

m‘__ 3‘-’«7\11: a Los extremos de la DSB8 son reseccionados para dejar expuestos los extremos
S8 3 3', estos son protegidos por RPA que recluta a RadS2 para la interaccién con
) 0 O A RadS51 y la formacién del filamento nucleoproteico de ssDNA-Rad51 .

‘ kN u»éE‘ . » Elfilamento formado por Rad51 localiza un donante homologo y con la ayuda
IEB.. 3

de Rad54 provoca una remodelacién de la cromatina, desenrollando el DNA y
0 0 N | haciendo el intercambio con la hebra homologa.

© Eneste proceso se genera una banda que sirve de sustrato para RPA y RadS52
formando una estructura llamada D-loop .

Rad51 es desplazada por la accién de RadS4 y el extremo 3'de la banda
invasora se convierte en sustrato para la elongacién por las accion de las DNA
Pol.

-9

\ Luz Uv
MMS
v Rads? e RadS4
CPT
& RPA © Radsl
BLM

Fig 6. Rotura de la DSB de DNA cuando se expone a agentes como Luz ultravioleta,
Camptotecina, Bleomicina y MMS.
e DSBR

Los extremos de la DBS son convertidos en extremos 3’de cadena sencilla por la accion
de endo- y exo-nucleasas los cuales, tras recubrirse de Rad51, pueden iniciar la
invasion del duplex homologo. El extremo 3'que ha invadido el duplex intacto es
extendido mediante la sintesis de DNA utilizando de molde la cadena complementaria
del duplex donador. La otra cadena del donador es desplazada y puede llegar a capturar
el segundo extremo de la DBS, posibilitando la formacion de una segunda estructura de
Holliday (dHJ). La banda desplazada sirve de molde para la extension del segundo

extremo 3’que serd ser elongado por la polimerasa (Symington, 2002).

* SDSA
La invasion de banda se produce de la misma manera que lo ocurrido en la DSBR, el
bucle se forma por la invasion y puede extenderse por la sintesis de DNA de la cadena
elongada o puede migrar con el DNA recién sintetizado. Después del desplazamiento
del duplex donador, la cadena naciente (la que invade) es desplazada y se reasocia con
el extremo terminal 3’de cadena sencilla del segundo extremo (no invasora) para que se
complete la reparacion mediante la sintesis de DNA a partir de dicho extremo 3°. La
diferencia entre estos dos modelos estriba en que la cadena que no invade puede ser
elongada mediante la sintesis de DNA, sin utilizar como molde el bucle formado en la

invasion del duplex intacto (Symington, 2002). SDSA solo puede resultar en conversion
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génica sin cross-over, mientras que DSBR puede originar conversion génica sin o con

Crossover.

e BIR
Este modelo se caracteriza porque después de la invasion de la cadena, con el extremo
3'no hay captura del segundo extremo de la rotura por haberse perdido de alguna
manera (Paques y Haber, 1999). En este caso, la sintesis de DNA continua hasta el final
de la molécula (Symington, 2002). Por lo tanto en este proceso, se produce la perdida
de las secuencias distales a la rotura y estas mismas son remplazadas por la secuencia de
la cadena donadora (Symington, 2002). Este proceso de intercambio no reciproco de
material genético, es conocido por ser importante en el mantenimiento de los telomeros

en ausencia de telomerasa (Teng et al., 2000).

18. EL PAPEL DE Rad51 EN LOS EVENTOS DE RECOMBINACION.
El gen RADS51 codifica para una proteina, que tiene una alta homologia con el dominio
catalitico de RecA de las bacterias. En E. coli RecA, es la proteina mas importante para
que se lleven a cabo eventos HR y una vez purificada promueve in vitro el alineamiento
de la doble hebra. Rad51 estd conservada en todas las eucariotas. El extremo N-terminal
de 100 aminoacidos tiene capacidad de unirse a DNA e interaccionar con otras
proteinas. RADS51 se une con mayor afinidad a DNA de cadena sencilla, con cualquier
secuencia sin importar la composicion de bases. La union de RAD5] a DNAss para
formar el nucleofilamento requiere de la hidrolisis de ATP (Donovan et al., 1994).
RADS51 puede actuar de manera individual o en asociacion con RADS52, RAD54, RADS5S5
y otras proteinas pertenecientes al grupo de genes epistatico RADS52, mediante su
extremo N-Terminal, se puede unir e interaccionar con el extremo C-terminal de Rad52

(Milne et al., 1997; Clever et al., 1997; Symington., 2002).

19. EL PAPEL DE Rad52 EN LOS EVENTOS DE RECOMBINACION.
La proteina Rad52 de S. cerevisiae muestra una alta similitud de secuencia con sus
ortdlogos de otras especies eucariotas, y estd especialmente conservada en sus 200
residuos de su extremo N-Terminal. Este dominio de Rad52 tiene funciones que le
permiten reparar los DSB entre repeticiones directas, de manera independiente de
Rad51 (Milne ef al., 1997; Symington ef al., 2002). El extremo C-Terminal, es capaz de

interaccionar con Rad51 para la formacién del nucleofilamento. Rad52 forma un
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multimero, en forma de anillos que parecieran formar un molinete el cual tiene un canal

intermedio (Rijkers et al., 1998; Ranatunga et al., 2001; Boundy-Mills et al.,1993).

20. TRATAMIENTOS NO QUIRURGICOS DEL CANCER.
Existen agentes que dafian el DNA los cuales son utilizados en tratamientos no-
quirargicos del cancer. Estos agentes, que incluyen la radiacion ionizante (IR) y drogas
como bleomicina (BLM) y camptotecina (CPT) atacan principalmente las células en
proliferacion y por tanto son parcialmente selectivos. Sin embargo, la inmunosupresion
que acompafia a estos tratamientos, dispara la patogénesis de microorganismos
oportunistas como C. tropicalis. La IR causa un pequeiio nimero de DBSs letales, bases
oxidadas, sitios abasicos y SSB terminados en esteres 3'- fosfoglicolato, los cuales si
estan presentes en clusters causan DSBs (Datta et al., 2011). La BLM genera sitios
abésicos 3'- oxidados y DSBs con terminaciones 3’- fosfoglicolato (Chen et al., 2008;
Povirk et al., 2007; Murai et al., 2012). La Camptotecina (CPT) en forma de sus
derivados Topotecan e Irinotecan, se utiliza en el tratamiento para el cancer colorectal,
de pulmon y de ovarios. El tratamiento con CPT no interfiere con la progresion del ciclo
en la fase S o en la entrada hacia la fase G2. Por tanto, no induce el checkpoint intra S y
el dafio acumulado durante la replicacion se repara en la fase G2 (Rendon et al., 2003).
La CPT estabiliza los intermediarios transitorios de la union Topl-DNA durante
transcripcion o replicacion del DNA, causando principalmente cortes de cadena sencilla
(SSB) (Cortés-Ledesma., 2009). Si no son reparadas, las SSBs estas se convierten en
DSBs al colisionar con la horquilla de replicacion durante la siguiente fase S del ciclo

celular.
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ANTECEDENTES

“En C. albicans, los mutantes nulos de RADS5] o RADS52, asi como sus mutantes
condicionales en condiciones de represion, mostraron una morfologia filamentosa que
se ha atribuido a la acumulaciéon de DSB, la parada en el ciclo celular, y la polarizacion
del crecimiento (Andaluz et al., 2006). Los homocigotos nulos Carad52 son mas
sensibles que los homocigotos nulos de Carad5! a la radiacion ultravioleta; sin embargo
esta diferencia entre la sensibilidad de ambos mutantes no es significativa, lo que
sugiere que la reparacion de DSBs utiliza de manera preferencial la via dependiente de
RADS51. Por el contrario, los mutantes nulos Carad52 son mucho mas sensibles MMS,
bleomicina y camptotecina, en comparacién con los mutantes nulos de rad51, lo cual
sugiere que RADS52 cumple un papel muy importante durante el proceso de reparacion
del dafo causado por la exposicion a estos agentes. Los resultados obtenidos por el
grupo de investigacion indican que al ser C. albicans un organismo diploide, siempre
tiene un homologo para reparar mediante HR, y por tanto estos procesos se han
convertido en esenciales en la biologia del patogeno. La reparacion por NHEJ, es mas
apropiada para organismos en fase haploide, ya que si estdn en G1, no existe un donador

para efectuar reparacién por HR”.

Puesto que Candida tropicalis se ha posicionado como un patégeno emergente, en el
grupo de investigacion nacié el interés por estudiar la variabilidad y adaptabilidad
genética de este microorganismo. En el primer trabajo se observo variabilidad en los
cariotipos de aislados clinicos de C. tropicalis procedentes de diversos Estados de la
Republica (Cuevas y Bellido., 2012), y posteriormente se obtuvieron mutantes nulos
rad51 cuya caracterizacién indicé que presentaban “crecimiento lento y una morfologia
filamentosa” en comparacién con la cepa tipo MYA-3404, en una caracterizacion
preliminar (Hernandez., 2012). En 2012, Espinosa Texis construyé el mutante

heterocigdtico RADS52/rad52::hisG en el fondo genético MY A-3404.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Las infecciones nosocomiales emergentes son un problema de salud publica, que
propicia que la estancia en el hospital del paciente sea mas prolongada y también eleva
los costos de estancia. Por ello es importante estudiar a los agentes etiologicos que

causan dichas infecciones. Entre ellos se encuentra C. tropicalis.

JUSTIFICACION.

Entre las infecciones nosocomiales causadas por hongos del genero Candida en los
pacientes oncologicos y de la unidad de cuidados intensivos, las mas frecuentes son las
causadas por C. albicans; sin embargo, en la Republica Mexicana y mas concretamente
en el estado de Puebla (Cortés., 2014), se ha incrementado significativamente la
frecuencia de las especies denominadas NCAC, de las cuales casi el 90% se han
identificado como C. tropicalis. Trabajos previos del grupo de investigacion han
indicado variabilidad en los cariotipos de C. tropicalis aisladas de diversos estados de la
Republica. Con base en estos resultados, creemos que al igual que C. albicans, C.
tropicalis puede sufrir cambios genéticos que contribuyen a la adaptacion del organismo
a diversos estreses, incluyendo la resistencia a antifungicos, con los cuales algunos de
estos pacientes pudieron haber sido tratados. Buena parte de los cambios genéticos
caracterizados en C. albicans implican recombinacion entre cromosomas homologos
para generar LOH o no homologos para generar translocaciones, dos procesos que son
dependientes de CaRADS51 y CaRADS52. La ausencia de estos genes en C. albicans
causa defectos en crecimiento, morfologia aberrante, alta sensibilidad a genotoxinas,
pérdida y truncacidn espontdnea de cromosomas, y atenuacion o pérdida de virulencia.
Por tanto la interferencia con sus funciones podria ser diana de nuevos antifingicos.
Dado el incremento en la incidencia de C. tropicalis, hemos decidido ampliar estas
investigaciones, caracterizando CtRADS51y CtRADS52. A tal efecto hemos obtenido los
mutantes nulos, los cuales se han caracterizado en cuanto a crecimiento y morfologia,
asi como por su sensibilidad a genotoxinas tales como UV, MMS y a drogas utilizadas

en el tratamiento no-quirtrgico del cancer, como bleomicina y camptotecina.
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La plasticidad del genoma de C. tropicalis hace que los propios estreses puedan
ocasionar mutaciones o LOH. Para estar seguros de que los fenotipos observados
corresponden realmente a los mutantes nulos rad51 y rad52, es necesario generar los
respectivos reintegrantes a fin de verificar la reversion de la mutacion. En el presente
trabajo, presentamos la caracterizacion del reintegrante de RADS5I, y estamos
implicados en la generacion del reintegrante de RADS52. Adicionalmente, generamos un
doble mutante nulo rad5! rad52 para analizar relaciones epistaticas entre ambas

mutaciones.
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OBJETIVO GENERAL.

Caracterizacion de los genes CtRADS5I y CtRADS52 a través de la caracterizacion
fenotipica de los mutantes nulos rad5/ y rad52, y de los reintegrantes respectivos
rad51-Alrad51::RAD51 'y rad52-Alrad52::RAD52 en relacidbn a crecimiento,

morfologia y susceptibilidad a diversos agentes que danan DNA en Candida tropicalis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Generacion de mutantes nulos rad52 y rad51 rad52.
Generacion de un reintegrante RADS5 1.
Andlisis de la susceptibilidad de estos mutantes a agentes que dafian DNA: UV,

MMS, BLM y CPT.

HIPOTESIS.
Los genes RAD51 y RADS5?2 juegan un rol importante en los eventos de recombinacion
que generan LOH y/o translocaciones y por tanto adaptacion a estreses, asi como en

reparacion del dafo al DNA en C. tropicalis.
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C II. METODOLOGIA.
1. CEPAS UTILIZADAS.

Las cepas utilizadas se muestran en las tablas 1 y 2, la primera tabla muestra las cepas
utilizadas en este trabajo, los mutantes rad52AA, rad51AA rad52AA, RADS5I fueron
construidos para la realizacion de este trabajo. La cepa JM 109 fue utilizada para llevar

a cabo las transformaciones.

Cepa Genotipo

C. tropicalis (MAY3404) Cepa tipo

C. tropicalis Ura+ rad51::hisG::rad51::hisG-Ura3-hisG
rad51AA(10A2.1)

C. tropicalis Rad52 (TA1.1) Ura+ Rad52::rad52::hisG-Ura3-hisG

C. tropicalis rad52AA Ura+ rad52::hisG::rad52::hisG-Ura3-hisG

C. tropicalis rad52AA Ura+ rad52::hisG::rad52::hisG-Ura3-hisG

C. tropicalis rad51AA/rad52AA Ura+ rad51-AA/vad52::hisG::rad54::hisG-Ura3-hisG
C. tropicalis RADS51 Ura+ rad51::hisG::vad51::RADS51-Ura3-hisG
C. albicans (CAF2) Cepa tipo

C. albicans rad51AA (JGRS) Ura+ rad51::hisG::rad51::hisG-Ura3-hisG
C. albicans rad52AA (TCR2.1) Ura+ rad52::hisG::rad52::hisG-Ura3-hisG

Tabla 1. Cepas de Candida tropicalis y Candida albicans utilizadas en este trabajo.

Algunos de los mutantes fueron construidos para la realizacion de este trabajo.

Cepa Genotipo relevante

JM 109 RecAl endA1 gyrA96 thi hsdR17 (rk-,
mk+supE44A(lac-proAB) relAl)[F’traD36 proAB
laclg ZDM15] A-

Tabla 2. Cepa de E.coli utilizada en este trabajo.
2. MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO.

Los medios que se encuentran en la tabla fueron usados en este trabajo. Los cultivos de
levaduras se incubaron en medio YPD a 30° C y los cultivos liquidos en agitacion a 200
rpm. En el caso de medios de cultivo solidos se les adiciono un 2% de agar. Las
bacterias fueron crecidas a 37°C en medio solido se le adiciono 2% de agar
bacteriologico al medio y en medio liquido fueron crecidas en agitacién a 200 rpm, al

medio se le adiciono ampicilina a una concentracion de 1ug/ml.

32



Medio

Uso y referencia

LB (Luria-Bertani).

YPD (Yeast Peptone
Dextrose).

SC (Synthetic complete)

5’-FOA (5’-fluorootic
Acid).

Composicion

10g/L  Bactopeptona, 5g/L
extracto de

levadura, 10g/L  NaCl,
ajustado a pH de 7.5.

20g/L glucosa, 10g/L

extracto de levadura, 20g/L
peptona

Bactopeptona.

20g/L glucosa, 7g/L base
nitrogenada para levaduras
sin aminoacidos, 2g/L
mezcla de aminoacidos.
20g/L glucosa, 7g/L base
nitrogenada para levaduras
con aminoacidos, 1g/L acido

Medio rico para el cultivo de
bacterias (Miller, 1972)

Medio completo para el
cultivo de levaduras (Lodder
et al.,1970).

Medio de seleccion para
levaduras auxoétrofas para
algin aminoacido.

Medio de seleccion para
cepas Uri- de C. tropicalis.
(Boeke et al.,1984).

5’-fluororotico, 25mg/L. de
uracilo, 20g/L de agar.

Tabla 3. Medios y condiciones de cultivo.

3. PLASMIDOS UTILIZADOS EN ESTE TRABAJO.

Plasmido pMB7.
Tiene un tamafio de 6,7 Kb y procede del plasmido pUCI18 (Figura 16). Contiene el
casete URA-blaster, constituido por el gen URA3 de C. albicans flanqueado por dos

repeticiones directas del gen hisG de Salmonella typhimurium (Fonzi e Irwin, 1993).

Plasmido pMBX.
El plasmido pMBX (Fig 7) es una version modificada del plasmido pMB7, esta
modificacién consiste en la falta de una hisG, la cual se ha logrado al digerir el

plasmido pMB7 con la enzima de restriccion Xbal, para su posterior religacion.

Plasmido pLAS8.4.

El plasmido pLAS8.4 (Fig 8) fue obtenido por L.A Cuevas en 2012 usando la secuencia
XP_002548695.1, obtenida de la secuenciacion del genoma de MY A-3404 liberada en
2009. Se obtuvo DNA de la cepa parental C. tropicalis MYA-3404, con el fin de
amplificar los flanqueantes 5"y 3°, utilizando los iniciadores PF y PR para amplificar la
region promotora, estos iniciadores amplifican 496 pb, para amplificar la region

terminadora se utilizaron los iniciadores TF y TR los cuales amplifican 499 pb, se
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extrajo DNA plasmidico de la cepa JM 109 E. coli que contiene al plasmido pMB7, se
llevo acabo el procedimiento de ligacion entre el plasmido y el amplificado de la region
promotora de RADS52 que tiene un tamafio de 496 pb, para posteriormente transformar
en JM 109, extraer DNA plasmidico y realizar la segunda ligacion con el amplificado de
la region terminadora de RADS52 de 499 pb, se corroboro la construcciéon y se

transformo en C. tropicalis MYA-3404 Uri-.

Plasmido pV18.

El plasmido pVI8 ( Fig 9) fue construido en la realizacion de este trabajo, amplificando
el marco de lectura abierto completo (ORF), la secuencia fue obtenida del genoma que
fue liberado en 2009, el identificador es XM _002546063.1, para lo cual se extrajo DNA
de la cepa tipo C. tropicalis MYA-3404, se amplificé por PCR con los iniciadores Ct51F
y Ct51R, obteniendo un amplificado de 2.2 Kb aproximadamente, el plasmido pMBX
tiene un tamafio de 5055 pb, se realiz6 la ligacion entre el amplificado y pMBX con T4
ligasa, con el producto de ligacion se transformoé en JM 109 E. coli , se extrajo DNA
plasmidico para posteriormente digerirse con Sacl y HindlIIl, corroborar la construccion

y transformar en los mutantes rad51AA de C. tropicalis MYA-3404.

| Hindil

‘ Sall

Fig 7. Verificacion del plasmido pMBX. Se extrajo DNA plasmidico y se comprobé el
tamafio del plasmido.

Hir]dIII

Fig 8. Verificacion de la construccion pLAS8.4. Verificar la construccion pLA8.4 se
extrajo DNA plasmidico y se corto con las enzimas de restriccion Sacl y HindIIIL.
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Hindlll

Fig 9. Verificacion de la construccion del casete de reintegracion pV18. Se determino
la construccion extrayendo DNA plasmidico y digiriendo con las enzimas de restriccion
HindIII y Sacl.

4. TRANSFORMACIONES.

Transformacion en Candida tropicalis MYA-3404.

Para llevar a cabo la transformacion en C. tropicalis se utiliza el método del choque
térmico, en el cual las células levaduriformes son tratadas previamente con acetato de
litio segun el protocolo descrito por Walter y Wendland (2003). El inoculo es incubado
toda la noche en 20 ml de medio YPD, el cultivo lleg6 a fase estacionaria por la mafiana
y se refresco en 50ml de medio YPD se incubo hasta saturacion, se centrifugo a
3000rpm y se lavo con 25 ml de agua estéril, se paso a un tubo eppendorf y se lavo con
Iml de agua estéril, se retiro el sobrenadante y resuspendié en 1ml de acetato de litio,
se prepar6 la mezcla de transformacion con 100ul de las células en solucidon de acetato
de litio, 10ul de DNA carrier desnaturalizado a 95°C, DNA de casete de 50-100ul,
600ul de la solucion PEG/LiAc, vorteo e incubo toda la noche a 30°C, por la manana se
le dio un choque térmico 45°a 42°C, se centrifugo y lavo con 1ml de agua estéril y se
centrifugo, resuspendié y resembro en placas de Sc-URA para después incubar a 30°C

por 3 dias.

Transformacion en E. coli.

La transformacién en bacterias como E. coli fue descrita por Kushner en 1978, este
método esta basado, en llevar acabo el proceso de transformacion por choque térmico,
las células competentes fueron hechas previamente en el laboratorio y derivan de la
cepa JM 109, el DNA plasmidico para transformar se adiciono manteniendo la mezcla
en hielo durante 30 min, después de este tiempo se llevo a un choque térmico llevando

la mezcla de transformacion a 42°C por 45min, se afiadio a la mezcla 1 ml de medio LB
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y se incubo a 37°C por una hora, al cabo del tiempo la mezcla se centrifugo y se
resuspendieron las células en 0.2 ml de medio LB y se sembraron en placas de LB-

ampicilina las cuales se incubaron a 37°C de 12-18 h.

5. EXTRACCIONES DE ACIDOS NUCLEICOS.

Extraccion de DNA plasmidico.

Para la extraccion de DNA plasmidico se cultivo 3mL de LB + Ampicilina con E. coli
durante toda la noche hasta saturacion, se centrifugo a 12000 rpm durante 40 min y se
desecho el sobrenadante, se resuspendio en 100ul de solucién I vorteando y dejo 5
minutos a temperatura ambiente, se afiadieron 200ul de solucion II y se invirti6é con la
mano el eppendorf hasta que se formo una soluciéon mucosa, se incubo en hielo durante
5 min, se anadié 150ul de solucién III se mezclo por inversion y se puso en hielo por 5
min, se centrifugo a 12000 rpm por 5 min, se transvaso el sobrenadante y se afadieron
2.5 volimenes de etanol al 100% para precipitar el DNA, se resuspendio el pellet en
400ul de TE y anadi6 1ul de RNAsa e incubar 30 min a 37°C, afiadi6 5.3 ul de acetato
de amonio y 1ml de etanol al 100%. Se mezclo bien e incubo a -4°C de 40-45 min, se
centrifugo durante 5 min a 12000 rpm, se lavo con etanol al 70% y se dejo secar el

pellet, se resuspendi6 finalmente el DNA en 50-100ul de agua destilada.

Extraccion de DNA Genomico.

La extraccion de DNA gendmico se realiza creciendo un cultivo durante toda la noche
hasta saturacion, el cultivo se centrifuga a 3000 rpm durante 5 minutos usando tubos de
2ml, el medio se retira y las células se resuspenden y transfieren a un microtubo para
centrifugarse a 3000 rpm durante 5 min, resuspender el pellet en 250ul de breaking
buffer y 200 ul de glassbeads y transferir las células en suspensioén a un tubo nuevo,
afiadir 300 ul de PCI (Phenol/Chloroform/Isoamil), mezclar y vortear por 5°, afiadir 200
ul de TE y centrifugar a 12000 rpm por 5 min, lavar con 1ml de etanol a 70%, y dejar
secar el pellet, resuspender el pellet en 400 ul de TE y afiadir 1 ul de RNAsa e incubar
durante 30, a 37 °C, después afiadir 5.3ul de acetato de amonio y 1 ml de etanol al
100%, mezclar bien e incubar a -4 °C por 40-45, centrifugar durante 5’a 12000 rpm,
lavar con etanol al 70% y dejar secar el pellet, resuspender el DNA en 50-100 ul de

agua destilada.
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6. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR).

Los oligonucleotidos fueron suministrados por Biotools, las enzimas utilizadas para este
trabajo fueron las Taq polimerasas Phusion de Thermo SCIENTIFIC, Taq polimerasa
de Bioline y la NZYTaq DNA polimerasa de nzytech. Para las reacciones de PCR se
utilizaron 2.5ul de Oligos F y R, 5ul de buffer 10X 2ul de Mg Cl,, 0.5 ul de la enzima
Taq de Bioline, DNA gendémico 1 uL y cbp 50 uL de agua. Para las reacciones de PCR
se utilizaron 2.5uL de iniciadores F y R, 20uL de buffer 5X 2ul de Mg Cl,, 0.5 uL de
la enzima Taq Phusion de TS, DNA gendmico 1 ul y cbp 50 ul de agua.

Programa de PCR.

1. Etapa de inicio (3 minutos a 95°C).

2. Etapa de desnaturalizacion ( 30 segundos a 95°C).
3. Etapa de hibridacion (30 segundos, 50°C).

4. Etapa de elongacion (1 minuto por cada Kb a 72°C).
5. 30 ciclos (desde la etapa 2 a la 4).

6. Etapa de término (5 minutos a 72°C).

7. Ultima etapa 12°C -ox.

7. CLONACION DEL ORF DE RAD5]1.
El gen fue amplificado usando una polimerasa de alta fidelidad Phusion y los
iniciadores utilizados fueron Ct51 F y Ct51 R, los cuales poseen una secuencia de cote
con las enzimas de restriccion Sacl y HindIll, el fragmento amplificado es de

aproximadamente 2.2 kb.

8. PROTOCOLO DE LIGACION.

La ligacion se llevo acabo con la T4 Ligase de Thermo SCIENTIFIC, utilizando 1ul del
vector linealizado, 2 ul de DNA amplificado, 2 ul de la 10x T4 DNA Ligase Buffer, 1ul
de T4 DNA Ligase y agua cbp 20ul de volumen final.
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9. CONSTRUCCION DEL CASETE DE REINTEGRACION.

La construccién del casete de reintegracion pV18 se realizara la amplificacion del
marco de lectura abierta ORF de RADS5I, como lo explica en su apartado,
posteriormente se ligo este en el plasmido pMBX, para la posterior transformacion en
JM 109 y la extraccion de DNA plasmidico, mismo que después se digerira con las
enzimas de restriccion Sacl y HindIII y transformar en los mutantes rad51AA Uri- de C.

tropicalis MYA-3404.

10. CONSTRUCCION DE LOS MUTANTES rad52AA EN EL FONDO
GENETICO C. tropicalis MYA-3404.

Se interrumpid el gen RADS52 mediante la técnica del Ura-Blaster, consistentemente en
la substitucion secuencial de ambos alelos, el primer alelo fue interrumpido por
Espinosa Texis en el afio 2012, para dar lugar a la cepa heterocigotica TA1.1, en el 2014
fue interrumpido el segundo alelo en la realizacion de este trabajo, con un casete
reciclable pLA8.4 que contiene al marcador URA3, flanqueado por dos repeticiones

directas del gen hisG de Salmonella typhimurium. (Fonzi e Irwin 1993).

11. CONSTRUCCION DEL MUTANTE rad51AA rad52AA EN C. tropicalis
MYA-3404 MUTANTE rad51AA.

Se interrumpi6 el gen RADS52 mediante la técnica del Ura-Blaster, consistentemente en
la substitucion de ambos los alelos, con un casete reciclable que contiene el marcador

URA3, flanqueado por dos repeticiones directas del gen 4isG (Fonzi e Irwin 1993).
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Fig 10. Diagrama de reintegracion del gen RADS5 1 en mutantes rad51AA.

Sacl Hindlll

A= URA3 RT3
— 22

5-FOA

RP5° hisG RT3’

¢ |

Fig 11. Diagrama de Interrupcion del gen RADS52 en C. tropicalis MYA-3404 y en
mutantes rad51AA.

El casete de interrupcion se integré por recombinacion homologa, los transformantes
fueron seleccionadas en medio SC — Uracilo, para seleccionar los mutantes Ura', la
perdida del marcador URA3 tiene lugar por la recombinacidon intracromosémica y
misma que fue inducida por el crecimiento del transformante en medio rico y
seleccionada en medio 5-FOA, para interrumpir el segundo alelo se siguié el mismo
protocolo, el esquema muestra los sitios de corte para las enzimas HindIIl y Sacl

(Figura 11).
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De la misma manera el casete de reintegracion se integro por recombinacion homologa,
y el marcador URA3 vuelve a estar presente en los mutantes rad51AA, estos
transformantes se han seleccionado en medio SC —URA, para su posterior crecimiento

en medio rico, a estos transformantes no se les induce la perdida del marcador URA3
(Fig 10).

12. ANALISIS FENOTIPICO BASICO.
Analisis macroscopico y microscopico.
Las cepas de Candida tropicalis que se muestran en la tabla 1 se cultivaron en medio
YPD liquido a 30° por 24 horas en agitacion constante y se incubaron a 30°C por 18
horas. Se tomaron 3ul del cultivo se colocaron en un portaobjetos. Se cubrieron con un

cubreobjetos y observar al microscopio y documentar mediante fotografias.

w
€
v

Cuitiva en medic i X Observacién de la
YEPOD liquido. morfologia microscépica
con el objetivo 60X.

MYA 3404
Reintegrante RAD51
rad5144 )
rad5244 )
rad51A4/rad5244

Fig 12. Anélisis Microscopico.

Para el analisis macroscopico se ajusto la OD del cultivo liquido a 0.05 con agua estéril,
hacer dos diluciones 1:10 y sembrar aproximadamente 300 células, en medio YPD
solido e incubar a 30°C por 48 horas y observar al microscopio y documentar mediante

fotografias.
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Fig 13. Analisis Macroscopico.

Analisis de la velocidad de crecimiento.

Las cepas de Candida tropicalis que se muestran en las tabla 1 se cultivaron en medio
liquido YPD a 30° hasta llegar a la fase estacionaria, en medio YPD se coloco un
inoculo del cultivo de 24 horas y se ajustaron a un OD de 0.01 un volumen de 50ml y
se incubaron en agitacion y a 30°. Cada media hora tomar una alicuota de 100ul de
medio de cultivo y diluir en 950ul de medio agua estéril, medir la absorbancia a 600nM

en el espectrofotometro y registrar las mediciones hasta alcanzar una OD de 1.

7/

100 /

| rm
$00ul
Cultivo en medic K0
YEPD liquide.
U ovoes
_ MYA 3404 Medir la densidad
Reintegrante RAD51 éptica de cada cultivo
rad5144 cada 30 min por 10 h.
rad5244 .
rod51A4 rad5244

Fig 14. Analisis de velocidad de crecimiento.
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Analisis de invasividad en agar.
Las cepas de Candida tropicalis que se muestran en la tabla 1 se cultivaron en medio
YPD liquido a 30° por el periodo de 24 horas en agitacion constante y se ajusto el
cultivo liquido a una OD de 0.05, se hicieron dos diluciones seriadas 1:10 y se
sembraron aproximadamente 300 células en medio YPD so6lido y se incubo a 30°C por
48 horas. Se utilizo agua estéril para retirar el exceso de crecimiento de la placa de
manera muy cuidadosa tratando de que la superficie del agar quede intacta para poder

observar el estado del agar YPD y se documento mediante fotografias la integridad del

//
»
/
| -
[ 1004 1004
; ' 4 ' 4
|
|
|
D.0.0.05 900wl 900wl
1ml H0 HO
Cuitiva en medio )
YEPO liquido.
(
MVYA 3404 |
Reintegrante RAD51 ‘
rad5144 \ @
rad5244 \\ o "
rad51AN/fod5208 P Lavar con agua destilada y retirar

el exceso con algodén.

Fig 15. Analisis de invasividad en agar.

13. ANALISIS DE SENSIBILIDAD A AGENTES QUE DANAN EL DNA.

Analisis de sensibilidad a la radiacion ultravioleta.

Las cepas de Candida tropicalis que se muestran en las tabla 1 se cultivaron en agar
YPD a 30° hasta llegar a la fase estacionaria. Se preparo agar YPD, se medio la OD a
600nM del cultivo, y se ajusto la OD del cultivo a 0.05 de absorbancia y se realizaron 5
diluciones seriadas 1:10. Se sembraron con ayuda de una asa de vidrio en césped
aproximadamente 300 células y se expusieron a radiaciéon UV las placas con 10,15,20 y
30 J/m® de intensidad, se envolvieron en papel aluminio las cajas inoculadas para evitar
su exposicion a la radiacion UV y se incubaron por 48 horas a 30°C las cajas con agar
YPD, MMS, CPT y BLM. Se contabilizaron las CFU en cada caja y sacar un promedio
del conteo para obtener el % células sobrevivientes.
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Fig 16. Analisis de sensibilidad a Luz Ultravioleta.

Analisis de sensibilidad a MMS, Camptotecina y Bleomicina.
Las cepas de Candida tropicalis que se muestran en las tabla 1 se cultivan en agar YPD
a 30° hasta llegar a la fase estacionaria, se preparo agar YPD para las diferentes
concentraciones de MMS 0.005%, 0.015%, CPT 0.5pg/ml, 0.025pug/ml 6 BLM 1pg/ml,
2.5ug/ml cuando este se agrego el agente y plaqueo, se dejaron gelificar las placas
(cuidar de la exposicion a la luz y el calor a las placas. Se midi6 la OD a 600nM del
cultivo, y se ajusto la OD del cultivo a 0.05 de absorbancia y se realizaron 5 diluciones
seriadas 1:10, se sembraron 3l de cada una de las diluciones en una placa marcada y
que contiene el agente y se envolvieron en papel aluminio las cajas inoculadas para
evitar su exposicion a la luz y la degradacion del MMS y se incubo por 48 horas a 30°C
las cajas con agar YPD, MMS, CPT y BLM. Se contabilizaron las CFU en cada caja y

se calculo el promedio del conteo para obtener el % células sobrevivientes.

100wl 100u! 100ut 100u! 100ul
/ o1 900y 900! S00ul 900u! 004l
ml H.0 H,0 K,0 H.0 K0

Cultivo en medic
YEPD liquide.

MYA 3404

MYA 3404
Reintegrante RAD51 Orop test
rad5144
rad5244
rod5144 rad5244

Placa de agar YEPD con MMS al 0.005%,
0.015%, CPT G:5/m,0.025ug/mi & BLV
2ygfmi, 2.5ug/ml.

Fig 17. Analisis de sensibilidad a MMS, CPT y BLM.
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Analisis de sensibilidad a MMS.

Las cepas de Candida tropicalis que se muestran en las tabla 1 se cultivaron en agar

YPD a 30° hasta llegar a la fase estacionaria, se preparo agar YPD para las diferentes

concentraciones de MMS 0.005%, se agrego el agente y plaqueo, se dejaron gelificar

las placas (cuidar de la exposicion a la luz y el calor a las placas, medir la OD a 600nM

del cultivo y ajustar la OD del cultivo a 0.05 de absorbancia y se realizaron 2 diluciones

seriadas 1:10, sembrar 50,75 y 100ul de cada una de los en una placa marcada con la

concentracion de MMS, se envolvieron en papel aluminio las cajas inoculadas para

evitar su exposicion a la luz y la degradacion del MMS y se incubaron por 48 horas a

30°C las cajas con agar YPD y MMS. Se contabilizaron las CFU en cada caja y calculo

el promedio del conteo para obtener el % células sobrevivientes.

Cultivo en medie
YEPD liquide

MYA 3404
Reintegrante RAD51
rad5144
rad5244
rod5144 red5244

Fig 18. Analisis de sensibilidad a diferentes Concentraciones de MMS.
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14. INICIADORES UTILIZADOS EN ESTE TRABAJO.
Iniciadores para la amplificacion del ORF de RADS51 en C. tropicalis.

Iniciadores Amplificacion del ORF RADS51

Ct51F 5- CCC AAG CTT AGG ATT GAT GGT GGT AAG AC-3

Ct51R 5- ACG CGT CGA CGG TGT ATG TCG TGT AAT TTG G-3

Iniciadores para comprobar la interrupcion de RADS52 en C. tropicalis.

Iniciadores Comprobacion de la interrupcion
Ct52F 5- TAG AAT ACA GGG GAA AAT AAG AGG -3
URA 2 5- CGA ATC AAT GGC ACT ACA-3

Iniciadores para la comprobacion de la perdida de marcador URA3 en C. tropicalis.

Iniciadores Comprobacion de la perdida del marcador Ura
Ct52F 5- TAG AAT ACA GGG GAA AAT AAG AGG -3
Ct52R 5- GCG CGT GAG AAG AAG AAA AAC-3

Iniciadores para la comprobacion de la perdida del gen RADS52 en C. tropicalis.

Iniciadores Comprobacion de la perdida del gen
Ct52F 5- TAG AAT ACA GGG GAA AAT AAG AGG -3
Ct52 1 5- CGC CAA ATT CAA TGC TCG CCA GCC-3
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C II1. RESULTADOS

1. OBTENCION DE LOS MUTANTES EN EL FONDO MYA3404 DE C.
tropicalis.

1.A. CONSTRUCCION DEL REINTEGRANTE RAD51 EN C. tropicalis

En primer lugar, se incorpord el ORF de RADS5I de C. tropicalis MYA3404 en el
plasmido pMBX, derivado de pMB7 (Fonzi e Irwin, 1993), al que se le habia sustraido
una copia de hisG. La region de RADS5I fue amplificada por PCR utilizando los
iniciadores Ct51F y Ct51R y como molde DNA de la cepa tipo MYA3404. Los
iniciadores contienen secuencias diana para las enzimas de restriccion Sacl y HindlIll, lo
cual permite la clonacidén con la orientacion deseada en los sitios correspondientes del
vector pMBX. El fragmento de RADS51 amplificado se ligé al vector PMBX utilizando
la DNA ligasa de bacteriofago T4 (Fermentas), y la construccion resultante se utilizo
para transformar la cepa JM109 de E. coli. En la figura 19 se muestra el casete de
reintegracion de CtRADS 1.

Sacl 4.6 Kb Hindlll

L I‘ hisc | uraz K RADS1 I>J

5 kb
2.2 kb

Fig 19. Construccion del casete de reintegracion de rad5 1 en c. tropicalis.

El casete de reintegracion se liberod del vector (pV18) con las enzimas de restriccion
Sacl y Hindlll dando como resultado 2 bandas, una de 5 kb que corresponde a la
construccion (hisG-URA3-RADS51) y otra de 2.2 kb correspondiente al resto del
plasmido (Fig.19). El fragmento de 5 kb (casete de reintegracion), una vez purificado,

se utiliz6 para transformar los mutantes nulos Ctrad5 1.
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Sacl Hindlll

_ hiss DY Rads1

5 kb
| RP5 |  hisG | RT3 |
5.2kb
| RP5" |  hisG | RT3 |

URA3 Rad51

1.7 kb

| RP5 |  hisG | RT3 |

Fig 20. Diagrama de reintegracion de RADS51 en C. tropicalis.

El casete de reintegracion se integra por recombinacion homologa en el genoma de C.
tropicalis. Los transformantes fueron seleccionados en medio SC —Uracilo y

posteriormente crecidos en medio rico YPD.

a5 Hindlll

L AL J
a) bw

a) Marcador de peso molecular.
- b) Comprobacién del reintegrante
Ura+.

Fig 21. Verificacion del reintegrante RADSI (rad51::hisG/rad51::RADS 1-ura3-hisG)
en C. tropicalis.

La reintegracion en los transformantes se verifico por PCR utilizando los iniciadores
Ct51F y URA2. Como se indica para uno de ellos en la Figura superior 21 se obtuvo la
banda esperada de aproximadamente 1.7 kb. Notese que el marcador URA3 vuelve a

estar presente en el reintegrante rad51/RADS 1.
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2.A. COMPROBACION DEL CASETE DE INTERRUPCION DE Rad52 EN EL
FONDO GENETICO MYA-3404.
En primer lugar, verificamos la liberacion correcta del casete de interrupcion del gen

RADS5?2 clonado en el vector pLAS.4.

Sacl 5.5Kb Hindlll

|—| wraos2 | hisG | URA3 [ hi RT RADS2 J

a) Marcador de peso molecular.

b) Casete de interrupcién
digerido con las enzimas de
restriccién Hindlll y Sacl.

Fig 22. Verificacion del casete de interrupcion de RADS52 con sus regiones promotora y
terminadora clonado en el plasmido pMB7. Abajo, verificacion de la construccion.

Para ello, se digiri6 el DNA plasmidico (pLAS8.4) con las enzimas de restriccion Sacl y
HindIll. Como se indica en la Fig. 22, este tratamiento originé las dos bandas

esperadas: una de 5.5 kb (casete) y otra 2.8 kb (resto del plasmido).

3.A. GENERACION DE MUTANTES NULOS Ura" rad52::hisG/rad52::hisG-
URA3-HisG.

Se llevo a cabo la interrupcion secuencial del gen RAD52 en ambos alelos. Como se ha
comentado, en este trabajo se interrumpio el segundo alelo, ya que se parti6 de una cepa
heterocigdtica Ura- (RADS52/rad52::hisG) denominada TAl.1 previamente generada
por Espinosa Texis en 2012. En la Figura 25 se esquematiza la integracion del casete de
interrupcion por HR para obtener el mutante heterozigético, utilizando el casete
construido por Cuevas en 2012. Para obtener el mutante heterozigdtico Ura-, se pasaron
los heterozigdticos URA3 por placas de acido 5-fluoro-orotico (5-FOA) + uracilo, tal
como se indica en la Figura 25. Los segregantes Ura™ se utilizaron para la interrupcion
del segundo alelo RADS52. Para ello, se transformaron nuevamente con el casete de
disrupcion y los transformantes Ura” fueron seleccionados en medio SC —Uracilo,
procediéndose a continuacion a su verificacion. Estos pasos se describen en detalle en el

apartado 4.
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=2.2 Kb

2.2kb

Fig 23. Verificacion de los mutantes nulos rad52::hisG/rad52::hisG-URA3-hisG.

Seleccionamos dos transformantes URA3 independientes, los cuales fueron verificados
mediante PCR utilizando los iniciadores Ct52F y URAZ2. Dichos iniciadores
amplificaron la banda esperada de 2.2 kb (Figura 23).

3.B. GENERACION DE MUTANTES NULOS Ura" rad52::hisG/rad52::hisG.

a) b) ¢ d

vras I RIS
res I RT3

— e
No existe

=1.1

Fig. 24 Diagrama de interrupcion y verificacion del mutante nulo Ura-, (a) Marcador de
peso molecular, (b) cepa tipo MYA3404, (¢ y d) mutante rad51-AA /rad52::hisG/
rad52::hisG banda de 1.1 kb.
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Para obtener el mutante nulo Ura’, se pasaron los mutantes nulos URA3 por placas de
acido 5-fluoro-orético (5-FOA) + uracilo, tal como se indica en la Figura 24. Se utilizo
los iniciadores Ct52F y Ct52I un iniciador interno del gen RADS52 para verificar la
interrupcion de Rad52 y la perdida del marcador URA3.

4.A. DISRUPCION DEL PRIMER ALELO DE RAD52 EN EL FONDO rad5I-AA.

Se utilizd6 la misma estrategia descrita en el apartado 3. Dos transformantes
RADS52/rad52::hisG-URA3-hisG correctos (ver apartado 3), se crecieron en medio rico
YPD para la estimulaciéon de la pérdida del marcador URA3. Los segregantes Ura’
fueron seleccionados en medio 5-FOA, para obtener el heterozigético
RADS52/rad52::hisG el cual se verifico por PCR utilizando los iniciadores Ct52F y
Ct52R. Puesto que la banda del alelo silvestre (RADS52) tiene el mismo tamafio que la
del interrumpido rad52::hisG el producto de PCR fue digerido con la enzima de
restriccion BamHI, que escinde el alelo rad52::hisG (al existir un sitio para esta enzima
en hisG), pero no RAD52, en dos bandas de 1.8 kb y 1.1 kb respectivamente (Figura
25).

Por tanto, el producto de PCR del genoma del mutante deberd contener, ademds de

ambas bandas, una adicional de 2.9 kb correspondiente al alelo silvestre (RADS?2).

Sacl

Hindlll

s I e hss |

|

55kb

L ]
2.9Kb |

1.8Kb

29kb

22kb

l |
Cres ITE RS
18k ) b

R

5-FOA

I |

Fig 25. Diagrama de interrupcion de un alelo y Verificacion del transformante
heterocigdtico rad52, marcador de peso molecular (a), cepa tipo MYA-3404 gen
silvestre (b), mutantes heterocigdticos rad52 (c y d), mutante incorrecto(e) .
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4.B. GENERACION DEL MUTANTE NULO Ura+ rad51-AA rad52::hisG/
rad52::hisG-URA3-hisG.

A continuacién, en el mutante obtenido descrito en el apartado anterior (rad5I1-AA
RADS52/rad52::hisG) interrumpimos el segundo alelo RADS52, siguiendo la misma
estrategia. Se utilizaron dos mutantes independientes, los cuales se transformaron con el
casete de interrupcion de RADS52. Los transformantes se seleccionaron en medio SC —
uracilo. Un mutante proveniente de cada tipo parental se comprobé6 mediante PCR

utilizando los iniciadores Ct52F y URA2.

a) b)

2.2 Kb 1 |

Fig 26. Diagrama de interrupcion del segundo alelo y comprobacion del doble mutante
por PCR, marcador de peso molecular (a) y mutante rad51-AA /rad52::hisG-URA3-
hisG/ rad52::hisG (b) banda de 2.2 kb.

En la figura 26 se muestra la comprobacion por PCR de la interrupcion del segundo
alelo de RADS52 en el mutante rad51AA, para obtener el doble mutante rad5l-AA
rad52::hisG/ rad52::hisG-URA3-hisG. Como cabia esperar los iniciadores Ct52F y
URA2 amplificaron una banda de 2.2 kb que apareci6 como consecuencia de la

interrupcion del alelo residual RAD52 con el mddulo hisG-URA3-hisG.
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4.C. GENERACION DEL MUTANTE NULO Ura+ rad51-AA rad52::hisG/
rad>52::hisG.

No existe

Fig. 27 Diagrama de interrupcion y verificacion del mutante nulo Ura-, (a) Marcador de
peso molecular, (b) cepa tipo MYA3404, (C) mutante rad51-AA /rad52::hisG/
rad52::hisG banda de 1.1 kb.

Para obtener el mutante nulo Ura’, se pasaron los mutantes nulos URA3 por placas de
acido 5-fluoro-orotico (5-FOA) + uracilo, tal como se indica en la Figura 27. Se utilizo
los iniciadores Ct52F y Ct52I un iniciador interno del gen RADS52 para verificar la
interrupcion de Rad52 y la perdida del marcador URAS3 .
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5.A. CARACTERIZACION FENOTIPICA BASICA

1. ANALISIS DE LA VELOCIDAD DE CRECIMIENTO.

El analisis de la velocidad de crecimiento se realiz6 con la finalidad de analizar si las
mutaciones rad51 y rad52 alteraban la velocidad de crecimiento de la cepa parental. En
la figura 25 se muestra la variacion de la ODgg respecto al tiempo de las cepas MY A-
3404 (WT), el mutante nulo para RADS5! (rad51-AA), la cepa reintegrante para el gen
RADS51 (rad51/rad51::RADS51) obtenida en este trabajo, dos mutantes nulos
independientes de RADS52 generados en este trabajo (rad52-AA), y un doble mutante
nulo para los genes RADS51 y RADS52 (rad51-AA rad52-AA), generado también en este

trabajo.

Log,,0D600MM

o 100 200 300 400 500 600 700

Tiempo (min)

MY A3404
Rad51
rads1
rads52
rads2
rad51 rads2
Plot 1 Regr

omp40Oo

Fig 28. Analisis de la velocidad de crecimiento, se comparo la velocidad de crecimiento
de los mutantes, los resultados de la medicion de la ODggg se graficaron y se muestran
en la figura.

A partir de las curvas de crecimiento representadas en la Fig. 28, se calcularon tiempos
de generacion de 90 min para la cepa parental, 98 min para el reintegrante RADS51, 127
min para los mutantes nulos rad57-AA, 181 min para rad52-AA y 185min para el doble
mutante rad51-AA rad52AA. Nuestros resultados indican que HR es necesaria para
mantener una tasa normal de crecimiento. La restauracion del tiempo de generacion
silvestre tras la reintegracion del RADS5 1 en el mutante rad5 ] indica sin ambigiiedad que
el fenotipo de crecimiento lento es debido a defectos en HR. Ambos mutantes nulos
rad52AA se comportan de la misma manera y exhiben una velocidad de crecimiento
sensiblemente menor que rad5/AA, como corresponde al mayor protagonismo de
RADS52 en HR. El doble mutante rad51-AA rad52-AA se comportd de manera similar a
rad52AA, lo que indica que la mutacidn rad52 es epistatica a rad51 para el crecimiento

de C. tropicalis.
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2. CARACTERIZACION MICROSCOPICA.

Como se observa en la Fig. 29, en medio liquido YPD, la cepa tipo muestra solo células
levaduriformes, mientras que los mutantes rad51-AA y rad52-AA mostraron formas
aberrantes, que incluyen formas de levadura, y formas filamentosas que recuerdan
pseudohifas o hifas atipicas. Las formas filamentosas fueron mas finas y numerosas en
los mutantes rad52AA (c) o rad51-AA rad52-AA (d) que en el mutante rad51-AA (b)
que presentd filamentos muy engrosados y en menor cantidad. La reintegracion de

RADS reverti6 al fenotipo morfoldgico que fue indistinguible del silvestre (e).

ot
@V
I

)

Fig 29. Andlisis microscopico la morfologia celular de C. tropicalis MY A-3404 (a),
rad51-AA (b) , rad52AA (c), rad51-AA rad52AA(d) y RADS51(e) se crecieron en medio
rico YPD en agitacion durante 18 h, las células fueron fotografiadas con un microscopio
optico y el objetivo 40X.

Por tanto, RADS5I y, en mayor medida, RAD52 son necesarios para mantener la
morfologia celular de C. tropicalis. Adicionalmente, la mutacion rad52-AA es epistatica

a rad51-AA, ya que el doble mutante rad51-AA rad52AA presentd una morfologia

similar al mutante simple rad52AA.
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3. CARACTERIZACION MACROSCOPICA.

La caracterizacion microscopica se realizo utilizando un microscopio Optico y se ajusto
en el objetivo 6X. Las colonias de la cepa parental MY A-3404 son lisas, con borde bien
definido, blanquecinas, y brillantes, mientras que las colonias del mutante rad5/-AA no
tienen un borde definido, y ademas son opacas. Las colonias formadas por los mutantes
rad52-AA y el mutante rad51-AA rad52-AA fueron similares, con bordes lobulares y
aspecto cordiforme o lobular. El reintegrante RADS5] muestra una morfologia muy

similar a la de la cepa parental, lo que indica reversion de la mutacion.

Fig 30. Analisis macroscopico de las cepas de C. tropicalis MY A-3404(a), rad5 1-AA(b),
rad52AA (c) y rad51-AA rad52-AA (d) y RADS1 (e) estas colonias fueron crecidas en
agar YPD y las fotografias fueron tomadas con un microscopio optico y el objetivo 6X.

La figura 31 muestra fotografias tomadas con un microscopio 6ptico y con el objetivo
4x para mostrar la morfologia colonial vista desde la parte inferior de las placas de agar
YPD. Estas fotografias nos permiten observar la formacion de filamentos que penetran
o invaden el agar por las colonias de los mutantes rad51-AA, rad52-AA, y rad51-AA
rad52-AA. En concordancia con la morfologia celular en medio liquido, los mutantes
rad52-AA y el doble mutante rad51-AA rad52-AA expresan una mayor cantidad de
filamentos invasivos que el mutante rad5I-AA, y el reintegrante RADS5] muestra una

morfologia similar a la de la cepa parental.
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Fig 31. Analisis macroscopico de C. tropicalis MY A-3404(a), rad51-AA (b) , rad52-AA
(c), rad51-AA rad52-AA (d) y RADS1 (e), estas colonias fueron crecidas en agar YPD
y las fotografias fueron tomadas con un microscopio 6ptico y el objetivo 4X.

3. ANALISIS DE INVASIVIDAD EN AGAR.

Para evaluar la invasividad en agar, células aisladas en agar YPD se incubaron a 30°C
durante 5 dias y se tomaron fotografias de las colonias resultantes. Posteriormente, las
colonias se lavaron placas con agua estéril, y se volvieron a fotografiar por la parte

inferior.

Fig 32. Analisis de invasividad en agar de las cepas MYA-3404 (a), los mutantes
rad51-AA (b) , rad52AA (c y d) y el mutante rad51-AA rad52-AA (e). Fila superior:
colonias de 5 dias de cada una de las cepas. Fila inferior: las mismas colonias, una vez
lavadas.
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La cepa WT no mostro ninguna invasividad en agar después de 5 dias de incubacion,
mientras que los mutantes rad51-AA, y, en mayor medida los mutantes rad52AA 'y
rad51-AA  rad52AA si muestran invasividad en agar. De nuevo, la reintegracion de

RADS5 1 revirtid la mutacion.

57



5.B. ANALISIS DE LA SENSIBILIDAD A AGENTES QUE DANAN EL DNA.
1. ANALISIS DE LA SENSIBILIDAD A RADIACION ULTRAVIOLETA.

La radicacion ultravioleta induce la formacion de dimeros de ciclopirimidina y (6-4)
fotoproductos en el DNA que son normalmente reparados por el sistema NER. Sin
embargo, HR también participa en la recuperacion de estas lesiones (Birrell et al., 2001;
Jang et al, 1995). En S. cerevisiae, Rad51 esta implicada en la reparacion acoplada a la
transcripcion de dafios por radiacion UV cuando estan presentes moléculas homologas
(Aboussekhra y Al-Sharif, 2005), y ambos Rad51 y Rad5?2 intervienen en la reparacion

postreplicativa de dafos inducidos por la radiacion UV (Gangavarapu et al., 2007).
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——-—w-——  rad51
— —A —--  rads2
—_— . — rads52
—_ —0— — rad51 rad52

Fig 33. Analisis de la sensibilidad a luz UV. Las cepas indicadas se sometieron a dosis
de 10,15,25 y 30 J/m’.

En primer lugar, se determind la supervivencia de las cepas MY A-3404 (cepa tipo), los
mutantes rad51-AA, rad52-AA, rad51-AA  rad52-AA, y el reintegrante RADS/,
mediante un ensayo de CFU, a dosis de luz Ultravioleta de 10-30 J/m”. El reintegrante
mostré una ligera sensibilidad a respecto la cepa parental, mientras que los mutantes
rad51-AA, y en mayor medida, los mutantes rad52AA y el doble mutante rad51-AA

rad52AA exhibieron una marcada sensibilidad a UV.
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2. ANALISIS DE LA SENSIBILIDAD A METIL METANO SULFONATO
(MMS).

El MMS es un agente alquilante que N-metila bases del DNA, especialmente N7-
metilguanina y N3-metiladenina que bloquean la progresion de la horquilla de
replicacion. Aunque estas lesiones se reparan preferentemente por el sistema BER,
existe evidencia abrumadora de que los mutantes HR son sensibles a MMS, lo que
sugiere que algunos dafios ocasionados por el MMS son reparados via HR (Wyatt and

Pittman, 2006 ).
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Fig 34. Analisis de la sensibilidad a tratamientos créonicos con MMS de las cepas
indicadas se sometieron a las siguientes concentraciones de MMS 0.005,0.010 y
0.015%.

Se determino la supervivencia de las cepas MY A-3404 (cepa tipo), los mutantes rad51-
AA, rad52-AA, rad51-AA rad52-AA, y el reintegrante RADS5 1, mediante un ensayo de
CFU a diferentes concentraciones de MMS (0.005- 0.010%). Nuevamente, los mutantes
rad51-AA, y en mayor medida rad52AA, mostraron una marcada sensibilidad diferentes
concentraciones de MMS. El doble mutante rad51-AA rad52-AA fue mas sensible que
rad52-AA, lo que sugiere la existencia de vias de reparacion de lesiones MMS que son
dependientes de Rad51 e independientes de Rad52. De nuevo, el reintegrante RADS51
mostro una ligera sensibilidad a MMS respecto a la cepa parental, sugiriendo
haploinsuficiencia (efecto de dosis génica).

Como complementacion al experimento de CFU (Fig. 34), se realizaron experimentos
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de dilucion seriada (drop test) (Fig. 35). Noétese que las concentraciones de MMS
utilizadas fueron 5 veces menor para los mutantes rad52AA y rad51-AA rad52AA que
para rad51-AA y el reintegrante RAD5I. Aunque este test es menos sensible que el

anterior, obtuvimos esencialmente los mismos resultados.

m m O 0O @ >

m m O 0O @ >

Control de crecimiento 48h. MMS 0.001% 48 h.

~ X - = I O

~ X ~« — I O

Control de crecimiento 48h. MMS 0.005% 48 h.

Fig 35. Analisis de la sensibilidad a MMS, las cepas utilizadas de Candida albicans
CAF2(A y G), rad52AA(B), rad51AA rad52AA (C) y rad51AA (H); de C. tropicalis
son las siguientes (D e )MYA-3404, (J y K) rad51AA, (E) rad52AA, (F) rad51AA
rad52AA 'y (L) Rad51. Se indican las concentraciones de MMS.

3. ANALISIS DE SENSIBILIDAD A DROGAS ANTITUMORALES:
CAMPTOTECINA (CPT) Y BLEOMICINA (BLM).

El fairmaco antitumoral camptotecina (CPT) inhibe a la topoisomerasa I (Hsiang et al,,
1985, 1989), lo que genera roturas (mellas o SSB) bloqueados por 3 fosfotirosilproteina
en el DNA; si no se reparan, seran procesadas a DSB en la subsecuente replicacion del
DNA, cuya reparacion exige la participacion de HR (Lettier et al., 2006). La droga
bleomicina (BLM) forma un complejo en presencia de oxigeno y de hierro, que
interacciona con los 4tomos de hidrogeno de la deoxirribosa y produce sitios apurinicos
y apirimidicos, conocidos como AP oxidativos, y roturas de cadena sencilla SSB
terminados en 3’-fosfoglicolato (3'-PG). La bleomicina se reactiva in situ durante la
formacion de la SSB en el sitio primario siendo capaz de producir un ataque secundario
en la otra banda, en las secuencias CGCC, para generar DSB. Este agente es capaz de
inhibir a C. albicans in vitro pero no protegié de la candidiasis experimental de ratones

(Graybill et al., 1996).
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Fig 36. Analisis de la sensibilidad a CPT. Se analizaron las cepas de C. albicans CAF2
(A 'y G),rad52AA (B), rad51AA rad5-AA (C) y rad51AA (H); de C. tropicalis MY A-

3404 (D e I) rad51-AA (J y K), rad52AA (E) rad51-AA rad52-AA (F) y el reintegrante

RADS51I (L). Se indican las concentraciones de CPT utilizadas.
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F 3
Control de crecimiento 48h. BLM 1 ug/ml 48 h.
G G
H H
| |
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L L

Control de crecimiento 48h. BLM 2.5 pg/ml 48 h.

Fig 37. Analisis de la sensibilidad a BLM. Se analizaron las cepas de C. albicans CAF2
(A y G), rad52-AA (B), rad51-AA rad52-AA (C) y rad51-AA (H); de C. tropicalis
MYA-3404 (D e I) rad51-AA (J y K), rad52AA (E) rad51-AA rad52-AA (F) y el

reintegrante RADS51 (L). Se indican las concentraciones de BLM utilizadas.
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Nuestros resultados indican que los mutantes rad52AA y el mutante rad51-AA rad52AA
de C. tropicalis son significativamente mas sensibles a CPT y BLM que los mutantes
Ctrad51-AA. Las cepas de C. albicans (silvestre, rad51-AA, y rad51-AA rad52-AA),
utilizadas como controles exhibieron un comportamiento similar al de sus correlativas

de C. tropicalis, y se ajustaron a lo descrito previamente (Garcia-Prieto et al., 2010).

Concluimos que 1) HR es importante para la recuperacion de dafno causado por UV
MMS, BLM, CPT en C. tropicalis, 2) Rad52 juega un papel mas importante que Rad51,
3) la mutacion rad52 es epistatica a rad51, y 4) existe un efecto de dosis génica para
RADS51, ya que el revertiente (una copia) no regand totalmente la resistencia de la cepa

parental (dos copias) a los agentes indicados.
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DISCUSION

Las infecciones nosocomiales fingicas son causadas por el género Candida. Hace unos
20 afios, estas infecciones eran causadas principalmente por la especie albicans pero
recientemente se han aislado cepas de la especie C. tropicalis con una frecuencia
cercana al 80% de pacientes de UTI y pacientes oncologicos en la Republica Mexicana.
Previamente, nuestro grupo de trabajo analizdo 40 cepas de C. fropicalis mexicanas
(Cuevas, 2010) y encontrdé una alta variabilidad cariotipica entre ellas. Estas cepas
también difieren en su capacidad para realizar “switching” blanco/opaco y su resistencia
a antifingicos. La posibilidad de que la sensibilidad diferencial a antifingicos estuviera
ligada a cambios gendémicos nos condujo a investigar los procesos de HR en esta
especie. En concreto, estamos analizando en profundidad el papel de los genes RADS51 'y
RADS52 en la biologia del patdogeno a estreses a través de la caracterizacion de los
mutantes rad51 y rad52 con respecto a crecimiento, morfologia celular y colonial, y
susceptibilidad a agentes que dafian DNA, incluyendo UV, MMS, y los agentes
antitumorales BLM y CPT.

Las principales rutas conservativas de reparacion por HR en S. cerevisiae (SDSA,
DSBR) necesitan de la participacion de Rad51 y Rad52. Un proceso no conservativo
denominado BIR (ya que se pierde informacion genética), también requiere Rad51 y
Rad52, y se ha descrito también un proceso mecanisticamente similar a BIR pero poco
eficiente que es independiente de Rad51 y dependiente de Rad52. Otro proceso que
requiere homologia pero es independiente de Rad51 y altamente dependiente de Rad52
es SSA, que resulta en la pérdida del material genético entre dos repeticiones directas
(Paques and Haber, 1999). En S. cerevisae, se ha descrito la existencia de
recombinacion en ausencia de Rad52 (Coic et al., 2008).

Los mutantes nulos en genes HR importantes en la reparacion del DNA como rad51 'y
rad52 en C. albicans exhiben un fenotipo filamentoso (Ciudad et al., 2004; Legrand et
al., 2007). La filamentacion de los mutantes rad52-AA parece estar inducida por el
desacoplamiento de varios eventos del ciclo celular derivado de la acumulacion de
DSBs no reparados (Andaluz et al, 2006). Se ha sugerido que la escasa filamentacion de
la cepa rad51-AA comparada con la cepa rad52-AA se debe a que la reparacion de las
DSBs y otras lesiones espontaneas es mas dependiente de Rad52 que de Rad51 (Garcia
Prieto, 2011). C. tropicalis exhibe el mismo comportamiento que C. albicans y por lo

tanto podemos explicarlas por el mismo razonamiento. Nuestros resultados indican que
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lo mismo es valido para las lesiones inducidas por exposicion a mutdgenos como luz
UV, MMS, CPT y BLM.

En S. cerevisiae, Rad52 es la proteina mas importante del grupo de epistasis Rad52. Los
miembros de este grupo estan implicados en reparacion de lesiones causadas por
radiacion ionizante, pero los mayores defectos en recombinacion y reparacion de DNA
son conferidos por la falta de Rad52 (es decir mutantes rad52). Es mas, el doble
mutante rad52 y cualquier otro gen del grupo se comporta como rad52, lo que indica
que todos los genes estan implicados en la misma ruta de reparacion y la mutacion
rad52 es epistatica a cualquier otra, incluyendo rad51. Nosotros hemos trasladado estos
estudios a C. tropicalis, y hemos encontrado que Rad52 es mas importante que Rad51
en la resistencia a diferentes mutagenos. Para analizar relaciones de epistasis hemos
construido el doble mutante rad51 rad52, y hemos encontrado que para la mayoria de
los fenotipos Rad52 es epistatico a Rad51. El hecho de que sensibilidad a MMS del
doble mutante rad51 rad52 sea mayor que la del mutante simple rad52 sugiere que en
la reparacion de estas lesiones intervienen mecanismos independientes de Rad52 que
son dependientes de Rad51. Estas rutas se han descrito en S. cerevisiae (Coic et al.,
2008).

El comportamiento de C. tropicalis parental y mutantes siguidé una pauta similar a las
correspondientes cepas de C. albicans, lo que sugiere que utilizan sistemas de
reparacion similares. Graybill et al. (1996) describieron que C. albicans era muy
sensible a BLM in vitro; sin embargo nuestros resultados indican que tanto C. albicans
como C. tropicalis son bastante resistentes tanto si la susceptibilidad se determina por el
método de CFU como por el método de la dilucion en gotas. Una posibilidad es que esta
discrepancia sea debido al uso de diferentes cepas de C. albicans entre Graybill et al.
(1996) y nosotros. Estudios futuros estaran encaminados a la generacion de nuevos
mutantes y sus respectivos reintegrantes, y a la comparacion de los mismos con las
cepas correspondientes de S. cerevisiae y C. albicans. Seria de interés analizar la
posible aparicion de resistentes de C. tropicalis a diferentes antifingicos tras
tratamiento del hongo con agentes antitumorales, incluyendo IR, BLM, y CPT, y
correlacionarla con cambios cariotipicos. Ello permitiria seleccionar el agente
antifingico ideal tras cada tratamiento antitumoral especifico para evitar o atajar

eficientemente infecciones por este patdgeno oportunista emergente.
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CONCLUSION

Nuestros resultados demuestran la importancia de las proteinas Rad52 y Rad51 en la
biologia de C. tropicalis, ya que la ausencia de cualquiera de ellas o de ambas causan
defectos que disminuyen la viabilidad y/o la adaptabilidad de este microorganismo a los
diferentes estreses. La interferencia con ambos productos génicos podria ayudar a
controlar las infecciones causadas por C. tropicalis. La ausencia de estas proteinas
produce cambios fenotipicos en el crecimiento, asi como en la morfologia colonial y
celular, siendo mas marcados estos cambios en ausencia de Rad52 y menos drasticos en
ausencia de Rad51. Al menos para rad51, hemos podido demostrar que estos fenotipos
se deben a la ausencia del gen y no a otra mutacion secundaria, ya que la reinsercion de
RADS restaur6 el crecimiento y la morfologia de la cepa parental. Los mutantes rad52
fueron también especialmente sensibles a la exposicion a agentes que danan el DNA
algunos de los cuales causaron un 100% de pérdida de viabilidad mientras que en la
cepa parental apenas se lleg6 al 35% de perdida de la viabilidad. Nuevamente, la
reinsercion de RADS1 casi restaur6 el fenotipo silvestre, lo que sugiere
haploinsuficiencia para RADS51. El hecho de que los mutantes Ctrad51 fueran menos
sensibles que los Ctrad52 y que la sensibilidad del doble mutante Ctrad51 rad52 fuera
similar a la de Ctrad52 sugiere que la mutacion en RADS?2 es epistatica a RADS5I. Sin
embargo, para la sensibilidad a MMS parece haber un afecto aditivo de ambas
mutaciones, lo que sugeriria la existencia de rutas de reparacion HR, que por si solas o

en colaboracion con otros sistemas (ej. BER) utilizan exclusivamente Rad51.
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