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RESUMEN

Las enfermedades causadas por patégenos fungicos se han incrementado considerablemente
en las ultimas décadas, principalmente aquellas causadas por especies del género Candida. A
pesar de ser C. albicans la especie mas frecuentemente aislada, algunas otras levaduras
denominadas no Candida albicans se han aislado con relativa frecuencia. Dentro de este grupo
encontramos a C. tropicalis un patégeno emergente considerada como la cuarta causa de
infecciones en el torrente sanguineo en Estados Unidos (Csank et al., 2000). La infeccion
producida por cualquier especie perteneciente al género Candida se denomina candidosis y la
colonizacidn e invasion de los tejidos del hospedero se da cuando el paciente presenta uno o

mas factores de riesgo.

La capacidad de provocar dafos estd relacionada con los mecanismos empleados para la
transiciéon de comensal a patégeno, principalmente a través de la expresion de factores de
virulencia que le permiten adaptarse a condiciones estresantes y variables. Esta ventaja
adaptativa estd directamente relacionada a la rdpida expresidon de genes en respuesta a
multiples estimulos. Los reordenamientos constantes del genoma pueden ser un factor clave

y decisivo durante el proceso de patogénesis del hongo (Achkar et al., 2010).

Mudltiples mecanismos estdn involucrados en la generaciéon de diversidad genética,
principalmente las rutas de reparacion y recombinacion del ADN. Donde los eventos de
recombinacién homodloga (HR) desempeiian un papel fundamental en el proceso de
reparacion. Un grupo de proteinas codificadas por genes del grupo epistatico RAD52 son
necesarios para reparar roturas de doble cadena (DSBs) mediante HR (RAD50, RAD51, RAD52,
RAD54, RAD55, RAD57, RAD59, RDH54, MRE11 y XRS2) (Krogh et al., 2004). También pueden
ser requeridas nucleasas (Exo, Sael, Rad-rad10), helicasas (Sgsl), topoisomerasas (Top3),
polimerasas (Pol32) y ligasas (Symington et al., 2014).

En el presente trabajo, se caracterizaron fenotipicamente mutantes nulas rad52 de C.

tropicalis. Se encontrdé que la delecion del gen RAD52 provocd cambios aparentes en la

Xl



morfologia colonial y celular en comparacion con la cepa tipo. Las mutantes rad52-AA
crecieron como colonias rugosas y exhibieron un crecimiento filamentoso en medio YPD a 30°C
ademas de un incrementado tiempo de generacidn. C. tropicalis y las mutantes rad52-AA
fueron capaces de invadir el agar en medio rico YPD, medio sintético con y sin glucosa y un
medio con bajo contenido de nitrégeno como formas levaduriformes y pseudohifas
respectivamente, ademas que la cantidad de micelio producido por las mutantes nulas rad52
se vio influenciada por las condiciones de crecimiento sefialando que bajo ciertas condiciones
existe una regulacion de las transiciones morfoldgicas que permiten el establecimiento de una
infeccidn dentro del hospedero provocada por C. tropicalis.

Las mutantes rad52-AA fueron significativamente mads sensibles al tratamiento con bleomicina,
MMS vy luz ultravioleta (UV) en células creciendo exponencialmente y durante la fase
estacionaria respecto a C. tropicalis. Nuestros resultados sugieren que RAD52 en C. tropicalis
es esencial no solamente para reparar dafios en el ADN a través de un mecanismo dependiente
de homologia sino que también interviene en diversos procesos celulares. La ausencia de
RAD52 causa alteraciones en la morfologia colonial ademas de provocar un crecimiento
filamentoso excesivo. Este trabajo refuerza las observaciones realizadas en otras especies
pertenecientes al género Candida donde RAD52 es esencial cuando las rutas de reparacion
menos conservativas se ven comprometidas demostrando su importancia a lo largo del ciclo

celular en células en estado quiescente y células en division.
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1. INTRODUCCION

1.1 Enfermedades causadas por hongos

Las enfermedades causadas por patdgenos fungicos han sido documentadas desde la
antigliedad. Fue en el siglo V a.c. cuando Hipdcrates describié por primera vez una infecciéon
producida por levaduras (Hazen, 1995). Sin embargo, la visualizacion microscdpica de las
células no ocurrié hasta 1839 cuando Langenbeck identifico al agente causal de aftas bucales
y determind que estas lesiones se debian a la presencia de un hongo. Estos hallazgos fueron
confirmados mas adelante por diversos autores (Hazen, 1995).

Las levaduras pertenecientes al género Candida se encuentran ampliamente distribuidas en
la naturaleza y actian como un constituyente normal de la microflora humana. Sin embargo,
pueden tornarse patogénicas u oportunistas cuando el individuo presenta uno o mas factores
de riesgo principalmente cuando existe una alteracién del sistema inmune (Kothavade et al.,
2010; Papon etal., 2013; Walsh et al., 2004) poniendo en riesgo la vida de los pacientes (Papon
etal. 2013).

De acuerdo a datos existentes en la literatura, la incidencia y prevalencia de las infecciones
fungicas nosocomiales se ha incrementado dramaticamente en afios recientes especialmente
aquellas causadas por especies del género Candida. Esta incidencia es atribuida al
descubrimiento e identificacion de nuevas especies como C. parapsilosis, C. tropicalis y C.
guilliermondii en el afio 1963 (Pfaller et al., 2004).

La aparicion de nuevas especies puede estar relacionada con los grandes cambios en medicina
gue surgieron a partir de la década de los 60’s, como resultado del desarrollo de nuevas
técnicas que permitieron diferenciar una especie de la otra implementando medios
cromogénicos y técnicas moleculares mas especificas y desde entonces, algunas especies han
sido consideradas por algunos autores (Hazen., 1995) como patégenos emergentes. Dado que
en décadas pasadas los reportes de infecciones nosocomiales asociadas a hongos eran
escasos, no se sabe con exactitud si se trataba de nuevas especies o de sindnimos de especies

ya existentes como C. albicans que no habian sido reportadas correctamente.



Las especies del género Candida son los hongos mas frecuentemente aislados causantes de
aproximadamente el 80% de las infecciones fungicas nosocomiales, siendo la cuarta causa
responsable de infecciones en el torrente sanguineo (Csank et al., 2000) y responsable de la
mayoria de infecciones en el tracto urinario (Negri et al., 2012; Achkar et al., 2010). Algunos
otros hongos como Aspergillus también han sido aislados con frecuencia, siendo la causa mas
comun de infecciones neumadnicas, mientras que Cryptococcus neoformans es la causa mas
comun de mortalidad relacionada con hongos en pacientes infectados con el virus de
inmunodeficiencia humana (VIH) (Walsh et al., 2004; Pfaller et al., 2007).

Mds de 200 especies del género Candida han sido identificadas, sin embargo, solo algunas de
ellas son de interés clinico, entre las que destacan: C. glabrata (5-40% de todas las especies
del género Candida) y en menor frecuencia C. tropicalis (10-30%), C. parapsilosis (20-40% de
todas las especies del género Candida) y C. krusei (10-35%) (Krcmery et al., 2002).

C. albicans es el agente etioldgico mds comun causante de infecciones fungicas oportunistas
en humanos. Sin embargo, otras especies denominadas no C. albicans (NCA) se han aislado
con relativa frecuencia y son causantes de candidosis. Interesantemente, existe variacién
geografica de las especies no C. albicans y de esta manera podemos observar que C. tropicalis
se encuentra mayormente distribuida en Asia, India y el Pacifico (Papon et al., 2013; Kothavade
et al., 2010; Negri et al., 2012) principalmente.

Un elevado numero de factores de riesgo han sido relacionados con el incremento de la
incidencia de enfermedades fungicas, pero generalmente se ha atribuido a las malas practicas
médicas como: procedimientos quirurgicos invasivos, terapias inmunosupresoras y el uso de
antibidticos de amplio espectro son los responsables del aumento en la poblacidon de pacientes
inmunocomprometidos (Silva et al., 2012; Kothavade et al., 2010; Cantén et al., 2001; Aranda
et al., 2015; Pfaller et al., 2007; Giri et al., 2012). Pacientes con el virus de inmunodeficiencia
humana (VIH) son mas propensos a cursar una infeccion fungica (Kothavade et al., 2010).
Cuando dos o mas factores de riesgo estan presentes, la probabilidad de una infeccidon
incrementa exponencialmente.

C. tropicalis, es considerada un comensal en individuos sanos, ocupa el segundo lugar en

frecuencia etioldgica y su invasidn es mas frecuente en pacientes con enfermedades



hematoldgicas, diabetes o pacientes oncolégicos y es comunmente asociada a pacientes
neutropénicos donde invaden y colonizan el tracto gastrointestinal y posteriormente penetran

las mucosas (Kothavade et al., 2010).

1.2 Género Candida

El género Candida esta integrado por un grupo heterogéneo de especies haploides y diploides,
de origen polifilético, caracterizadas en su mayoria por usar un cédigo genético alternativo y
traducir el codén “CUG” como serina en lugar de leucina (Priest et al., 2015).

El aislamiento rutinario generalmente se lleva a cabo en agar Dextrosa Sabouraud donde las
colonias se tornan de un color crema a amarillas. Dependiendo de la especie, la textura de la
colonia puede ser suave, brillante u opaca con bordes irregulares o lisos. Forman colonias
blancas, con bordes bien definidos en agar YPD cultivadas a 30°C. Se reproducen
principalmente por gemacidn. Sin embargo en algunas especies se ha demostrado la presencia
de un ciclo parasexual como en los casos de C. albicans y C. tropicalis.

A nivel celular, es un grupo anamorfo de levaduras que incluye formas globosas, ovoides,
cilindricas, alargadas, ojivales o en forma de botella. Ciertas especies como C. albicans o C.
tropicalis pueden presentar un crecimiento tipo filamentoso, donde se producen hifas
verdaderas o mas frecuentemente pseudohifas bajo ciertas condiciones de crecimiento
(Sudbery et al., 2004). La diferencia se basa esencialmente en la separacion de las células o no
por constricciones. Mientras que las pseudohifas estdan formadas por cadenas de células
alargadas separadas por constricciones, las hifas verdaderas son una prolongacién de las
células sin constricciones aparentes. En algunas especies no se ha encontrado la formacién de
pseudohifas, como en el caso de C. glabrata, mientras que C. albicans puede ser inducida para
formar pseudohifas simplemente variando el pH y nutrientes en la orina (Kauffman, 2005). En

condiciones de cultivo estandar, las levaduras crecen en forma de blastoconidias.

1.3 Candidosis

Es una infecciéon fdngica primaria o secundaria, causada por levaduras del género Candida,

predominantemente C. albicans, habitualmente en pacientes inmunocomprometidos.



Las mucosa oral, genital, esofagica entre otras son un blanco clave para estos microorganismos
llegando a producir inicialmente una infeccién superficial pero también puede manifestarse
como candidosis invasiva, que a menudo refleja una alta tasa de morbi-mortalidad en la
unidad de cuidados intensivos (UCI). Numerosos reportes indican que también pueden llegar
a causar dano en el sistema nervioso central como resultado de procesos neuroquirurgicos mal
desempeiiados y puede llegar a establecerse incluso como una infeccidn crénica diseminada
principalmente en pacientes oncohematologicos (Cervera., 2012).

La infeccién parece tener varias vias de entrada y puede contraerse por via exdgena o
endogena, siendo la primera causada por el uso de material y equipo mal esterilizado o
desinfectado; la via enddgena por su parte, estd relacionada a dispositivos médicos
contaminados, que sirven como reservorio de dichos microorganismos y que son introducidos
a los pacientes como parte de un proceso médico.

Reportes recientes (Richet et al., 2002; Gudlaugsson et al., 2003) indican que las levaduras
pertenecientes al género Candida contindian siendo la cuarta causa mdas comun de infeccién
nosocomial en el torrente sanguineo en Norte América en pacientes hospitalarios.

Mas de 15 especies distintas del género Candida han sido reportadas por ser agentes
etiolégicos de candidosis invasiva en humanos (Pfaller et al., 2007), sin embargo, mas del 90%
de candidosis invasiva es causada por cinco especies comunmente patogénicas C. albicans, C.
glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis y C. krusei (Pappas et al., 2015).

En un estudio realizado en Francia por Richet et al., (2002) donde evaluaron la incidencia de
candidemia en 25 hospitales diferentes de 1000 pacientes en el afio 1995, se determiné que
la especie mas comun aislada fue C. albicans (53%). Un catéter venoso central (26%) fue el
portal de entrada mds comun y 50 % de los pacientes tenian neoplasma.

La candidosis nosocomial esta asociada con un extremadamente alta tasa de morbi-
mortalidad atribuible (Gudlaugsson et al., 2003). En una revisidén realizada por Olafur y
colaboradores (2003) de los casos candidiasis invasiva (Cl) en pacientes hospitalizados
ocurridas en el periodo comprendido entre los afios 1983-1986 las tazas de mortalidad
atribuible representaron el 38% mientras que para los afios 1997-2001 el porcentaje de

mortalidad incrementd hasta un 49%.



En Estados Unidos, la tasa de mortalidad asociada a candidemia constituye un 40%,
produciendo 2800-11,200 muertes al afio. Mientras que las tasas de mortalidad en
instituciones de Suiza corresponden a un 44%-46%, un 44%-45% en 2 hospitales en Espafia y

59% en una sola institucion en Taiwan (Wenzel et al., 2005).

14 Factores de virulencia
Las especies del género Candida son comensales en individuos sanos, sin embargo la presencia
de estas levaduras puede tornarse patogénica cuando el individuo presenta uno o mas factores
de riesgo que facilitan la rdpida transicién de comensal a patégeno colonizando e invadiendo
rapidamente al hospedero provocandole una infeccidn severa (Kothavade et al., 2010).
C. tropicalis es altamente patogénica incluso mas que otras especies no C. albicans y esta
capacidad de provocar dafio estd relacionada con los mecanismos empleados para la
transicién de comensal a patégeno mediante la expresion de factores de virulencia que se cree
pueden conferirle algunas ventajas adaptativas en condiciones estresantes (Negri et al., 2012).
La capacidad de adaptacion del género Candida estd directamente relacionada a la répida
expresion de genes en respuesta a multiples estimulos ambientales.
Los factores de virulencia son definidos por Negri et al., (2012) como aquellos factores que
interactian directamente con las células del hospedero causandole algun tipo de dafio.
En estudios anteriores se ha demostrado que C. tropicalis es mas invasiva que C. albicans en el
intestino humano, especificamente en pacientes oncoldgicos (Kothavade et al., 2010).
Desafortunadamente poco se sabe acerca de los factores de virulencia asociados a la especies
denominadas no C. albicans (NCA) y dado su incremento y prevalencia en aislados clinicos, es
necesario realizar un estudio a fondo para establecer el rol que desempefian durante el
proceso infeccioso.
Las transiciones morfoldgicas, la actividad enzimatica y la formacidn de biopelicula son algunos
de los factores de virulencia clave que se han descrito en C. tropicalis. Recientes hallazgos han
demostrado que células de C. albicans pueden modular la funcidon de los macréfagos

suprimiendo la produccion de especies reactivas de nitrégeno via un factor soluble secretado



desconocido (Priest et al., 2015). Estos datos, podrian explicar cémo ocurre la evasion del

sistema inmune y la rapida diseminacion de las células en todo el organismo.

14.1 Actividad enzimatica
Las actividades enzimaticas asociadas a especies de género Candida han sido particularmente
estudiadas y se han sefialado como un factor clave en el inicio y progresién de la infeccién. Se
ha reportado actividad de aspartil proteinasas secretadas (SAPs) en algunas especies del
género Candida, en donde habitualmente sigue el siguiente orden: C. albicas > C. tropicalis>C.
kefyr> C, krusei.
En C. tropicalis han sido identificados 4 genes codificando SAPs, y son designados como SAPTI
a SAPT4. Estos genes son diferencialmente regulados y expresados bajo una variedad de
condiciones de laboratorio. En relacién a la funcién de estas enzimas, se cree que dafan
principalmente la membrana de las células del hospedero mediante la degradacién de
importantes proteinas de superficie, matriz extracelular y proteinas de defensa dejando
expuestos receptores que facilitan su adherencia. Algunos de estos genes son expresados de
manera especifica cuando se trata de una infeccién superficial o una infeccién sistémica en
levaduras y formas filamentosas (Hube et al., 2001).
Las aspartil proteinasas secretadas por C. tropicalis no solamente se encuentran en la
superficie de la pared celular antes de invadir los tejidos o durante la diseminacién de la
infeccion, sino que incluso actuan también tras la fagocitosis por macréfagos.
Estudios in vitro revelaron que C. tropicalis secreta altos niveles de Saps en medio conteniendo
albumina de suero bovino como Unica fuente de nitréogeno. Un estudio en C. tropicalis
demostrd la presencia de una nueva proteasa acida a la cual se le ha atribuido una actividad
hemolitica y la capacidad de incrementar la permeabilidad capilar. Por otra parte, en un
modelo de infeccién de células RHOE de humanos, se demostrd la expresidn de genes SAPT
durante la invasién del tejido, y los resultados revelan un limitado rol de esas enzimas en la
invasién y dafio tisular (Silva et al., 2011). Estudios experimentales han sugerido que, después
de laingestidon de células de levadura por células fagociticas, los antigenos SAP son expresados

por C. albicans o C. tropicalis, pero no por C. parapsilosis (Kothavade et al., 2010).



14.11 Fosfolipasas

Las fosfolipasas son un grupo de enzimas que catalizan la conversién de glicerofosfolipidos a
acidos grasos, principalmente aquellos encontrados en las membranas de las células del
hospedero. En general, las fosfolipasas (PLs) son clasificadas dentro de 5 subclases: A (PLA), A2
(PLA2), B (PLB), C (PLC) y D (PLD), dependiendo del enlace éster especifico al que se dirijan.

Evidencias anteriores revelan la participacién de las fosfolipasas en la penetracidon de las
células del hospedero, daio vy lisis celular. La actividad de esas enzimas comiUnmente resulta
en la desestabilizacién de las membranas del hospedero y la liberacién de lipidos como

segundos mensajeros (Park et al., 2013).

1.4.1.2 Lipasas (LIPs)
Las lipasas catalizan la hidrdlisis de las uniones éster de los triacilglicéridos, resultando en la
liberacion de acidos grasos. Han sido ampliamente estudiadas en especies del género Candida
y se cree que su expresion es influenciada por el estadio de infeccion (Park et al., 2013).
Adicionalmente, se ha reportado la presencia de hemolisinas que degradan la hemoglobinay

facilitan la recuperacion de hierro elemental de las células del hospedero (Negri et al., 2012).

1.4.2  Adherencia y formacion de biopeliculas

C. tropicalis posee la capacidad para adherirse a superficies bidticas y abidticas. La adherencia
a células y tejidos humanos es facilitada por la presencia de enzimas conocidas como Als
(agglutinin-like sequence) que median el anclaje a diferentes células epiteliales y se
encuentran distribuidas a lo largo de su la pared celular. La hidrofobicidad que tiene su
superficie podria participar también en el proceso de adherencia, aunque la funcién exacta no
esta del todo clara (Rodrigues et al., 1999).

De acuerdo a datos recientes encontrados en la literatura, C. tropicalis ha sido descrita como
una especie altamente adherente a las células epiteliales, incluso mas que otras especies No

C. albicans (NCA) (Zuza-Alves et al., 2016).



Figura 1. Candida tropicalis adherida a diferentes superficies. a) Micrografia dptica de C.
tropicalis sobre cupones de silicona. b) Micrografia electrénica de barrido de C. tropicalis
adherida a una linea celular de vejiga del epitelio humano. c¢) Microscopia confocal de
exploracién laser de C. tropicalis que se adhirié a un epitelio humano reconstruido (Negri et

al., 2012).

Se sabe que el inicio de una infeccidn exitosa requiere la adhesidn de las levaduras a las células
del hospedero, seguida de una invasidn y colonizacién dando como resultado la produccién de
biopeliculas maduras. La biopelicula, es wuna comunidad de microorganismos
morfoldgicamente distintos, compuesta por capas entrelazadas de células levaduriformes y
filamentosas altamente estructurada. Algunos otros componentes como proteinas y DNA
estan presentes, pero sin lugar a duda una caracteristica importante de las biopeliculas de
Candida, es la gran cantidad de matriz exopolimérica que rodea a todos estos componentes
confiriéndole mayor resistencia al tratamiento con antifungicos (Al-Fattani et al., 2006).

Es interesante observar que la matriz exopolimérica forma una estructura tridimensional,
altamente hidratada que posee un ambiente cargado localmente en el cual los
microorganismos estan en gran parte inmovilizados, cuenta con canales de agua que proveen
un mecanismo que facilita la circulacion de nutrientes y desechos, favoreciendo el
establecimiento de micro nichos dentro de la biopelicula (Al-Fattani et al., 2006; Lopez-Ribot.,
2005).

En un estudio realizado por Al-Fattani y Douglas (2006) demostraron que el componente
mayoritario de la matriz extracelular de C. tropicalis es hexosamina (27%), con pequefias

cantidades de carbohidratos (3.3%, incluyendo 0.5% de glucosa), mientras que el componente



mayoritario en C. albicans consiste de carbohidratos (39.6%, incluyendo 32% de glucosa). La
presencia de hexosamina dentro de la biopelicula podria interferir con la accién de los
antifungicos. Otros componentes como carbohidratos, fosforo, proteinas y acido urdnico
también se han descrito como constituyentes minoritarios de la matriz extracelular.

Por otra parte, datos experimentales afirman que existe una mayor produccion de matriz
extracelular en condiciones de flujo continuo en C. albicans en contraste con la cantidad que
se produce en un cultivo de C. tropicalis crecido estaticamente y las células son mas resistentes
a anfotericina B (Al-Fattani et al., 2006).

La matriz extracelular actia como una barrera que regula el flujo de sustancias tdxicas dentro
de la biopelicula, ademds actia como un mecanismo de defensa que la mantiene integra.
Esos datos podrian explicar el aumento en la incidencia y prevalencia de C. tropicalis como un
patégeno emergente dado que se ha demostrado que a mayor produccién de matriz
extracelular se incrementa la resistencia a agentes antimicrobianos empleados usualmente en
la practica clinica. Blankenship et al., (2006) ha propuesto que la resistencia a drogas es
adquirida en una fase temprana durante la formacion de la biopelicula y se encuentra regulada
por mecanismos a lo largo del proceso de maduracién.

En relacidn a la funcion que desempeiian esas comunidades de microorganismos no estd del
todo clara, pero se ha demostrado que las células que se desprenden de la biopelicula son mas
virulentas que las células plantdnicas (Blankenship et al., 2006).Ademas, se sabe que un
fenotipo mucoide disminuye la susceptibilidad a antifungicos.

La expresién de bombas de eflujo de drogas durante la fase temprana de la formacién del
biopelicula y las alteraciones en los esteroles de membrana contribuyen a la resistencia a
azoles (Mukherjee et al., 2004).

Mezclas de biopeliculas conteniendo especies de Candida y especies bacterianas han sido
empleadas para elucidar las extensas interacciones que ocurren entre células eucariotas y
procariotas en poblaciones adherentes (Al-Fattani et al., 2006).

Los fenotipos presentes en las biopeliculas de C. tropicalis dependen de las condiciones de
crecimiento. Asi, en un estudio realizado por Bizerra et al., (2008) utilizando medio RPMI para

la formacién de biopeliculas se ha observado una mayor presencia de hifas durante el



crecimiento y maduracién de la biopelicula. Pero las transiciones morfoldgicas reversibles
entre células levaduriformes y filamentosas en el proceso de formacién de la biopelicula
utilizando caldo de cultivo pueden ser inducidas, y el etanol potencialmente puede acelerar

este proceso.

1.4.3  Transiciones morfoldgicas
El dimorfismo fungico, es una caracteristica particular en las especies pertenecientes al género
Candida que involucra una conversion morfoldgica y fisioldgica de un fenotipo a otro
influenciado por las condiciones ambientales. Una variedad de estimulos promueven el
crecimiento filamentoso como resultado de la busqueda de nuevos nutrientes y condiciones
gue favorezcan el crecimiento, en particular, la limitacion de nitrégeno o de fuente de carbono
como la glucosa (Cullen et al., 2000; Csank et al., 2000; Roberts et al., 1994).
C. albicans por su parte, exhibe una morfologia de levadura, hifa y pseudohifa (Achkar, 2010),
mientras que las transiciones morfoldgicas reversibles en C. tropicalis ocurren entre células
levaduriformes que exhiben un patrén de gemacion bipolar y pseudohifas, donde las células
son elongadas y tienen un patrén de gemacion unipolar (Suzuki et al., 2005).
Las enfermedades producidas por patogenos fungicos generalmente estdn acompafiadas de
transiciones morfoldgicas que promueven la colonizacién e invasidon en diferentes sitios
anatémicos e influyen directamente en la patogénesis del hongo (Cullen et al., 2000). La forma
de levadura es asociada con la diseminacidn, mientras que la forma de hifa con la adhesidn,
invasién del tejido y actividad proteolitica (Achkar et al., 2010). Sin embargo, la formacion de
filamentos y la invasion son funciones distintas.
El desarrollo de una hifa a partir de células de levadura se lleva a cabo a una temperatura de
37°C y un pH neutral, mientras que las pseudohifas se desarrollan a temperaturas y pH
intermedios (Berman, 2006).
Cabe mencionar, que el crecimiento de pseudohifa en C. tropicalis puede ser inducida en
medio definido con glucosa y suplementado con etanol (25ml/L) como lo menciona (Suzuki et
al., 2005). Sin embargo, otros estudios han demostrado que el inositol a una concentracién de

(5mg/L) puede actuar como un inhibidor de este efecto (Suzuki T. O., 2005).
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14.4 Switching
El switching fenotipico fue descrito hace mas de 20 afos en cepas de la especie Candida
albicans (WO-1) y desde entonces numerosos esfuerzos se han enfocado en la busqueda de
respuestas que eluciden la relacidn que establece con la virulencia (Achkar et al., 2010).
Las cepas WO-1 son un modelo que sirve para el estudio del switching fenotipico reversible,
donde células blancas redondas se convierten en células opacas de morfologia elongada
(Whiteway et al., 2007).
Las células de aislados clinicos de C. albicans pueden sufrir WOS (white-to-opaque switching)
si son homocigotas (a/a o a/a). WOS también esta asociado a otros factores de virulencia,
incluyendo la transicion de levadura a hifa, la sensibilidad a neutréfilos y agentes oxidantes, la
adhesién y secrecidn de proteinasas (Achkar et al., 2010).
Modelos de infeccién in vitro demuestran la importancia del switching fenotipico como
potencial factor de virulencia sobre la biologia y la transicién de comensal a patégeno de C.
albicans y resulta ser que las células blancas, son mas virulentas que las opacas, y que esta
virulencia resulta aumentada en células humanas donde tienen preferencia por colonizar la
piel (Achkar et al., 2010).
El switching fenotipico es regulado por el factor de transcripcién Worl, altos niveles en la
expresion de este factor son suficientes para la formacion de un estado opaco (Porman et al.,
2011). Worl es un miembro integrante de una familia de proteinas de unién a DNA que estdn
conservadas a lo largo del linaje fungico y sirve como un regulador clave de las transiciones en
el desarrollo.
Numerosos estudios se han realizado hasta el momento para determinar el rol funcional
exacto del switching fenotipico, pero queda poco clara su participacién en la biologia de
Candida ssp. Sin embargo, algunos autores han sugerido un modelo en el cual las células
opacas de C. albicans estan en estado de competencia sexual, mientras que las células blancas
pueden ser estimuladas por feromonas sexuales resultando en la formacidn de biopeliculas y
se cree que la matriz de la biopelicula crea condiciones adecuadas para establecer un gradiente

estable de feromonas que inducen el apareamiento en el hospedero (Porman et al., 2011).
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La delecién de WOR1 (Aworl/ Aworl) de C. tropicalis demostré que este gen es esencial para
la transicion morfolégica de formas blancas a opacas sugiriendo la participacion en la
regulacion del switching fenotipico (Porman et al., 2011). El cambio blanco-opaco se inhibe en
células a/a como el complejo represor al/a del gen WORI.

Adicionalmente, las condiciones estresantes desempefian un papel muy importante para dar
lugar al switching fenotipico, cuando las células son expuestas a la luz UV, al estrés oxidativo o
durante el transito a través del intestino de ratdn, los niveles de cambio de células blancas a
opacas se ve incrementado (Berman et al., 2012) sin embargo, la tasa de crecimiento de las
células se ve disminuida drasticamente.

La transicion de células blancas a opacas estd intrinsecamente acoplada al proceso de

apareamiento sexual en C. albicans (Whiteway et al., 2007).

1.5 Ciclo parasexual

S. cerevisiae puede propagarse asexual y sexualmente. Generalmente la reproduccién asexual
ocurre cuando las condiciones son favorables para el crecimiento, mientras que la
reproduccién sexual es favorecida cuando los nutrientes son limitados (Seervai et al., 2013).
En C. albicans no se ha descrito un ciclo sexual, pero si un ciclo parasexual (Turner et al., 2014)
mientras que en C. tropicalis se han descrito genes asociados a la meiosis, sin embargo no se
sabe la razén por la cual no se puede llevar a cabo un ciclo sexual completo (Seervai et al.,
2013).

Muchas especies diploides asexuales del género Candida incluyendo C. tropicalis sufren un
ciclo parasexual, un tipo de apareamiento entre células diploides a/a con un tipo de
apareamiento opuesto. En este tipo de apareamiento las células producen tubos de
conjugacién que crecen hacia la célula adyacente dando lugar a productos tetraploides que
resultan pocos estables dentro de la célula, y mediante la reduccién de ploidia que ocurre
eventualmente por un proceso no meidtico, da como resultado la pérdida de cromosomas.
Este proceso se ve favorecido por el crecimiento en medio con sorbosa en un periodo de

tiempo prolongado, generando aneuploidias y homocigdcis. De esta manera la célula regresa
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a su estado diploide normal generando variabilidad genética que permite la seleccién de
aquellas células que mejor se adapten (Seervai et al., 2013).

El ciclo parasexual requiere de una serie de pasos empezando por el locus mating type locus
(MTL) debe ser homocigoto en células diploides, posteriormente esas células MTLhom deben
sufrir una transicion morfolégica de células blancas (levaduriformes) a células opacas
(filamentosas), las células competentes de apareamiento deben estar lo suficientemente cerca
parea enviar y recibir sefiales de feromonas y lograr aparearse resultando en células
tetraploides. En un modelo de infeccién murino de candidiasis se ha demostrado que las
células tetraploides son menos virulentas (Berman et al., 2012).

El apareamiento ocurre eficientemente a 25C°y 37°C, y debido a ello se cree que células en
estado opaco sufren una eficiente conjugacion célula a célula incluso durante el proceso de
infeccion y colonizacidon del hospedero. Experimentos realizados por Porman et al. (2011),
revelaron que el apareamiento de C. tropicalis esta bajo el control del switching fenotipico y
gue se requiere un estado opaco de las células para que sean competentes, y a su vez, el
switching fenotipico es regulado por el extenso programa de reproduccion sexual.

Mudltiples mecanismos incrementan la generacion de diversidad genética principalmente
aquellos relacionados a condiciones estresantes como la mutagénesis inducida por estrés, la

reproduccién sexual y la variacidn fenotipica mediante un ciclo parasexual.

1.6 Caracteristicas de Candida tropicalis

Las colonias de C. tropicalis son de aspecto cremoso, blando, liso, brillante, con borde rugoso
y micelios cerca del margen. En medios cromogénicos como CHROMagar ™ Candida Medium
las colonias tienen un crecimiento bueno y adquieren una coloracién azul grisaceo a azul
verdoso o azul metdlico, con o sin halos violetas en el medio circundante. En agar dextrosa
Sabouraud (SDA), las colonias son de color crema a amarillo con un ligero borde miceliar.

Microscépicamente C. tropicalis puede encontrase en forma levaduriforme o en forma de
pseudohifa, con un tamafio aproximado de 4-8 x 5-11 um. En agar corn meal Tween 80 vy a
25°Cdespués de 72h, C. tropicalis produce blastosporas ovales, pseudohifas y en algunos casos

hifas verdaderas.
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Bioguimicamente tiene la habilidad de fermentar y asimilar sacarosa y maltosa.

1.6.1 Estructura del genoma de C. tropicalis

C. tropicalis tiene un genoma diploide sin embargo, el tamafio y el nUmero de cromosomas no
se conocen con exactitud. Datos reportados por National Center for Biotechnology
Information (NCBI) indican que el tamafio del genoma haploide es de 14.5 Mb, conteniendo
aproximadamente 6258 genes, con un porcentaje de GC del 33.1% organizado en 5 0 6
cromosomas, el tamafio promedio de un gen es de 1454 pb, las regiones intergénicas en
promedio comprenden 902 pb y es considerada como una especie altamente patogénica.

Contiene regiones similares a secuencias mayormente repetidas (MRS) por sus siglas en ingles
de C. albicans, sugiriendo que la recombinacién asociada a MRS podria contribuir a la variacion

cariotipica observada en cepas de C. tropicalis.

1.7 Dafo y reparacion del ADN

El material genético de todos los organismos vivos es propenso a sufrir alteraciones constantes
poniendo en riesgo la integridad y estabilidad del genoma. Estos dafios pueden ser el resultado
de procesos enddgenos relacionados al metabolismo oxidativo de la célula como la produccidn
de radicales libres de oxigeno (RLO) o nitrégeno (RLN) que alteran y atacan directamente las
bases del ADN (Tafurt Cardona et al., 2014). Por otra parte, los agentes genotdxicos exdgenos
causantes de dafio que afectan directamente o indirectamente al ADN comprende tanto a
agentes fisicos como la radiacién ionizante o la luz ultravioleta (UV) (que forma dimeros de
pirimidinas) y una amplia variedad de compuestos quimicos como MMS (Metil-metano-
sulfonato que alquila las bases del ADN) e incluso algunos agentes antitumorales como la
bleomicina o camptotecina utilizados frecuentemente en el tratamiento del cancer. Cabe
mencionar que una célula puede sufrir hasta 10° lesiones espontaneas en un solo dia
demostrando que existe una gran dinamismo del material genético (Tafurt Cardona et al.,
2014).

Debido al constante riesgo de sufrir alteraciones en el material genético, a lo largo de la

evolucidn, los microrganismos han desarrollado multiples mecanismos especificos que se
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encargan de vigilar la integridad del genoma, censando el dafio y activando vias de reparacion,
especificamente cuando ocurren errores durante la replicacion celular garantizando de esta
manera, la estabilidad genética y por lo tanto, la propia supervivencia de la célula. Mas de 100
genes estan involucrados en las distintas rutas de reparacién del ADN.

La induccién de la respuesta celular al dafio conlleva la activacidn de varios procesos bioldgicos
(Conconi et al., 2017) que incluyen: reparacion del ADN, la activacién de los puntos de control
de arresto del ciclo celular, cambios en la expresidn génica, la reconstruccion de la cromatina
y finalmente la apoptosis.

El dafio mds comun a la molécula de ADN comprende la rotura de doble cadena (DSBs) como
resultado de errores durante la replicacidn celular, especificamente, cuando la horquilla de
replicacion encuentra lesiones que obstaculizan la replicacién causando un colapso de la
horquilla o a causa del procesamiento de lesiones espontaneas, o rupturas de cadena sencillas
no reparadas o mal reparadas que pueden causar inestabilidad genémica observada como
rearreglos cromosomales ya sean deleciones, translocaciones (Hanaoka et al., 2016) y fusiones
cromosomales que activan los marcadores de células cancerigenas (Shrivastav et al., 2008)
resultando en mutaciones o muerte celular (Lliakis et al., 2004). Pero las DSBs no solamente se
forman de manera espontanea sino también, durante los rearreglos gendmicos programados
inducidos por nucleasas especificas, incluyendo el switching de tipo de apareamiento en
levaduras (Shrivastav et al., 2008).

Las DSBs ocasionadas por factores externos o internos, pueden ser reparadas por
recombinacién homodloga (HR) o por recombinacion no homéloga (NHEJ), mientras que las
DSBs producidas por el colapso de la horquilla de replicacién son reparadas ante todo por HR
(Symington et al., 2004).

Las rutas de NHEJ y HR habitualmente son descritas como propensa a error y libre de errores
respectivamente, sugiriendo que la recombinacion homodloga juega un papel importante en la
reparacidon de DSBs ocurridas durante el proceso de replicacion. En eucariotas superiores el
mecanismo fundamental para la reparacién de lesiones involucra la recombinaciéon no
homologa (NHEJ), sin embargo, en levaduras la ruta por eleccion es la recombinacién

homdloga (HR). La presencia de proteinas de la ruta NHEJ: (DNA-PKcs, BRCA1 y Artemis) en

15



mamiferos en contraste con la ausencia de estas en levaduras podria explicar la reparacion
mediante HR (Shrivastav et al., 2008).

Si bien es cierto lo anterior, la eleccion de la ruta de reparacién dependerd no solamente de la
presencia de las proteinas de recombinacion en la célula, sino también del tipo de lesidon y mas
aun del organismo en cuestién.

Adicionalmente, la reparacion mediante la ruta NHEJ se lleva a cabo durante la fase G1,GOy M
del ciclo celular, mientras que la recombinacién homdloga ocurre preferencialmente durante
la fase S y G2 donde pueden hacer uso de las cromatidas hermanas como secuencias
homdlogas para la reparacion eficiente de las DSBs (Czornak et al., 2008; Shrivastav et al.,
2008).

Existen al menos tres mecanismos usados para la reparacién que provienen de la
recombinacién homdloga, incluyendo la replicacién inducida por ruptura (BIR), el alineamiento
de cadena dependiente de sintesis (SDSA) y la reparacion de rupturas de doble cadena (DSBR)

(Hanaoka et al., 2016; Symington et al., 2014).

1.7.1 DSBR
En este modelo, los extremos 5°de DSB son degradados a colas de ADN de cadena sencilla, una

de las cuales invade la doble cadena homologa para formar un loop de desplazamiento (D-
loop) que es usado para la sintesis de ADN, templado por el duplex donador. El ADN de cadena
sencilla 3’del otro lado de la rotura se alinea con la banda desplazada del duplex donador y se
empieza una segunda ronda de sintesis. EI ADN recién sintetizado es degradado a cadenas 5’
y se forma un intermediario de Holliday juction (dHJ). Para segregar el duplex recombinante,
el HJs debe ser removido, y esto puede ocurrir por la actividad de una helicasa y topoisomerasa
para dar como resultado un solo no entrecruzamiento (disolucién) o por escisidn

endonucleolitica (resolucién) (Symington et al., 2014).

1.7.2 SDSA
El modelo SDSA propone que una terminacion del duplex roto invade la cadena donadora e

inicia la sintesis de ADN. La banda elongada invasora es desplazada después de la sintesis

extensa de ADN y se aparea con el otro lado de la rotura. Ambas colas de ADN de cadena
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sencilla invaden el duplex homélogo y después de una limitada sintesis es desplazada por la
ADN helicasa; y la cadena naciente complementaria se alinea y después de la sintesis y ligacidon

se generan exclusivamente no entrecruzamientos (Symington et al., 2014).

1.7.3 BIR
La replicacién inducida por ruptura (BIR) es un proceso dependiente de replicacidon que resulta

en la transferencia no reciproca de ADN del cromosoma donador al aceptor. En este modelo
un extremo de la DSB invade un duplex homdélogo de ADN e inicia la replicacion del extremo
del cromosoma (Symington et al., 2014).

En el modelo BIR puede ocurrir por varias rondas de invasion de banda, sintesis de ADN y
disociacion resultando en rearreglos cromosomales cuando la disociacién y reinvasion ocurre
dentro de secuencias repetidas dispersas (Symington et al., 2014). Asi, la alta naturaleza
mutagénica de BIR puede contribuir a la evolucién y desarrollo de enfermedades en humanos
(Symington et al., 2014). De esta manera se da lugar a una extensa perdida de heterocigocidad
(LOH), sugiriendo que BIR es suprimida cuando las DSB tienen dos extremos homologos a
manera de reparar el daifo por un mecanismo mas conservativo.

En la siguiente imagen se muestran los principales modelos de reparacién de DSBs

dependientes de homologia.
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Figura 2.Modelos de reparacion de DSBs dependientes de homologia. Existen al menos tres
mecanismos usados para la reparacion que provienen de la recombinacién homologa,
incluyendo la replicacion inducida por ruptura (BIR), el alineamiento de cadena dependiente

de sintesis (SDSA) y la reparacién de roturas de doble cadena (DSBR) (Symington et al., 2014).

Estos procesos o modelos de reparacidn requieren de las proteinas del grupo epistatico de
RAD52, este gen tiene un papel importante en la reparacion del dafno al DNA mediante

Recombinacién Homodloga (HR).

1.8 Eventos de recombinacién
La recombinacidn es el intercambio de informacién entre moléculas de ADN y se lleva a cabo

en todos los organismos vivos (Symington et al., 2004). Existen dos mecanismos principales de
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recombinacién. La recombinacién homdloga (HR) que involucra el intercambio de informacidn
entre secuencias con perfecta homologia y la recombinacion no homéloga (NHEJ) que requiere

secuencias con poca o nula homologia (Symington et al., 2004).

1.8.1 Recombinacién no homéloga
En eucariotas superiores la recombinacion no homologa (NHEJ) juega un papel muy
importante en el mantenimiento de la integridad del material genético. Generalmente el uso
de esta ruta en mamiferos suele ser mas eficiente y precisa que en levaduras. Se ha observado
gue mutaciones en genes centrales de esta ruta (DNA-PKcs, BRCA1 o Artemis) disminuye la
supervivencia celular. La ruta de recombinacion no homdloga, funciona principalmente
durante la fase G1 (Lisby et al., 2009), aunque también se encuentra activa durante la fase Sy
G2 del ciclo celular. Al igual que la ruta de recombinacién homéloga, la funcién principal es

reparar roturas de doble cadena producidas por nucleasas especificas y radiacion ionizante.

1.8.2 Recombinacién homadloga (mitdtica)

Las roturas de doble cadena (DSBs) son reparadas por alguna de las dos rutas, ya sea mediante
recombinacién homoéloga (HR) o por unién de extremos no homélogos (NHEJ), de una manera
dependiente del ciclo celular, si se encuentran en fase S/G2 o G1, respectivamente.

En un estudio realizado por Terasawa et al., (2014) utilizaron células en fase M expuestas a
diferentes agentes quimicos y demostraron que las roturas de doble cadena no reparadas
durante la fase M, desencadenan masivas aberraciones cromosdmicas y que de alguna manera
la eficiencia de reparacion de DSB durante la fase M es baja, causando un mayor grado de
inestabilidad.

La recombinacién homdloga es considerado el mecanismo mas preciso para la reparacién de
DSBs debido a que utiliza secuencias homdlogas dentro del genoma como cromatidas
hermanas, cromosomas homdlogos o regiones repetidas en el mismo cromosoma como
cebador para la sintesis y reparacion de los fragmentos dafiados. A pesar de que se
considerado un mecanismo 100% efectivo, se ha comprobado que la polimerasa de reparacion

es mas propensa a cometer errores que la polimerasa replicativa en levaduras.
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Cuando los templados de reparacién no son de perfecta homologia y se utiliza la HR, puede
conllevar a la perdida de heterocigocidad (LOH), con transferencia no reciproca de
informacién, un proceso conocido como conversion génica.

La recombinacion mitética generalmente muestra una baja asociacidon de entrecruzamientos
en comparacion a la conversidn génica observada durante la recombinacidon meidtica. Durante
la mitosis, la recombinacion homologa participa en diferentes procesos: el switching de tipo
sexual, la reparacién de roturas de doble cadenay la restauracion de horquillas de replicacion
estalladas o colapsadas resultan (Hanaoka et al., 2016).

En el mecanismo de recombinacién homodloga, estan implicadas las proteinas codificadas por
genes del grupo epistatico de RAD52 (RAD50, RAD51, RAD52, RAD54, RAD55, RAD57, RAD59,
RDH54, MRE11 y XRS2) (Symington et al., 2004).También pueden ser requeridas nucleasas
(Exo, Sael, Rad-rad10), helicasas (Sgs1), topoisomerasas (Top3), polimerasas (Pol32) y ligasas.
El evento de recombinacién involucra tres pasos importantes; el primer paso denominado
presinapsis, inicia con la degradacién de los extremos 5° de los extremos rotos, que en
levaduras es regulada por el complejo (Mrel1/Rad50/Xrs2), Exol y algunas otras nucleasas. El
resultado son regiones de ADN de cadena sencilla 3" que estan unidas por la proteina RPA
gue estimula la unidn a ADN de cadena sencilla removiendo estructuras secundarias,
posteriormente es reemplazada por Rad51 en una reaccion mediada por Rad52 y dos
paralogos de Rad51 (Rad55 y Rad57) liberando Rad51 del ADN de cadena sencilla. La sinapsis,
donde el nucleofilamento protéico Rad51 busca e invade una secuencia homologa del duplex
donador, un proceso facilitado por RAD54 (Hanaoka et al., 2016).

La helicasa Srs2 se cree que disocia Rad51 del ADN de cadena sencilla (ssDNA), permitiendo el
apareamiento de bases entre la banda invasora y la cadena donadora y una subsecuente
extensidn por la ADN polimerasa. Esto provoca un intercambio de cadena e informacién entre
la secuencia dafiada y su homoéloga intacta; por ultimo se da la resolucién de los intermediarios
replicativos, en un proceso denominado post-sinapsis.

Este proceso da como resultado la formacidon de una estructura denominada doble-unién de

Holliday que resulta en entrecruzamiento o no entrecruzamiento. Posteriormente, los huecos
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de ADN de cadena sencilla y las mellas son reparadas por la ADN polimerasa y ADN ligasa
(Hanaoka et al., 2016).

Los entrecruzamientos durante la mitosis potencialmente resultan en un aumento de la
inestabilidad del genoma, los entrecruzamientos en la fase G2 entre homdélogos resultan en la
perdida de heterocigocidad, mientras que si ocurren en regiones repetidas pueden originar
deleciones, inversiones y duplicacidon génica (Symington , 2002) si pertenecen a cromosomas
homodlogos o cromatidas hermanas, o incluso translocaciones si las regiones repetidas
pertenecen a cromosomas no homaélogos.

El desarrollo de sistemas modelo han servido para estudiar el rol de la recombinaciéon
homodloga en la reparacidn de roturas de doble cadena, estimando que este proceso remueve
aproximadamente el 50 % de DSBs, sugiriendo un mecanismo alterno para la reparacion de las
roturas restantes, segun estos datos, la ruta NHEJ podria llevar a cabo esta actividad (lliakis et

al., 2004).

1.9 Genes del grupo epistatico RAD52

Los genes del grupo epistatico RAD52 fueron identificados inicialmente por su requerimiento
en la reparacién del dafio al ADN inducido por radiacién ionizante (IR).

De todos los miembros del grupo epistatico RAD52, la ausencia de RAD52 produce los mas
severos defectos en las células, debido a que estd involucrado en multiples rutas de reparacion
de DSBs. RAD52 desempeiia un papel importante en la ruta de reparacion de roturas de doble
cadena (DSBR) dependiente de RAD51, conocida comuinmente como alineamiento de cadena
dependiente de sintesis (SDSA) o en las rutas DSBR independientes de RAD51, conocidas como
replicacion inducida por ruptura (BIR) o alineamiento de cadena sencilla (SSA).

RAD52 en levaduras es expresado de manera constitutiva en el ciclo celular, sin embargo esta
expresion se incrementa dos o tres drdenes durante la exposicién a agentes que dafian el ADN.
En contraste con lo que sucede en levaduras, la ausencia de RAD52 en eucariotas superiores
no resulta en cambios fenotipicos drasticos, debido a la existencia de proteinas con funciones

redundantes que podrian asumir esta funcién (Sonoda et al., 2001).
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Andaluz y colaboradores en 2007 determinaron la importancia del gen RAD52 en C. albicans,
demostrando su participacidon en varios eventos celulares dependientes de recombinacién
homdloga, incluyendo la integracion de ADN lineal y la reparacion de dafio al ADN causado por
luz UV y agentes radiomiméticos como el MMS.

RAD52 y RAD59 participan no solamente en los eventos de recombinacidn homdloga sino
también tienen funciones adicionales en rutas menos conservativas como BIR o SSA.
Adicionalmente, estudios realizados utilizando como modelo S. cerevisiae, elucidaron la
importancia de RAD52 demostrando que su ausencia conlleva severos defectos en la
conversidon génica, SSA, recombinacion entre repetidos invertidos, y la formacién de
sobrevivientes en la ausencia de telomerasa (Symington et al., 2004).

La proteina Rad52 por su parte, es esencial en paso primario de la recombinacién homéloga,
ademas estd involucrada en el alineamiento de cadena sencilla y otras formas de
recombinacién independientes de RAD51, que puede explicar el pronunciado cambio
fenotipico en mutantes rad52 mas que en mutantes rad51.

Los homdlogos de Rad51 y Rad52 estan conservados en levaduras y humanos, sugiriendo que
el mecanismo usado para el apareamiento de moléculas homodlogas de ADN durante la

recombinacion puede ser universal en eucariotas (Shinohara et al, 1998).

19.1 El papel de Rad52 en los eventos de recombinacion

Rad52 interactia directamente con RPA y Rad51 y se cree que media el ensamblaje del
nucleofilamento Rad51. Esta interaccion ocurre a través del dominio C-terminal no conservado
de la proteina. Mutantes expresando una truncacién en el dominio C-terminal de Rad52
remueve la interaccién con Rad51 aumentando la sensibilidad a radiacién ionizante. Una
region acida de Rad52, que comprende 308-311 residuos aminoacidicos es requerido para la
interaccidon con RPA y resistencia al dafio ADN.

Participa en la reparacién de roturas de doble cadena en el ADN durante el crecimiento
vegetativo y la meiosis y en la recombinacion de las cromatidas hermanas inducidas por luz

uv.
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2. ANTECEDENTES

C. albicans es la especie mas estudiada a nivel genético, se han caracterizado fenotipicamente
mutantes Carad52-A/Carad52-A observando que la ruta de recombinacién homdloga
dependiente de Rad52 es esencial para la reparacién de lesiones causadas por la exposicion a
agentes que dafian el ADN como luz ultravioleta y compuestos radiomiméticos como el metil
metano sulfonato (Cuidad et al.,, 2004). Adicionalmente, la HR se lleva a cabo
preferencialmente y de manera mas eficiente durante la fase de crecimiento exponencial,
probablemente debido a un incrementado nimero de células que se encuentran en la fase
tardia S o G2 del ciclo celular, donde las cromatidas hermanas funcionan como sustrato para
llevar a cabo la reparacion por HR.

La delecion de RAD52 desencadena varios efectos sobre la biologia celular en C. albicans.
Cultivos de cepas de rad52-A exhibieron los mas severos defectos en cuanto a crecimiento
aumentando el tiempo de generacion y favoreciendo el crecimiento de colonias con
abundantes filamentos radiales como resultado del desacoplamiento de varios eventos del
ciclo celular derivando en la acumulacién de DSB no reparadas, desencadenando asi, el arresto
del ciclo celular y la polarizacién del crecimiento (Andaluz et al., 2006). Esto ultimo, sugiere
gue algunas proteinas de HR estan involucradas en la prevencién del crecimiento polarizado

en C. albicans (Garcia-Prieto et al., 2010) (Bellido et al., 2015).

A. Bellido y colaboradores en 2015 dieron a conocer el primer reporte que revela las
interacciones entre genes implicados en HR que promueven la morfologia aberrante en C.
albicans estableciendo un sobrelapamiento parcial de funciones entre Rad51 y Rad52 que

afectan el crecimiento celular y la morfologia en C. albicans.

Dado que C. tropicalis se ha posicionado como un patdégeno emergente, desde hace algunos
afios ha crecido el interés por estudiar su variabilidad y adaptabilidad genética. C. tropicalis
tiene mecanismos importantes en la reparacién del dafio al ADN a los cuales se encuentran
asociados genes del grupo epistatico RAD52 (Symington et al., 2004) y que mantienen la

estabilidad genética del microorganismo.
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El primer estudio realizado en C. tropicalis que permitié visualizar la importancia de las rutas
de reparacion y mantenimiento de la estabilidad genética fue hecho por Cuevas en 2012 que
mediante el estudio de cariotipos de aislados clinicos de C. tropicalis procedentes de diversos
estados de la Republica Mexicana pudieron observar la variabilidad en cada muestra (Cuevas,

2012).

En 2012, Espinosa Texis construyd el mutante heterocigético RAD52/rad52::hisG en el fondo
genético de C. tropicalis MYA3404.

Ramirez Falcon en 2014 obtuvo el reintegrante RAD51 que mostrd caracteristicas fenotipicas
similares a la cepa tipo MYA3404, asi como mutantes nulos rad52 que presentaron una
morfologia filamentosa y una incrementada sensibilidad a luz UV, camptotecina, bleomicina y

MMS en comparacién con la cepa parental (Ramirez Falcén, 2014).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las infecciones nosocomiales se han convertido en un problema de salud publica que requiere
una pronta atencidn. Las infecciones fungicas representan una alta tasa de morbi-mortalidad
en pacientes hospitalarios y la incidencia ha aumentado drasticamente en las Ultimas décadas.
Diversos factores de riesgo presentes en los pacientes pueden desencadenar el desarrollo de
una infeccion fungica, aunado a esto, los factores que forman parte del microorganismo dan
lugar al establecimiento de una infeccién exitosa. Los principales mecanismos que les permiten
colonizar e infectar los tejidos del hospedero estan relacionados con los factores de virulencia
gue posee y es interesante recordar que muchos de esos factores les permiten adaptarse a
condiciones adversas y esa adaptacion puede estar mediada por los reordenamientos
constantes que sufre su genoma.

De tal manera que, es de suma importancia conocer y detallar los mecanismos involucrados

en la inestabilidad gendmica.
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4. JUSTIFICACION

La incidencia global de las infecciones fungicas ha aumentado considerablemente en los
ultimos afios, principalmente aquellas producidas por especies del género Candida. De las
cuales, C. tropicalis ha evolucionado como un patégeno oportunista y su incidencia y
prevalencia en los aislados clinicos esta incrementdndose a tal grado que se ha considerado la
segunda especie solo después de C. albicans en causar candidosis.

La inestabilidad o variabilidad genética que tiene Candida tropicalis, puede funcionar como
un mecanismo de adaptacién durante la exposicidn a numerosas condiciones estresantes. Lo
anterior sugiere, que los constantes reordenamientos del genoma pueden ser un factor clave
y decisivo que influye directamente en la permanencia del microorganismo dentro del
hospedero. Dicho lo anterior, la resistencia frente a los agentes antimicrobianos mds comunes
usados en la practica clinica se incrementa drasticamente.

Diferentes mecanismos estdn implicados en la generacion de diversidad génica,
principalmente aquellos mecanismos de recombinacidon que participan en la reparacién del
dano al ADN, de tal manera que, si los daifos ocasionados no son reparados o son reparados
de manera incorrecta puede resultar en alteraciones en el genoma que pueden ser o no,
favorables para la viabilidad de las células.

Dado que la plasticidad genética estd bajo el control de la maquinaria de
reparacién/recombinacién del ADN, el analisis de los genes que participan en estos procesos
puede ayudar a elucidar la importancia de mantener en correcto funcionamiento las rutas de
reparacion en C. tropicalis. Estas rutas, ademas de reparar dafios producidos por procesos
enddgenos o factores exdgenos pueden generar diversidad génica, cuya elucidacién ayudaria
a comprender la biologia y la patogénesis de este hongo.

Por lo tanto, en este trabajo se pretende realizar un estudio que evalle la importancia y la
participacién del gen RAD52 en los eventos de recombinacién mitdtica durante la exposiciéon
a agentes que dafian el ADN.

Se ha sugerido que la proteina Rad52 participa en el reconocimiento del corte realizado por

agentes enddgenos o exdgenos en el DNA.
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5. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar fenotipicamente y molecularmente la mutante rad52-AA de Candida tropicalis.

5.1 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar molecularmente la mutante rad52-AA de C. tropicalis.

2. Caracterizar fenotipicamente la mutante rad52-AA de C. tropicalis por morfologia
macroscopica y microscopica.

3. Determinar la velocidad de crecimiento y la invasividad en agar de la mutante rad52-A4
de C. tropicalis.

4. Determinar el efecto del MMS, BLM y luz UV en la mutante rad52-AA de C. tropicalis.
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6. HIPOTESIS

El gen RAD52 desempeiia un papel fundamental en los mecanismos de recombinacién mitdtica
para la reparacién de lesiones en el ADN causadas por agentes exdgenos, permitiendo la

adaptacion y supervivencia de Candida tropicalis en condiciones estresantes.
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7. ESQUEMA DE TRABAJO

Comprobacion molecular de Ia
construccion de las mutantes rad52-AA
de C. tropicalis mediante PCR.

Caracterizacion fenotipica de la
cepa tipo de C. tropicalis y mutantes
rad52-AA.

Observacion de la
morfologia macroscépica y

. . inacié Determinacion de la
microscopica Determinacion de la

invasividad en agar en medios velocidad de crecimiento
suplementados o no con
glucosa y (o] Base
nitrogenada para levaduras
con o sin aminoacidos como
Unica fuente de nitrégeno.

YPD, YP, YD, PD

SC (Synthetic complete)

Analisis de sensibilidad a
agentes que daian al ADN

como MMS, bleomicina y
luz UV.

Suplementado con glucosa y YNB
con a.a.

Medio SLAD

Figura 3.Esquema de trabajo.
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8. METODOLOGIA
8.1 Cepas utilizadas en el trabajo

Tabla 1. Cepas empleadas en la realizacion de este trabajo.

Cepa Genotipo
C. tropicalis (MYA3404) Cepa tipo
C. tropicalis rad52AA Ura+rad52::hisG::rad52::hisG-URA3-hisG

8.2 Medios y condiciones de cultivo

C. tropicalis MYA3404 se cultivdo en medio YPD liquido a 30°C en agitacion a 200 rpm. Para el
cultivo en medio sélido se adicionaron 15g/L de agar bacterioldgico. Las mutantes rad52-AA
fueron cultivadas en las mismas condiciones.

Los experimentos de sensibilidad a agentes que dafian el ADN se realizaron en fase de
crecimiento exponencial y estacionaria.

Los diferentes medios de cultivo utilizados en este trabajo se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 2. Medios de cultivo utilizados en este trabajo.

Medio Composicion Uso y referencia

YPD (Yeast Peptone Extracto de levadura 10 g/L , Medio rico nutritivo en

Dextrose) glucosa 20 g/L, peptona de sdlido o liquido para el
caseina 20 g/L, agar bacteriolégico crecimiento y
15 g/L. propagacion de cultivos

de levaduras. Medio no
selectivo para Candida,
Pichia, Saccharomycesy
Zygosaccharomyces

(MacDonald, 2001).
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*YP (Yeast-Peptone)

*YD (Yeast-Dextrose)

*PD (Peptone-Dextrose)

SC (Synthetic complete)

SC (Synthetic complete)

SLAD (Synthetic

ammonia dextrose)

low

Extracto de levadura 10 g/L,
peptona de caseina 20 g/L, agar
bacteriolégico 15 g/L.

Extracto de levadura 10g/L,
glucosa 20g/L, agar bacterioldgico
15 g/L.

Peptona de caseina 20 g/L,
glucosa 20 g/L, 15 g/L agar
bacterioldgico.

Glucosa 20 g/L, Bactoagar 20 g/L,
Base nitrogenada para levaduras
con aminodcidos (YNB con

aminoacidos) 6.7 g/L.

Base nitrogenada para levaduras
con aminoacidos (YNB con
aminoacidos) 6.7 g/L, Bactoagar

20 g/L.

Base nitrogenada para levaduras
sin aminoacidos 1.7 g/L, glucosa

20 g/L, Bactoagar 20g/L.

(Cullen et al., 2000).

(Cullen et al., 2000).

(Cullen et al., 2000).

Promueve
crecimiento
levaduras, que
tienen
requerimiento
nutricional
(MacDonald, 2001).
Promueve
crecimiento
levaduras, que
tienen
requerimiento
nutricional
(MacDonald, 2001).

Promueve

el
de
no

un

el
de
no

un

el

crecimiento de formas

filamentosas

en

levaduras (Mosch et al.,

1997).




CHROM-agar ™ Candida Cromopeptona 10 g/L, Glucosa 20 Aislamiento e

Medium g/L, Mezcla cromégena 2 g/L, identificacion de
Cloranfenicol 0.5 g/L, Agar 15 g/L. Candida albicans,
pH 6.0 £ 0.03. Candida tropicalis vy

Candida krusei.

*Variantes del medio YPD para evaluar el efecto de la remocién de otros componentes de este medio sobre el

crecimiento celular, el desarrollo de formas filamentosas y el crecimiento invasivo de levaduras en presencia y

ausencia de glucosa.

8.3 Iniciadores utilizados en este trabajo

Tabla 3. Iniciadores utilizados en este trabajo.

Iniciadores Secuencia

Comprobacidn especie especifica para C. tropicalis
CtR1 5°-CAA TCC TAC CGC CAG AGG TTAT-3’
CtR2 5°-TGG CCA CTA GCA AAA TAA GCGT-3’

Comprobacion de mutantes nulas rad52 de C. tropicalis
Ct52F 5°-TAG AAT ACA GGG GAA AAT AAG AGG-3’
Ct52] (iniciador interno del 5°-CGC CAA ATT CAA TGC TCG CCA GCC3’
gen RAD52)

Previo a la caracterizacion molecular, se llevd a cabo la comprobacién de especie de C.
tropicalis en todas las cepas utilizadas en este trabajo, mediante la reaccidon en cadena de la
polimerasa (PCR-especie- especifica) utilizando los oligonucledtidos CtR1 y CtR2 que
amplifican las regiones intergénicas ITS1 e ITS2, utilizando el kit PCR Master Mix suministrado
por Promega el cual contiene: 50 unidades/ml de Tag DNA polimerasa, 400uM de dATP, dGTP,
dCTP, dTTP cada uno y 3mM de MgCl,. La muestra fue tomada directamente de colonias
frescas crecidas en medio YPD durante 24 horas a 30°C y se prepard de la siguiente manera:
con la ayuda de una asa estéril se tomd una colonia aislada y se homogeneizo en 5ul de agua

Pisa estéril.
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Para una reaccion de 12.5ul, se depositaron en un tubo eppendorf estéril 6ul del mix de PCR,
1.5ul de oligonucleétido CtR1 (10uM) y 1.5ul de primer CtR2 (10uM), 1ul de la suspension
celular de levaduras y 2.5 ul de agua estéril.

Una muestra de 4l de cada producto de PCR fueron revelados en un gel de agarosa al 1.5%,
utilizando como buffer TBE al 1X a 75 V en una camara electroforética. El gel fue tefiido con

bromuro de etidio y las bandas fueron visualizadas sobre un fotodocumentador.

Programa de PCR
1. Etapa de desnaturalizaciéon (5 minutos a 96°C)
2. 40 Ciclos (30 segundos a 94°C)
3. (30 segundos a 58°C)
4. (30 segundosa 72°C
5

Ultima etapa (15 minutos a 72°C)

8.4 Caracterizacion molecular mediante la técnica de reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR)

La comprobacién molecular se llevd a cabo utilizando los oligonucledtidos Ct52F y Ct521 con la
finalidad de comprobar la construccién y asegurar la pérdida del gen RAD52 de C. tropicalis.
Para la reaccion se utilizé el kit de PCR Thermo scientific/Dream Tag Green PCR Master Mix
(2X) que contiene: Dream Tag DNA polimerasa, 2X Dream Taqg Green buffer, 0.4mM dATP,
dGTP, dCTP, dTTP cada uno y 4mM MgCl2. La muestra fue tomada directamente de colonias
frescas de cada una de las cepas utilizadas en este trabajo crecidas en medio YPD durante 24
horas a 30°C; con la ayuda de un asa estéril se tomd una colonia aislada y se homogeneizé en
5 ul de agua Pisa estéril. Para una reaccion de 12.5ul, se depositaron en un tubo eppendorf
estéril 6pl del mix de PCR, 1.5ul de oligonucledtido Ct52F (10uM) vy 1.5ul de primer Ct52I
(10uM), 1ul de muestray 2.5ul de agua estéril.

Una muestra de 4pul de cada producto de PCR fueron revelados en un gel de agarosa al 1%,
utilizando como buffer TAE al 1X a 75 V en una camara electroforética. El gel fue teiido con
bromuro de etidio y las bandas fueron visualizadas sobre un fotodocumentador.
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Programa de PCR: CT52URA2

1. Etapa de inicio (3 minutos/95°C)

2. Etapa de desnaturalizacién (30 segundos/95°C)
Etapa de hibridacion (30segundos/50°C)

Etapa de elongacién (2 min/72°C)

30 ciclos (etapa 2-4)

Etapa de término (5 minutos/72°C)

N o v & Ww

Ultima etapa (12°C-a)

8.5 Caracterizacion fenotipica basica

8.5.1  Morfologia macroscdpica y microscopica
Las cepas de C. tropicalis que se muestran en la tabla 1 fueron cultivadas en medio YPD sdlido
durante 24 horas a 30°C, mientras que los cultivos en YPD liquido se mantuvieron en agitacion
a 200 rpm. Transcurrido el tiempo de incubacidn, se visualizé la morfologia colonial de cada
una de las cepasy se registraron las observaciones tomando en cuenta la forma, color y textura
de las colonias.
Para observar la morfologia microscépica, se tomaron 10ul a partir del cultivo en medio liquido

y se colocaron en un portaobjetos y se visualizé al microscopio con el objetivo 40X.

8.5.2  Andlisis de la velocidad de crecimiento
Para la preparacién del preindculo, las cepas de C. tropicalis que se muestran en la tabla 1
fueron sembradas en 10 ml de YPD liquido y se incubaron en agitacién a 200 rpm a 30°C
durante 12 horas. Posteriormente se determind la densidad éptica del preindculo a 600nm y
se inocularon matraces con 50 ml de medio freso YPD liquido a una ODguonm=0.05. Se
mantuvieron en agitacidn constante a 200 rpm a 30°C.

Las lecturas en el espectrofotémetro (DOsoonm) fueron tomadas cada hora durante 12 horas.
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Adicionalmente se tomd una muestra de 100ul cada hora durante la curva de crecimiento con
la cual se realizaron 6 diluciones seriadas en una proporcién 1:10 y se sembraron 5ul de cada
dilucion en placas de YPD y se incubaron durante 48 horas a 30°C. Posteriormente se
determinaron las UFC/ml considerando la siguiente formula:

UFC/ mi=(N° de colonias contadas) (Factor de dilucién)
Volumen de siembra

8.6 Analisis de invasividad en agar
Para el andlisis de invasividad en agar las cepas de C. tropicalis que se muestran en la tabla 1
se cultivaron en medio YPD liquido hasta la fase estacionaria donde se ajustod la DOsoonm=0.05
para sembrar por extension 5ul del cultivo en los medios indicados en la tabla 2 (YPD-YP-YD-
PD-SC sin glucosa + YNB con aminoacidos, SC con glucosa + YNB con aminodcidos y medio
SLAD) y se incubaron durante 5 dias a 30°C, después se incubaron a temperatura ambiente por
3 dias mds. Se evaluaron las caracteristicas macroscépicas y microscépicas a lo largo del

ensayo.

8.7 Evaluacion de la respuesta a agentes que dafian el ADN

8.7.1  Analisis de sensibilidad a radiacidn ultravioleta (UV)
El andlisis de sensibilidad a la luz ultravioleta (UV) se llevd a cabo a partir de cultivos en medio
liquido de las cepas que se muestran en la tabla 1 considerando la fase de crecimiento
estacionaria y exponencial. El ensayo se realizd en placas de micro titulacién estériles donde
se colocaron 200ul del cultivo de cada cepa ajustado a una DO= 0.05 en cada uno de los pozos
y se irradiaron a diferentes dosis de luz UV (2J/m? y 7J/m?). Posteriormente se inocularon
directamente de los pozos 5ul de las células en medio YPD para determinar las UFC y el
porcentaje de células sobrevivientes. Como control se utilizaron células sin irradiar de cada
una de las cepas en medio YPD. Las placas fueron cubiertas con papel aluminio para evitar su
exposicidn a la luz y se incubaron durante 48 horas a 30°C. El andlisis de sensibilidad se realizé

en tres experimentos independientes cada uno por duplicado.
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8.7.2  Analisis de sensibilidad al Metil metano sulfonato (MMS)

El analisis de sensibilidad a MMS se llevé a cabo a partir de cultivos en medio liquido de las
cepas que se muestran en la tabla 1 considerando la fase de crecimiento estacionaria y
exponencial. Para el ensayo se prepararon placas de medio YPD suplementado con diferentes
concentraciones de MMS (0.001%, 0.003%, 0.005% y 0.01%) donde se inocularon 5ul del
cultivo ajustado a una DO= 0.05 por el método de extensidon en placa. Como control se
inocularon las células en placas de YPD sin el agente. Las placas fueron cubiertas con papel
aluminio para evitar la exposicion a la luz y se incubaron durante 48 horas a 30°C. Finalmente,
se hizo el conteo de UFC para determinar el porcentaje de supervivencia celular. El analisis de
sensibilidad a MMS se realizd en tres experimentos independientes cada uno por duplicado.

Adicionalmente se desarrollé la prueba de Dropt-test utilizando 5 diluciones seriadas en una
proporcién 1:10 de cada cultivo y se sembraron 10ul de cada dilucién en placas de YPD como

control y YPD con MMS y se incubaron a 30°C durante 48 horas.

8.7.3  Analisis de sensibilidad a bleomicina

El andlisis de sensibilidad a bleomicina se llevd a cabo a partir de cultivos en medio liquido de
las cepas que se muestran en la tabla 1 considerando la fase de crecimiento estacionaria y
exponencial. Para el ensayo se prepararon placas de YPD suplementado con diferentes
concentraciones de bleomicina (2.5ug/ml, 5pug/ml y 10ug/ml), donde se inocularon 5ul de la
dilucién 1x102 de cada cultivo ajustado previamente a una DO=0.1. Como control se tomaron
placas inoculadas con 5ul del cultivo en medio YPD sin bleomicina. Todas las placas se
incubaron a 30°C durante 48 horas. El analisis de sensibilidad a bleomicina se realizé en tres
experimentos independientes cada uno por duplicado.

Por otra parte, se realizé la prueba de Drop-test utilizando 5 diluciones seriadas 1:10 de cada
cultivo y se sembraron 10ul de cada dilucidn en placas de YPD suplementadas con bleomicina

y YPD como control y se incubaron a 30°C durante 48 horas.
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9. RESULTADOS

El medio CHROMagar™Candida Medium es un medio que permite el aislamiento y la
identificacidon de especies del género Candida, entre las cuales se encuentra C. albicans, C.
tropicalis y C. krusei. Este medio, comunmente empleado para la identificacion presuntiva de
estas especies, contiene sustratos cromdgenos que mediante la accién enzimatica especifica
producidas por cada una de las especies, los croméforos son liberados y pueden detectarse
visualmente mediante la observacion de un cambio de color de las colonias. De esta manera
se obtienen resultados en un periodo relativamente corto en comparacién con otros métodos
de identificacidn. El uso de este medio cromogénico ha sido ampliamente documentado por
diversos autores. Después de incubar las placas durante 48 horas a 30°C, se tomaron las
lecturas correspondientes. Como se puede observar en la figura 4, la cepa tipo de C. tropicalis
MYA3404 mostro colonias azul metalico con halos violetas, como lo indica el fabricante. De
igual forma las mutantes rad52-AA, crecieron como colonias azules con bordes violetas. Cada
mutante poseia una morfologia colonial caracteristica, tal como se observa en la siguiente

imagen:

Figura 4. Identificacion presuntiva mediante un medio cromogénico (CHROMagar™Candida
Medium) de especies de levaduras del género Candida. A) Cepa tipo de C. tropicalis MYA3404,
B) C. tropicalis rad52-AA-9, C) C. tropicalis rad52-AA-10y D) C. tropicalis rad52-AN-11 incubadas

a 30°C durante 48 horas.
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9.1 PCR especie-especifica

De todas las cepas evaluadas en este trabajo solo la cepa tipo de C. tropicalis MYA3404 que ha
sido previamente secuenciada, al igual que las mutantes 9, 10, 11, 13,17 y 18 dieron el patrén
de bandeo del tamafio esperado correspondiente a 357pb cuando se revelaron en un gel de
agarosa al 1.5%, utilizando como buffer TBE al 1X a 75 V en una cdmara electroforética (ver
figura 5). El gel fue tefiido con bromuro de etidio y las bandas fueron visualizadas sobre un
transiluminador. Con excepcién de la cepa 16 que no dio el amplificado esperado (carril 7).

Por tal motivo se decidid trabajar Unicamente con la cepa de referencia de C. tropicalis

MYA3404 y con las mutantes rad52-AA-9, rad52-AA-10 y rad52-AA-11.

12 3 456 7 8 91012

Figura 5. PCR-especie-especifica de la cepa tipo de C. tropicalis MYA3404 y las mutantes
rad52-AA-9, rad52-AA-10 y rad52-AA-11. Se utilizaron los oligonucledtidos CtR1 y CtR2 que
amplifican la regidén ITS1 e ITS2 con un tamafio de amplicén de 357pb para C. tropicalis. En el
primer carril se muestra el control negativo consistente en una mezcla de oligonucleétidos,

mix de PCR y agua Pisa estéril. En el segundo carril el control positivo (correspondiente a C.
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tropicalis MYA304 y en los carriles 3-9 los mutantes rad52-AA. En el carril 12 se muestra el

marcador de peso molecular de 1 kb.

9.2 Caracterizacion molecular mediante la técnica de reaccion en cadena de

la polimerasa (PCR)

La caracterizacion molecular se llevé a cabo utilizando los oligonucledtidos Ct52F y Ct521 con
la finalidad de comprobar la construccién y asegurar la pérdida del gen RAD52 de C. tropicalis.
La visualizacién de los productos de PCR en un gel de agarosa al 1% revel6 el tamafio de banda
esperado de aproximadamente 1000 pb presentes en las mutantes que no cuentan con la
construccion correcta (ver figura 6). Dicho de otra manera, aquellas cepas que no contienen
esa banda, son las mutantes a las cuales se les ha deletado completamente el gen RAD52
(ambos alelos) debido a que el iniciador Ct52I reverso fue disefiado para amplificar una region
interna del gen junto con el primer Ct52F directo.

En el carril 1y 13, se muestra el marcador de peso molecular de 1kb, en el carril 3 el control
negativo, en el carril 4 C. tropicalis MYA3404, en los carriles del 5, 6 y 7 las mutantes con la
construccion correcta y designados como rad52AA-9, rad52-AA-10 y rad52-AA-11. Mientras
que los carriles del 8 al 11 son aquellas cepas a las cuales no se pudo comprobar la presencia

de la contruccidon completa y no fueron tomadas en cuenta en este trabajo.
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Figura 6. Comprobacion molecular de la delecion del gen RAD52 de C. tropicalis. Utilizando

los oligonucledtidos Ct52F y Ct521 que dan un tamaio de amplicdn de aproximadamente 1000

pb.

9.3 Caracterizacion fenotipica basica

9.3.1 Morfologia macroscdpica y microscépica
La cepa tipo de C. tropicalis MYA3404 y las mutantes rad52-AA fueron sujetas a un analisis
fenotipico basico. Como se muestra en la figura 7 para las cepas crecidas en medio YPD sdlido,
las colonias de las mutantes nulas presentaron bordes irregulares y produjeron filamentos
radiales que se extendian mas alld de los bordes de la colonia. Las observaciones

macroscopicas indicaron colonias blanquecinas con una apariencia rugosa y terciopelada,
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mientras que la cepa tipo de C. tropicalis pudo observarse como colonias suaves y redondas
con un aspecto cremoso. Cuando las cepas se crecieron en medio YPD liquido, los cultivos de
rad52-AA-9 y rad52-AA-10 contenian células con abundantes filamentos, mientras que la
mutante rad52-AA-11 adicional a algunas células levaduriformes dispersas, formas
filamentosas fueron también observadas en esta mutante. La cepa parental, como podemos

observar muestra células levaduriformes y elongadas.

MYA3404

rad52-AA-9

rad52-AA-10

rad52-AA-11

Figura 7. Morfologia macroscdpica y microscopica de la cepa tipo C. tropicalis MYA3404 y las
mutantes rad52-AA-9, rad52-AA-10 y rad52-AA 11 cultivadas en medio sélido (filaly 2) y en
medio liquido YPD (fila 3) incubadas a 30°C durante 48 horas. Todas las imagenes de la

morfologia microscopica fueron tomadas con un microscopio dptico con el objetivo 40X.
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9.3.2 Analisis de la velocidad de crecimiento

La cepa tipo de C. tropicalis MYA3404 como las mutantes rad52-AA fueron sometidas a un
analisis de velocidad de crecimiento. Como se muestra en la figura 8 para cepas crecidas en
medio YPD liquido, las mutantes nulas (rad52-AA-9, rad52-AA-10 y rad52-AA-11) exhibieron
un tiempo de generacién mas largo (103 min, 107min y 101min) respectivamente que la cepa
parental (93.18 min). Nuestros resultados indican que la disrupcion en RADS52 influye
notablemente sobre el tiempo de generacidén en comparacion con la cepa tipo sugiriendo que

RADS52 es importante para asegurar un adecuado crecimiento celular.

Velocidad de crecimiento A

—#— MYA3404 —e - rad52-AA-9 ---k-- rad52-AA-10 --e--rad52-AA-11

OD 600nm

Tiempo de incubacion (min)

Figura 8.Curva de la velocidad de crecimiento de C. tropicalis y las mutantes nulas rad52
(rad52-AA-9, rad52-AA-10 y rad52-AA-11). A) Relacion de la D.O a 600 nm respecto al tiempo
de incubacion (min) y B) Log UFC respecto al tiempo de incubacion (min) en medio YPD liquido

a 30°C a 200rpm durante 12 horas.
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9.4 Analisis de invasividad en agar
Previos reportes sugieren que el crecimiento invasivo en levaduras puede ser el resultado de
la limitacidn de nutrientes esenciales presentes en el medio de cultivo. Esos experimentos

demostraron que el ambiente fisico es el que regula el crecimiento filamentoso en C. tropicalis.

El andlisis de invasividad en agar se llevd a cabo en diferentes medios de cultivo que se
mencionan en la tabla 2. Las células que han invadido el agar quedaron como colonias visibles

sobre la superficie de la placa previamente lavada.

En este experimento se demostrd que la remocion de glucosa del medio YPD causé la invasion
del agar por el método de lavado de placa en la cepa tipo de C. tropicalis como en las mutantes
rad52-AA. La remocién de otros componentes del medio YPD como extracto de levadura (PD)
o peptona de caseina (YD) también mostraron un incrementado crecimiento invasivo aun en

presencia de glucosa como se muestra en la siguiente imagen:
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Figura 9. Colonias crecidas en medio YPD, YP, YD y PD promovieron la invasion del agar aun
en presencia de glucosa. Crecimiento evaluado a los 6 dias de incubacién a 30°C. La columna
(a), representa el crecimiento habitual antes del lavado de la placa, mientras que la columna

(b), representa las colonias que han invadido el agar debido a que no fueron removidas con el

método de lavado en placa.

La observacién microscépica reveld estructuras levaduriformes en medio YPD, YP y PD,
mientras que en medio YD se logaron observar formas filamentosas en la cepa tipo de C.
tropicalis MYA3404. Adicionalmente se examinaron las mutantes rad52-AA-9, rad52-AA-10 y
rad52-AA-11 que, de manera normal, exhiben un crecimiento filamentoso con abundante
micelio, sin embargo, se pudo observar un incremento en la cantidad de micelio producido

cuando fueron crecidas en medio YPD, YP y PD mientras que en medio YD la cantidad de

micelio disminuyd en todas las mutantes.

44



Un medio Synthetic complete (SC) sin glucosa fue usado para determinar el patrén de
crecimiento habitual de C. tropicalis y las mutantes rad52-AA. Asi como también, se utilizdé un
medio SC con glucosa y medio SLAD (limitacién de nitrégeno) que fue preparado como lo
describe (Csank et al., 2000) para poder establecer una relacién entre la limitacion de

nutrientes y el crecimiento invasivo relacionado con las transiciones morfoldgicas.

MYA3404 rad52-AA-9 rad52-AA-10 rad52-AA-11

YPD

SC mas
glucosa

SCsin
glucosa

SLAD

Figura 10. Crecimiento de pseudohifas de C. tropicalis y las mutantes rad52-AA-9, rad52-AA-
10 y rad52-AA-11 sobre medios que inducen el crecimiento filamentoso (YPD, SC mas
glucosa, SC sin glucosa y medio SLAD (medio con condiciones de nitrégeno limitante). Todas

las imagenes fueron tomadas con un microscopio optico con el objetivo 10X.

La morfologia colonial en medio SC sin glucosa fue drasticamente afectada en cuanto al

tamarfio. Colonias pequeiias fueron observadas en todas las cepas evaluadas en este trabajo a
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6 dias de crecimiento. Cabe mencionar que las colonias de C. tropicalis y las mutantes rad52-
AA-9, rad52-AA-10 y rad52-AA-11  mostraron un patrén de crecimiento similar, con la
presencia de abundantes filamentos en los bordes fue una caracteristica interesante y un

patron de crecimiento Unico en este medio.

Observaciones directas de células en ausencia de glucosa revelaron una morfologia
levaduriforme para C. tropicalis, y a pesar de no mostrar cambios en el crecimiento vegetativo
si hubo una disminucion en el nimero de células. En contraste, las mutantes rad52-AA
exhibieron una morfologia irregular compuesta por células filamentosas, con abundante
micelio en la mutante rad52-AA-9, un patrén similar para la mutante rad52-AA-10 en
comparacion al crecimiento en YPD y un crecimiento filamentoso igual para la mutante rad52-

AA-11.

En contraste, las colonias de C. tropicalis crecidas en medio sintético en presencia de glucosa
(SC mas glucosa) contenian células levaduriformes y redondas al igual que células de
morfologia filamentosa menos acentuada que la presente en YPD y SC sin glucosa. El
crecimiento de las colonias fue mas grande que en medio rico YPD y abundantes filamentos en
la periferia de las colonias se pudieron apreciar. Mientras tanto, el crecimiento de colonias de
las mutantes rad52-AA-9, rad52-AA-10 y rad52-AA-11 fue mayor, sin embargo, se incrementd
la cantidad de filamentos en la periferia de las colonias. Adicionalmente se observaron células
filamentosas en menor proporcion que el crecimiento habitual mostrado en medio YPD en las
mutante rad52-AA-9, rad52-AA-10y rad52-AN-11. C. tropicalis al igual que las mutantes rad52-
AA tuvieron la capacidad de invadir el agar como células levaduriformes y filamentosas

respectivamente (ver figura 11).

Un medio Synthetic low ammonia dextrose (SLAD) preparado bajo condiciones de limitacién
de nitrégeno, indujo un menor crecimiento filamentoso en relacién a un aumento en el

tamafio de la colonia. Donde la presencia de pseudohifas fue evidente.

C. tropicalis desarrollé colonias con regiones de crecimiento lateral que se extendid mas alld

de los bordes de la colonia. Esta morfologia es distintiva de C. albicans y es el resultado del
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crecimiento procedente desde una célula vieja combinado con la habilidad de las células

filamentosas de penetrar el agar (Csank et al., 2000).

Como se esperaba C. tropicalis produjo un crecimiento pseudohifa sobre medio SLAD que fue
capaz de invadir el agar ya que la colonia no fue removida después del lavado. Las mutantes
rad52-AA mostraron un patrén similar a la cepa parental. Filamentos fueron observados aun
después de hacer el lavado de las colonias. Las colonias de C. tropicalis mostraron un patrén
de crecimiento similar al que tuvo en medio SC con bordes filamentosos al igual que las

mutantes rad52-AA-9, rad52-AA-10 y rad52-AA-11.

El analisis microscépico indicd que el crecimiento radial de C. tropicalis estd compuesto de
cadenas de células levaduriformes elongadas de gran tamafio. Por otra parte las mutantes
rad52-AA crecieron como células filamentosas, un patrdon similar al observado en medio SC

mas glucosa (ver figura 11).
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Las caracteristicas microscopicas de las cepas crecidas en medio YPD, SC con glucosa, SC sin

glucosa y medio SLAD se muestran en la siguiente imagen:

MYA3404 rad52-AA-9 rad52-AA-10 rad52-AA-11

YPD

SC mas
glucosa

SC sin
glucosa

SLAD

Figura 11. Morfologia microscépica observada en C. tropicalis y mutantes rad52-AA crecidas
sobre medio YPD y medios que inducen el crecimiento filamentoso (SC mas glucosa, SC sin

glucosa y medio SLAD). Todas las imagenes fueron tomadas con un microscopio éptico con el

objetivo 40X.
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9.5 Evaluacidn de la respuesta a agentes que dafian el ADN

9.5.1 Andlisis de sensibilidad a la radiacidn ultravioleta (Luz UV)
La reparacién por escision de nucledtidos (NER) es la principal ruta de reparacién encargada
de remover dimeros de pirimidina ciclobutano y fotoproductos (6-4) inducidos por la
exposicién a luz UV. Mutaciones en genes del grupo epistatico RAD52 confieren un modesto
incremento en la sensibilidad a luz UV. Rad51, Rad52 y Rad54 son tres proteinas clave en la
reparacion recombinacional (Gangavarapu et al., 2007). Mientras que la tasa de supervivencia
de mutantes nulas rad52 de C. albicans y una mutante llevando una copia adicional de RAD52

tratadas con luz UV fue de 11y 43% respectivamente (Takagi et al., 2008).

La supervivencia de las células al tratamiento con diferentes dosis de luz UV (2J/m?y 7J/m?)
fue determinada en células creciendo exponencialmente y durante la fase de crecimiento
estacionaria. Las mutantes rad52-AA-9 rad52-AA-10 y rad52-AA-11 fueron mas sensibles que
C. tropicalis en todas las dosis empleadas en fase de crecimiento exponencial. A una dosis de
2J/m? el porcentaje de supervivencia celular fue del 94.9%, 79.92%, 88.2% y 61.9% en C.
tropicalis, rad52-AA-9, rad52-AA-10 y rad52-AA-11 respectivamente. A una dosis de 7J/m? el
porcentaje de supervivencia celular fue del 58.8%, 52.7%, 60.9% y 60.6% respectivamente. El
cambio mas drastico en el porcentaje de supervivencia celular fue observado en C. tropicalis
con una disminucidn del 36.1%, mientras que en las mutantes fue del 27.18%, 27.31% vy 1.28%

(rad52-AA-9, rad52-AA-10 y rad52-AA-11) respectivamente.

Sin embargo, la mutante rad52-AA-11 resulto mas afectada a una dosis de 2J/m? respecto a C.
tropicalis y las mutantes rad52-AA-9 y rad52-AA-10. Cuando las células se expusieron a una
dosis de 7J/m? la mutante rad52-AA-9 resulto mas afectada que las mutantes rad52-AA-10 y

rad52-AA-11.
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Sensibilidad a luz UV en fase de crecimiento exponencial
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Figura 12. Porcentaje de supervivencia celular en fase de crecimiento exponencial de C.

tropicalis MYA3404 y las mutantes nulas rad52 (rad52-AA-9, rad52-AA-10 y rad52-AA-11)

expuestas a una dosis de luz UV de 2J/m?y 7)/m?2.

Por otra parte, C. tropicalis fue mds resistente al tratamiento a una dosis de luz UV de 2J/m?

que las mutantes rad52-AA-9 y rad52-AA-11, con un porcentaje de supervivencia celular del

97.9%, 91.27% y 84% respectivamente. La mutante rad52-AA-10, por su parte, fue menos

sensible a una dosis de 2J/m?incluso mas que C. tropicalis con un porcentaje de supervivencia

del 99.8%. La viabilidad fue significativamente mas afectada a una dosis de 7J/m? donde el

porcentaje de supervivencia fue del 40.2%, 32.2%, 29.5% y 18.94% para C. tropicalis y las

mutantes rad52-AA-9, rad52-AA-10 y rad52-AA-11 respectivamente.
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Sensibilidad a luz UV en fase de crecimiento estacionaria
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Figura 13.Porcentaje de supervivencia celular en fase de crecimiento estacionaria de C.
tropicalis MYA3404 y mutantes nulas rad52 (rad52-AA-9, rad52-AA-10 y rad52-AA-11)

expuestas a una dosis de luz UV de 2J/m2y 7)/m2.

9.5.2 Analisis de sensibilidad al Metil metano sulfonato (MMS)
El metil-metano-sulfonato (MMS) es un agente alquilante ampliamente utilizado en levaduras
para el estudio de sensibilidad frente a agentes que dafan al ADN desde hace ya algunas

décadas.

La funcién principal del MMS dentro de la célula estd directamente relacionada con la
capacidad de formar aductos N7-metilguanina y N3-metiladenina, siendo esos sitios mas
susceptibles a metilacién en ADN de doble cadena. La metilacién de purinas en la posicién N3
o N7, desestabiliza el enlace N-glicosidico y es mas susceptible a ser hidrolizado dentro de un
sitio abdsico. A nivel estructural y bioldgico, se ha descrito que N7-MeG no interfiere con la

replicacion en contraste con lo que ocurre en N3-MeA. El tratamiento con MMS se ha
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relacionado con la formacién de roturas de cadena sencilla, mientras que las roturas de doble

cadena se producen cuando los dafios en la molécula de ADN no son reparados.

El principal mecanismo de reparaciéon de lesiones inducidas por MMS es la reparacion por
escision de bases (BER). Sin embargo, se sabe desde hace tiempo que el mecanismo de
recombinacién homodloga participa también en la reparacién de roturas de doble cadena
preferencialmente durante la fase S y G2/M del ciclo celular y concuerda con la evidencia que
apunta al efecto citotdxico que ejercen los agentes metilantes durante la fase S o G2/M y con
la sensibilidad de células deficientes en los mecanismos de reparacion a los agentes metilantes

(Wyatt et al., 2006).

En el ensayo de susceptibilidad a MMS, se utilizaron diferentes concentraciones de este agente
(MMS al 0.001%, 0.003%, 0.005% y 0.01%) en células en crecimiento exponencial y

estacionario.

En células creciendo exponencialmente C. tropicalis exhibié una ligera sensibilidad a MMS
(0.001% a 0.01%) con un porcentaje de supervivencia celular de 85.4%, 74.1%, 67.7% y 59% en
cada una de las concentraciones. La mutante rad52-AA-9 fue significativamente mds sensible
que C. tropicalis (43.7%, 31%,29% y 1.52%) y que las mutantes rad52-AA-10 y rad52-AA-11 a
MMS (0.001% a 0.01%). Por otra parte, rad52-AA-10 fue mas sensible que rad52-AA-11 (78.9%,
76.6%, 68.4% y 19.2% de supervivencia celular). Un resultado interesante fue que la mutante
rad52-AA-11 fue menos sensible que la cepa tipo a MMS (0.001%, 0.003% y 0.005%) con un
97.2%, 81% y 70.2% de supervivencia celular mientras que a una concentracién de MMS de

0.01% la viabilidad fue del 0%.
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Figura 14.Porcentaje de supervivencia celular en fase de crecimiento exponencial de C.
tropicalis MYA3404 y las mutantes nulas rad52 (rad52-AA-9, rad52-AA-10 y rad52-AA-11)
expuestas a diferentes concentraciones de MMS (0.001%,0.003%,0.005% y 0.01%).

En el mismo ensayo de sensibilidad durante la fase de crecimiento estacionaria, C. tropicalis
exhibié un comportamiento similar al mostrado en la gréfica anterior, donde fue ligeramente
mas sensible a MMS (0.001% a 0.01%) con un porcentaje de supervivencia celular de 77.7%,
70.7%, 63.7% y 56.7% respectivamente. Las mutantes rad52AA-10 y rad52AA-11, fueron mas
sensibles a MMS al 0.001% a 0.01% (56.4%, 56.4%, 51.2% y 7.6%) y (73.3%, 57.7%, 37.7% y
8.8%) respectivamente. En cambio, la mutante rad52-AA-9 fue ligeramente mas resistente al
tratamiento con MMS (0.001% a 0.005%). Mientras que a una concentracion de MMS del

0.01% el porcentaje de supervivencia celular disminuyo drasticamente hasta un 4%.

Una alta sensibilidad de las mutantes nulas rad52 comparadas con C. tropicalis fue evidente a
una concentracién de MMS al 0.01%. El porcentaje de supervivencia de C. tropicalis fue mayor

al 50%, mientras que para rad52-AA-9, rad52-AA-10 y rad52-AA-11 fue menor al 10%.
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De manera general, C. tropicalis y las mutantes nulas rad52 fueron mas resistentes al
tratamiento con MMS al 0.001%, 0.003% y 0.005% con excepcion de rad52-AA-9 en fase de
crecimiento exponencial. El cambio mas drdstico observado fue a una concentracién de MMS
del 0.01% donde C. tropicalis y rad52-AA-10 fueron mas resistentes en fase de crecimiento
exponencial contrario a lo observado en las mutantes rad52-AA-9 y rad52-AA-11 que

exhibieron una incrementada sensibilidad en células creciendo exponencialmente.

Sensibilidad a MMS en fase de crecimiento estacionaria
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Figura 15. Porcentaje de supervivencia celular en fase de crecimiento estacionaria de C.
tropicalis MYA3404 y mutantes nulas rad52 (rad52-AA-9, rad52-AA-10, rad52-AA-11)
expuestas a diferentes concentraciones de MMS (0.001%,0.003%,0.005% y 0.01%).

El ensayo de Drop-test revelé que C. tropicalis es ligeramente mas resistente al tratamiento
con MMS (0.001%, 0.003%,0.005% y 0.01%) durante la fase de crecimiento exponencial. La
mutante rad52-AA-9, por su parte fue mas sensible durante la fase estacionaria. Esos datos no
corresponden con los datos obtenidos en el ensayo anterior donde la viabilidad celular es

mayor en fase estacionaria. Mientras que rad52-AA-10 exhibié el mismo comportamiento

54



antes mencionado, y por ultimo, rad52-AA-11 fue mas resistente al tratamiento con MMS

durante la fase de crecimiento exponencial.

Sensibilidad a MMS Drop-test en fase de crecimiento exponencial

Control YPD MMS 0.001% MMS 0.003% MMS 0.005% MMS 0.01%

MYA3404
rad52-AA-9
rad52-AA-10

rad52-A4-11
MYA3404

rad52-AA-9
rad52-AA-10

rad52-AA-11

Figura 16. Analisis de sensibilidad a MMS mediante la técnica de goteo por dilucion en placa.
En la imagen se muestran las diferentes concentraciones de MMS (0.001%,0.003%,0.005% y
0.01%) asi como el control (medio YPD) y las fotografias tomadas a las 24 y 48 horas de

incubacion a 30°C en oscuridad.

Sensibilidad a MMS Drop-test en fase de crecimiento estacionaria

Control YPD MMS 0.001% MMS 0.003% MMS 0.005% MMS 0.01%

MYA3404
rad52-AA-9
rad52-AA-10

rad52-AA-11
MYA3404

rad52-AA-9
rad52-A4-10

rad52-44-11

Figura 17. Andlisis de sensibilidad a MMS mediante la técnica de goteo por dilucion en placa.
En la imagen se muestran las diferentes concentraciones de MMS (0.001%,0.003%,0.005% y
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0.01%) asi como el control (medio YPD) y las fotografias tomadas a las 24 y 48 horas de

incubacion a 30°C en oscuridad.

9.5.3 Analisis de sensibilidad a bleomicina
La bleomicina (BLM) es un glicopéptido quelante de cobre, producto de la fermentacién de
Streptomyces verticillius. Es un antibidtico antitumoral usado clinicamente como agente
guimioterapéutico en el tratamiento de ciertos tipos de células tumorales, como Ia
enfermedad de Hodgkin, carcinoma de testiculo, cabeza, cuello, cérvix, piel, pene y recto,
exudados pleurales y peritoneales por infiltracion maligna. Su actividad citotéxica esta
relacionada con su habilidad para causar escisidon de las cadenas de ADN (roturas de cadena
sencilla y doble) y por lo tanto su fragmentacién en presencia de un metal de transicién como

el Cu (I) o Fe(ll), oxigeno molecular (O2) y un agente reductor.

El principio fundamental de la actividad se basa en la oxigenacién de la desoxirribosa en el
ADN, iniciado por un proceso de extraccion de hidrogeno en las posiciones C-1°, C-4"y C-5". La
extraccién de C-1" es normalmente seguida de la adicion de O, resultando en la formacidn de
sitios abasicos en el cual la desoxirribosa ha sido convertida a desoxirribonolactona y por

ultimo se producen roturas de cadena con terminaciones 3’- y 5-" fosfoglicolato.

Estudios in vivo sefialan que el tratamiento con bleomicina en contra de una variedad de
aislados de levaduras resulta poco efectivo en un modelo de candidiasis murino (Graybill et al.,

1996).

Nuestros resultados indican que la cepa tipo de C. tropicalis MYA3404 fue menos susceptible
al tratamiento con bleomicina que las mutantes rad52-AA evaluadas en este trabajo en células

creciendo exponencialmente y en fase estacionaria.

C. tropicalis fue ligeramente mas sensible al tratamiento con bleomicina (2.5pg/ml, 5pug/mly
10ug/ml) en fase de crecimiento exponencial con un porcentaje de supervivencia celular del
63.2%, 61.9% y 21.2% respectivamente en contraste con lo observado en fase estacionaria

donde la viabilidad celular fue menos afectada (69.4%, 68.5% y 35.8%).
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Sin embargo, los datos obtenidos sugieren la existencia de un efecto dependiente de dosis
sobre el porcentaje de supervivencia celular, donde a una concentracién de 10ug/ml el
porcentaje de células recuperadas de C. tropicalis fue del 21.21 % durante la fase de
crecimiento exponencial, mientras que este efecto en fase estacionaria fue menos drastico

(35.84%).

El comportamiento de las mutantes rad52-AA, fue distinto. Por su parte, la mutante rad52-
AA-9 y rad52-AA-10 tuvieron un comportamiento similar entre si. El cambio mds drastico
observado fue a una concentracion de 2.5ug/ml donde, rad52-AA-9 obtuvo un porcentaje de
supervivencia celular del 29.6% y rad52-AA-11 un porcentaje del 32.5%. Adicionalmente el
porcentaje de supervivencia celular en 5ug/mly 10pg/ml fue del 9.3% y 0% en rad52-AA-9 y
8.75% y 0% en rad52-AA-11 respectivamente. En el caso de rad52-AA-10, el % de supervivencia
celular fue mas drastico a una concentracion de 2.5ug/ml a partir de esta concentracién el
porcentaje de recuperacion fue del 2.6%, 4% a 5ug/ml y 0% a una concentracién de 10ug/ml

(ver figura 18).

Sensibilidad a bleomicina en fase de crecimiento exponencial
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Figura 18. Analisis de sensibilidad a bleomicina en fase de crecimiento exponencial. La grifica
muestra el porcentaje de supervivencia celular de C. tropicalis MYA3404 y de las mutantes
nulas rad52 que fueron crecidas en medio YPD a 30°C durante 48 horas a tres concentraciones

diferentes de bleomicina (2.5ug/ml, 5pug/mly 10ug/ml).

El analisis de sensibilidad a bleomicina en fase de crecimiento estacionaria revelo datos
interesantes. Notablemente, C. tropicalis tuvo un comportamiento similar al mostrado en la
grafica anterior, sin embargo, la viabilidad celular fue mayor en esta fase de crecimiento en
todas las concentraciones utilizadas (69.4%, 68.5% y 35.8%). El porcentaje de supervivencia
celular de las mutante rad52-AA-9, rad52-AA-10 y rad52-AA-11 a 2pg/ml fue de 53.9%, 58.9%
y 58.9% y del 23.4%, 48.83% y 14.1% a una concentracion de 5ug/ml respectivamente. Por su
parte, la viabilidad de las mutantes rad52-AA disminuyd notablemente a 10ug/ml, pero el
porcentaje de supervivencia fue mayor que durante la fase de crecimiento exponencial (12.1%

para rad52-AA-9, 6.2% para rad52-AA-10 y 0% para rad52-AA-11) (ver figura 19).
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Figura 19. Analisis de sensibilidad a bleomicina en fase de crecimiento estacionaria. La grafica
muestra el porcentaje de supervivencia celular de C. tropicalis MYA3404 y de mutantes nulas
rad52 que fueron crecidas en medio YPD a 30°C durante 48 horas a tres concentraciones

diferentes de bleomicina (2.5 pg/ml, 5 ug/mly 10ug /ml).

Adicionalmente se realizd6 una prueba de diluciones seriadas (Drop-test) que permitiod
visualizar de manera indirecta el efecto de la concentracidn de bleomicina sobre la viabilidad
celular. Como era de esperar, C. tropicalis fue ligeramente mas sensible al tratamiento con
bleomicina (2.5ug/ml a 10ug/ml) durante el crecimiento estacionario al igual que rad52-AA-
11. Las mutantes rad52-AA-9 y rad52-AA-10 exhibieron una ligera sensibilidad en fase de
crecimiento estacionaria comparada con la incrementada sensibilidad mostrada durante el
crecimiento exponencial (ver figura 20y 21).

Sensibilidad a bleomicina Drop-test en fase de crecimiento exponencial

Control YPD  bleomicina 2.5ug/ml bleomicina 5ug/ml bleomicina 10pug/ml
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Figura 20. Anadlisis sensibilidad a bleomicina mediante la prueba drop-test en fase de
crecimiento exponencial. Donde C. tropicalis y las mutantes nulas rad52 fueron crecidas en

medio YPD suplementado con diferentes concentraciones de bleomicina (2.5ug/ml, 5pug/mly

10 pg/ml).
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Sensibilidad a bleomicina Drop-test en fase de crecimiento estacionaria

Control YPD  bleomicina 2.5ug/mlbleomicina 5ug/ml  bleomicina 10pug/ml

MYA3404

rad52-0A-9 ’

24 h

rad52-44-10
rad52-44-11
MYA3404

rad52-AA-9

48 h

rad52-AA-10

rad52-44-11

Figura 21. Anadlisis sensibilidad a bleomicina mediante la prueba drop-test en fase de
crecimiento estacionaria. Donde C. tropicalis y las mutantes nulas rad52 fueron crecidas en
medio YPD suplementado con diferentes concentraciones de bleomicina (2.5pg/ml, 5pug/mly

10 pg/ml).

10. DISCUSION

La incidencia global de las infecciones fungicas ha aumentado considerablemente en los
ultimos afios, principalmente aquellas producidas por especies del género Candida. De las
cuales, C. tropicalis ha evolucionado como un patégeno oportunista y su incidencia y
prevalencia en los aislados clinicos estd incrementandose a tal grado que se ha considerado la
segunda especie solo después de C. albicans en causar candidiasis.

La inestabilidad o variabilidad genética que tiene C. tropicalis, puede funcionar como un
mecanismo de adaptacion durante la exposicion a numerosas condiciones estresantes. Uno de
los principales mecanismos que generan diversidad génica, esta relacionado con las rutas de
recombinacién y reparacion de dafio al ADN, donde participan genes del grupo epistatico

RAD52. Concretamente, en este trabajo se realizd una caracterizacion fenotipica y molecular
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para evaluar la participacion del gen RAD52 en los eventos de recombinacién mitética durante

la exposicidn a agentes que dafian el ADN.

La reparacion de roturas de doble cadena involucra al menos dos mecanismos, las rutas
recombinacionales no homologas (NHEJ) y la recombinacién homadloga (HR). La recombinacion
homdloga opera en células dividiéndose durante la fase S, mientras que NHEJ puede funcionar
tanto en células en division como en células en no division y de manera independiente del ciclo
celular (lyama et al., 2013). La ventaja de reparar roturas de doble cadena a través de un
proceso de recombinacién homdloga permite restaurar la informacién genética perdida en el
sitio de rotura. Rad52 adicionalmente, puede actuar en un estadio temprano en la reparacion
de ADN por recombinacién homadloga a través del reconocimiento y unién al sitio de rotura de

doble cadena (Hiom K., 1999).

El hecho de que en levaduras las roturas de doble cadena sean reparadas principalmente a
través de la recombinacion homdloga mediada por RAD52, hace pensar por qué en eucariotas
superiores como mamiferos la reparacién se lleva a cabo mediante una ruta menos
conservativa la NHEJ, que en levaduras podria suponer la pérdida de informacién genética.
Una posible explicacidn a este cuestionamiento es que, en levaduras, la cantidad de regiones
codificantes es alta y la HR permite reparar de manera eficiente y sin introducir mutaciones
gue ponen en riesgo la estabilidad dentro del genoma. La ausencia de RAD52 en lineas

celulares de pollos y humanos no influye sobre la viabilidad (Symington L. S., 2002)

En organismos que poseen un homodlogo de BRCA2 (Ustilago maydis, pollo, humano y ratén),
la inactivacién de RAD52 causa minimos defectos en la reparacion de ADN. Esa observacion
sugiere que RAD52 tiene una funcién limitada en organismos conteniendo BRCA2 (Ceccaldi, et
al., 2016). En U. maydis se encuentra sobrelapada, es decir redundante .En C. albicans se ha
demostrado que mutantes nulos rad51 o rad52 exhiben un fenotipo filamentoso como
resultado en el desacoplamiento de varios procesos celulares favorecido por las roturas de

doble cadena no reparadas (Andaluz et al., 2006).
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C. tropicalis es un organismo que tiene la capacidad de adoptar dos formas de crecimiento,
una forma levaduriforme y una forma de pseudohifa generalmente en respuesta a

disponibilidad de nutrientes como glucosa o nitrégeno.

El crecimiento de pseudohifa es un programa que responde a sefiales nutricionales en S.
cerevisiae (Gagiano et al., 2002).Esos datos sugieren una estrecha relacion entre el crecimiento
filamentoso y el metabolismo de polisacaridos. Mientras que C. albicans responde a la
estructura y condiciones fisicas del ambiente en el que se encuentre produciendo hifas (Riggle

etal., 1999).

Las sefiales que desencadenan las transiciones morfolégicas en C. tropicalis no estan del todo
elucidadas. Con el fin de evaluar de manera directa el rol de la glucosa y la fuente de nitrégeno
sobre el crecimiento invasivo en C. tropicalis, en este trabajo se utilizé un ensayo de lavado de
placa para determinar el comportamiento de C. tropicalis y las mutantes nulas rad52 crecidas
en medio rico YPD, medio sintético con y sin glucosa y medio SLAD con sulfato de amonio

como Unica fuente de nitrégeno.

Al respecto, pudimos determinar que la falta de glucosa o de algun otro constituyente en el
medio YPD, induce la invasién del agar en C. tropicalis y las mutantes nulas rad52. En medio
YD, C. tropicalis tuvo un crecimiento filamentoso en comparaciéon con lo observado en el
medio YPD, PD y YP. Esto nos indica que la falta de glucosa en el medio no es un factor que
guie de manera directa el crecimiento filamentoso. Por otra parte, la cantidad de micelio
producido en las mutantes rad52-AA se vio disminuida en medio YD, incluso mas que en medio
rico YPD, la usencia de peptona de caseina en el medio como fuente de nitréogeno pudo haber

influido sobre el crecimiento filamentoso.

El crecimiento de S. cerevisiae es fuertemente reprimido bajo una limitaciéon de nutrientes
(Zupan et al., 2010). S. cerevisiae, en respuesta a condiciones estresantes hace una
modificacidn en la organizacion de la colonia. En medio SC sin glucosa, las colonias de todas
las cepas evaluadas disminuyeron drasticamente su tamafio. Las células reducen su
crecimiento mediante la reduccidn en la biogénesis ribosomal y traduccidn, resultando en una

expansion de la fase G1 del ciclo celular (Broach, 2012). Lo anterior podria explicar nuestros
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resultados. Adicionalmente, la presencia de glucosa en medio SC, no tuvo algun efecto sobre

el crecimiento de la colonia.

Por otro lado, el crecimiento en medio SLAD promovié la formacion de pseudohifas en C.

tropicalis y en mutantes rad52-AA causando la invasidn en agar.

Los fenotipos de adherencia e invasién son directamente regulados en la etapa de
morfogénesis. La actividad enzimatica que presenta una hifa filamentosa desempefia un papel
fundamental no solo en la degradacién de moléculas importantes en las células del hospedero
sino que también son de gran importancia en el proceso de adquisicion de nutrientes.
Hausauer et al., (2005) sugieren que el crecimiento direccional de las hifas facilita la invasion
de las células del hospedero mediante una secrecién apical de proteasas y lipasas en

comparacion con las células levaduriformes.

En C. albicans se ha demostrado que mutaciones en genes que gobiernan el crecimiento de
pseudohifa reducen su capacidad para filamentar in vivo resultando en una virulencia

atenuada en un modelo murino de candidosis sistémica (Csank et al., 2000).

El daifo producido por la exposicidn a luz ultravioleta en S. cerevisiae parece desacoplar la
sintesis de la cadena principal y retrasada, creando gaps largos y cortos de una sola cadena
gue pueden persistir en la fase G2 (Wyatt et al., 2006). Mutantes nulas rad52 de C. albicans
fueron severamente deficientes en pérdida de heterocigocidad inducida por luz UV sugiriendo
gue RAD52 es requerido para la pérdida de heterocigocidad inducida por luz UV. Esta pérdida
de heterocigocidad ocurre de manera preferencial en células dentro de la fase logaritmica de
crecimiento, debido probablemente a la gran acumulacién de células en fase S (Takagi et al.,

2008).

En fase G1y G2, los fotoproductos UV pueden ser detectados y procesados por el sistema NER
(genes del grupo epistatico RAD3) (Hanway et al., 2002). Este procesamiento puede generar
una sefial (ADN de cadena sencilla), que es reconocida por la maquinaria de control del ciclo
celular retrasando la entrada a la fase S o previniendo el inicio de la mitosis (Lopes et al., 2006).

Si el dafio es producido después de la replicacidon existe una participacién de genes del grupo
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RADG6, que codifican proteinas involucradas en la reparacion post-replicativa (Hanway et al.,

2002).

Nuestros resultados al igual que otros estudios, han demostrado que la recombinacion
homodloga dependiente de RAD52 no es el mecanismo principal para la reparacidon de dafios
inducidos por luz UV. El andlisis de sensibilidad a luz UV en mutantes nulas rad52 de C.
tropicalis en fase exponencial, indican que no hay diferencias significativas entre en la cepa
tipo como en las mutantes evaluadas, aunque la sensibilidad incremento ligeramente mas en
estas Ultimas cuando las células fueron expuestas a 2 J/m?. Se ha evidenciado que células en
fase logaritmica son mas susceptibles al tratamiento con luz UV. Esto concuerda con nuestros
resultados, donde células tratadas a 2J/m? en fase exponencial resultaron principalmente
afectadas en contraste con lo que se obtuvo en la fase estacionaria. Mientras que a 7 J/m?,
células en fase exponencial fueron en menor grado afectadas que aquellas en fase
estacionaria. Estos resultados concuerdan con lo establecido por (Hanway et al., 2002), donde
NER es la principal ruta de reparacién de los fotoproductos inducidos por luz UV, sin embargo,
la eficiencia de reparacién es dependiente de la dosis empleada. Estos resultados sugieren que
la recombinacién homodloga puede ser un mecanismo secundario de reparacidn cuando la ruta
NER se ve comprometida y resulta ser ineficiente. C. tropicalis en fase estacionaria a 7J/m?fue
mas sensible que en fase exponencial, esto puede indicar que las células en esta fase de
crecimiento tienen un efecto dependiente de la dosis, donde a determinada dosis la ruta NER
disminuye su eficiencia y al no estar presentes proteinas de recombinacién que puedan
remover las estructuras formadas por la exposicién la viabilidad celular se ve comprometida,
independientemente del punto del ciclo celular en que se encuentren las células. Estos efectos
se ven exacerbados por lo tanto en las mutantes rad52-AA. Rad51 y Rad52 son requeridos para
la reparacion después de la replicacion del ADN dafiado por luz UV en S. cerevisiae (Garcia-

Prieto et al., 2010).

Los agentes que metilan la bases puricas del ADN en las posiciones N3 o N7 desestabilizan el
enlace N-glicosidico de la cadena carbonada haciéndolo propenso a ser hidrolizado dentro de

un sitio abasico (Wyatt, 2006). La exposicién a MMS ha sido estrechamente relacionada con la

64



formacién de roturas de doble cadena (DSBs) promoviendo el intercambio de cromatidas

hermanas (SCEs) (Wyatt et al., 2006) y la reparacién por recombinacion homdloga.

Las bases metiladas son reparadas de manera eficiente mediante la ruta de reparaciéon por
escision de bases (BER) o metiltransferasas (Lundin et al., 2005). Sin embargo, la
recombinacién homoéloga desempefia también un rol fundamental en respuesta al dafio

generado por la exposicion a MMS.

Nuestros resultados indican que la sensibilidad a altas concentraciones de MMS (0.01%) es
significativamente alta en las mutantes rad52-AA. La sensibilidad a MMS incrementd en células
en fase de crecimiento estacionaria en todas las concentraciones, por lo que podemos atribuir
este comportamiento al estado metabdlico de las células que puede influir en la eleccién de la

ruta de reparacion mas eficiente como se ha reportado en S. cerevisiae (Andaluz et al., 2004).

Durante la fase de crecimiento exponencial las células se encuentran principalmente en la fase
S o G2 del ciclo celular donde la presencia de cromatidas hermanas facilita y promueve la
recombinacion homodloga; en una ruta independiente de RAD52. La ruta de reparacién por
eleccién en levaduras es la HR, aunque se sabe que la recombinacién no homdloga (NHEJ)
también se encuentra activa durante la fase Sy G2. Sin embargo, la ausencia en levaduras de
proteinas homodlogas de reparacién involucradas en la recombinacién no homologa (NHEJ)
podria explicar la disminucidn en el porcentaje de supervivencia celular en mutantes rad52-AA
de C. tropicalis que al no contar un mecanismo de reparacion secundario, como la

recombinacion homodloga, la viabilidad se vio afectada.

Mientras que en fase estacionaria las células se encuentran en fase GO o G1, donde el sustrato
principal para la HR incluye los cromosomas homélogos que puede resultar en perdida de

heterocigocidad y conversién génica.

Es interesante observar que C. tropicalis tuvo un comportamiento similar en ambas fases de
crecimiento y que la diferencia en la supervivencia celular no fue significativa. Estos hallazgos
demuestran que el gen RAD52 es esencial para los procesos de recombinacién homdloga
independientemente del punto del ciclo celular en el que se encuentren las células. Por otra
parte, se sabe que los genes RAD51 Y RAD52 se expresan de manera constitutiva durante todo
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el ciclo celular, pero incrementan su expresion durante la fase S y la ausencia de estos genes
podria contribuir al incremento en la sensibilidad a MMS (Shrivastav et al., 2008) en las

mutantes rad52-AA-9, rad52-AA-10y rad52-AA-11.

Finalmente, Unicamente la mutante rad52-AA-9 fue mas sensible en el ensayo de diluciones
seriadas en fase estacionaria, contrario a lo que se obtuvo en el ensayo de UFC/ml. Aunque no
se sabe concretamente por qué de esta discrepancia, serd necesario hacer un analisis

exhaustivo.

A pesar de los esfuerzos realizados para determinar el mecanismo de accién de la bleomicina
y cdmo esta se introduce a la célula, aun no se sabe con certeza como se lleva a cabos este

proceso.

Muchos de esos estudios han permitido elucidar y proponer los mecanismos de dafo vy
reparacion del ADN cuando las células fungicas son expuestas a bleomicina. Los efectos de la
exposicién a bleomicina incluyen no solamente el dafio directo al ADN sino también a nivel
estructural de la pared celular facilitando la liberacion del farmaco dentro de la célula (Graybill
et al., 1996) y una vez dentro, se sabe que puede interactuar con moléculas de ARN mediante
la degradacion directa por hidrolisis o de manera indirecta mediante la generacién de radicales
libres. La bleomicina activa puede generar radicales hidroxilo, superdxido y peréxido de
hidrégeno que reaccionan con otras moléculas oxidando lipidos, proteinas y acidos nucleicos

(Cabrera Benitez, 2006).

Se sabe que la exposicién a compuestos radiomiméticos como la bleomicina, generalmente
involucra la fragmentacidn de la cadena carbonada de desoxirribosa por un proceso radical
(Stubbe et al., 1987). La escisidon de las cadenas de ADN puede ser la causa de la inhibicién en
la incorporacién de timinas dentro del ADN de células crecientes y la inhibicidn de la divisién
celular. Datos experimentales en S. cerevisiae revelan que el tratamiento con bleomicina
incrementa la susceptibilidad a perdxido y radiacién ionizante (Graybill et al., 1996) y en el caso

especifico de E. coli puede inhibir la sintesis de ADN (Suzuki et al., 1969).

Diversos autores reportan que la susceptibilidad de las células al tratamiento con bleomicina
ocurre de manera preferencial durante la proliferacién activa y también depende del estado
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transcripcional de las células. Estas observaciones concuerdan con los resultados expuestos
anteriormente, donde el porcentaje de supervivencia celular fue mayor durante la fase de
crecimiento estacionaria en C. tropicalis y las mutantes rad52-AA. Por otra parte, se sabe que
células en fase G2, son mayormente afectadas al tratamiento con esta molécula, inhibiendo
asi la correcta segregacion de cromosomas y apropiada divisidn nuclear y citoplasmatica. Estos
datos soportan nuestros resultados, donde el nimero de células recuperadas se vio

disminuida.

De acuerdo a los resultados obtenidos, seria interesante evaluar nuevamente la sensibilidad
de las mutantes nulas rad52 con concentraciones mayores de MMS, bleomicina y dosis
mayores de luz UV y de esta manera comparar los efectos y poder establecer el rol
participativo de cada una de las rutas de reparacién dependientes e independientes de RAD52.
Asi como también, establecer la relacién que existe entre las fases de crecimiento tanto

exponencial como estacionaria en la eleccién de la ruta de reparacién.

67



11. CONCLUSION

El gen RAD52 en Candida tropicalis parece jugar un rol primordial no solamente en eventos de
recombinacion homdloga, sino también en la adaptacidon y supervivencia en condiciones
estresantes. En este trabajo, se determind que la ausencia de los dos alelos de este gen produjo
cambios notables en el fenotipo donde las mutantes nulas rad52 se desarrollaron como células
filamentosas en contraste con la cepa tipo, que crecié como células levaduriformes cuando
fueron sembradas en medio YPD a 30°C. Por otra parte las cepas fueron capaces de invadir el
agar en condiciones limitantes de glucosa y nitrégeno. La morfologia de C. tropicalis en
condiciones de crecimiento limitantes se mantuvo sin cambios mientras que la morfologia
colonial de las mutantes rad52-AA fue severamente afectada en medio SC sin glucosa,
sugiriendo que en ausencia de glucosa los microorganismos cesan o reducen su crecimiento
hasta que las condiciones son mas favorables.

En medio SC conteniendo glucosa C. tropicalis no tuvo cambios significativos en cuanto a la
morfologia, sin embargo, en las mutantes rad52-AA la cantidad de micelio producido fue
menor al observado en medio YPD o medio SC sin glucosa y el tamafio de las colonias fue
mucho mayor. Estos datos sugieren que en presencia de glucosa las colonias se desarrollan de
manera normal. En medio SLAD, C. tropicalis fue capaz de formar pseudohifas e invadir el agar
mientras que las mutantes nulas rad52 formaron filamentos e invadieron el agar.

Las mutantes nulas rad52 fueron significativamente mas sensibles al tratamiento con agentes
que dafan el ADN como bleomicina, MMS vy luz ultravioleta (UV). En medio conteniendo
bleomicina, C. tropicalis en fase de crecimiento exponencial fue menos susceptible en
comparacion con la fase estacionaria donde a una concentracion mayor (10ug/ml) el
porcentaje de supervivencia celular disminuyo drésticamente, mientras que la viabilidad en la
mutante rad52-AA-11 fue nula sugiriendo un efecto dependiente de dosis.

El tratamiento con luz ultravioleta parece haber tenido un efecto mayor en células en
crecimiento estacionario a una concentracién de 7 J/m? donde el porcentaje de supervivencia

celular fue menor al 50% en todas las cepas evaluadas.
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Por otra parte, el tratamiento con MMS parece haber afectado mayormente a células en fase
de crecimiento estacionaria en todas las concentraciones evaluadas.

Nuestros resultados sugieren que RAD52 en C. tropicalis es esencial no solamente para reparar
dafios en el ADN a través de un mecanismo dependiente de homologia sino que también
interviene en diversos procesos celulares. La ausencia de RAD52 causa alteraciones en la
morfologia colonial ademas de provocar un crecimiento filamentoso excesivo. Este trabajo
refuerza las observaciones realizadas en otras especies pertenecientes al género Candida
donde RAD52 es esencial cuando las rutas de reparacidn menos conservativas se ven
comprometidas demostrando su importancia a lo largo del ciclo celular en células en estado

quiescente y células en division.
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12. PERSPECTIVAS

Obtener el reintegrante del gen RAD52 para comprobar que los fenotipos observados
en este trabajo correspondan a la disrupcion del gen.

Caracterizar nuevamente mutantes nulas rad52-AA de C. tropicalis asi como el
reintegrante RAD52 respecto a la sensibilidad durante la exposicién a bleomicina, MMS
y luz ultravioleta.

Hacer un andlisis de cariotipos de células de C. tropicalis y mutantes rad52-AA

expuestas a MMS, bleomicina y luz ultravioleta y evaluar el dafio a nivel cromosémico.

70



13. BIBLIOGRAFIA

Achkar, J. M. (2010). Candida infections of the genitourinary tract. Clinical microbiology
reviews, 23(2), 253-273.

. Al-Fattani, M. A. (2006). Biofilm matrix of Candida albicans and Candida tropicalis:
chemical composition and role in drug resistance. Journal of medical microbiology,

55(8), 999-1008.

. Andaluz, E., Ciudad, T., Gbmez-Raja, J., Calderone, R., & Larriba, G. (2006). Rad52
depletion in Candida albicans triggers both the DNA-damage checkpoint and
filamentation accompanied by but independent of expression of hypha-specific genes.

Molecular microbiology, 59(5), 1452-1472.

Bellido, A., Andaluz, E., Gdmez-Raja, J., Alvarez-Barrientos, A, & Larriba, G. (2015).
Genetic interactions among homologous recombination mutants in Candida albicans.

Fungal Genetics and Biology, 74, 10-20.

Berman, J., & Hadany, L. (2012). Does stress induce (para)sex? Implications for Candida

albicans evolution. Trends in Genetics, 28(5), 197-203.

Berman, J. (2006). Morphogenesis and cell cycle progression in Candida albicans.

Current opinion in microbiology , 9(6): 595-601.

Bizerra, F. C.,, Nakamura, C. V., De Poersch, C., Estivalet Svidzinski, T. |., Borsato
Quesada, R. M., Goldenberg, S., ... & Yamada- Ogatta, S. F. (2008). Characteristics of
bifilm formation by Candida tropicalis and antifungal resistance. FEMS yeast research,

8(3), 442-450.

Blankenship, J. R. & Mitchell, A. P. (2006). How to build a biofilm: a fungal perspective.

Current opinion in microbiology, 9(6), 588-594.

Broach, J. R. (2012). Nutritional control of growth and development in yeast. Genetics,

192(1), 73-105.

71



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Cabrera Benitez, S. (2006). Bleomicina: un modelo de fibrosis pulmonar. Revista del

Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias, 19(1), 53-61.

Cantodn, E. V. (2001). Infeccidn sistémica nosocomial por levaduras. Rev Iberoam Micol,

18, 51-55.

Ceccaldi, R., Rondinelli, B., & D’Andrea, A. D. (2016). Repair pathway choices and

consequences at the double-strand break. Trends in cell biology, 26(1), 52-64.

Cervera, C. (2012). Candidemia y candidiasis invasora en el adulto. Formas clinicas y

tratamiento. Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica., 30(8), 483-491.

Conconi, A., & Bell, B. (2017). Molecular biology: The long and short of a DNA-damage

response. Nature, 165-166.

Csank, C., & Haynes, K. (2000). Candida glabrata displays pseudohyphal growth. FEMS
microbiology letters, 189(1), 115-120.

Cuevas Barrera, L. A. (2012). Caracterizacién fenotipica y molecular de aislados clinicos
mexicanos de Candida tropicalis. Benemérita Universidad Autdnoma de Puebla,

Puebla, México.

Cuidad, T., Andaluz, E., Steinberg-Neifach, O., Lue, N. F., Gow, N. A, Calderone, R. A., &
Larriba, G. (2004). Homologous recombination in Candida albicans: role of CaRad52p in
DNA repair, integration of linear DNA fragments and telomere lenght. Molecular

microbiology, 53(4), 1177-1194.

Cullen, P. J., & Sprague, G. F. (2000). Glucose depletion causes haploid invasive growth
in yeast. Proceedings of the National Academy of Sciences, 97(25), 13619-13624.

Czornak, K., Chughtai, S., & Chrzanowska, K, H. (2008). Mystery of DNA repair: the role
of the MRN complex and ATM kinase in DNA damage repair. Journal of applied genetics,
49(4), 383-396.

72



20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

Al-Dhaheri, R. S., & Douglas, L. J. (2008). Absense of amphotericin B-tolerant persister
cells in biofilms of some Candida species. Antimicrobial agentes and chemotherapy,

52(5), 1884-1887.

Butler, G., Rasmussen, M. D., Lin, M. F., Santos, M. A., Sakthikumar, S., Munro, C. A., ...
& Agrafioti, 1. (2009). Evolution of pathogenicity and sexual reproduction in eight
Candida genomes. Nature, 459(7247), 657-662.

Gagiano, M., Bauer, F. F., & Pretorius, I. S. (2002). The sensing of nutritional status and
the relationship to filamentous growth in Saccharomyces cerevisiae. FEMS yeast

research, 2(4), 433-470.

Gangavarapu, V., Prakash, S., & Prakash, L. (2007). Requirement of RAD52 group genes
for postreplication repair of UV-damaged DNA in Saccharomyces cerevisiae. Molecular

and cellular biology, 27(21), 7758-7764.

Garcia-Prieto, F., Gdmez.-Raja, J., Andaluz, E., Calderone, R., & Larriba, G. (2010). Role
of the homologous recombination genes RAD51 and RADS59 in the resistance of
Candida albicans to UV light, radiomimetics and anti-tumor compounds and oxidizing

agents. Fungal Genetics and Biology, 47(5), 433-445.

Giri, S. & Kindo, A.J. (2012). A review of Candida species causing blood stream infection.

Indian journal of medical microbiology, 30(3), 270.

Graybill, J. R., Bocanegra, R., Fothergill, A., & Rinaldi, M. G. (1996). Bleomycin therapy
of experimental disseminated candidiasis in mice. Antimicrobial agents and

chemotherapy, 40(3), 816-818.

Gudlaugsson, O., Gillespie, S., Lee, Ber, J., Hu, J., Messer, S., ...& Diekema, D. (2003).
Attributable mortality of nosocomial candidemia, revisited. Clinical Infectious Diseases,

37(9), 1172-7.

Hanaoka, F. & Sugasawa, K. (Eds.). (2016). DNA Replication, Recombination, and Repair:

Molecular Mechanisms and Pathology. Springer.

73



29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

Hanway, D., Chin, J. K., Xia, G., Oshiro, G., Winzeler, E. A., & Romesberg, F. E. (2002).
Previously uncharacterized genes in the UV- and MMS-induced DNA damage response

in yeast. Proceedings of the National Academy of Sciences, 99(16), 10605-10610.

Hausauer, D. L., Gerami-Nejad, M., Kistler-Anderson, C., & Gale, C. A. (2005). Hyphal
guidance and invasive growth in Candida albicans require the Ras-Like GTPase Rsrlp

and its GTPase-activating protein Bud2p. Eukaryotec cell, 47(7), 1273-1286.

Hazen, K. C. (1995). New and emerging yeast pathogens. Clinical microbiology reviews,

8(4), 462-478.

Hiom, K. (1999). DNA repair: Rad52 — the means to an end. Current biology, 9(12),
R446-R448.

Hube, B., Naglik, J. (2001). Candida albicans proteinases: resolving the mystery of a
gene family. Microbiology, 147(8), 1997-2005.

lyama, T. & Wilson, D. M. (2013). DNA repair mechanisms in dividing and non-dividing
cells. DNA Repair, 12(8), 620-636.

Kauffman, C. A. (2005). Candiduria. Clinical Infection Diseases, 41:5S371-6.

Kothavade, R. J., Kura, M. M., Valand, A. G., & Panthaki, M. H. (2010). Candida tropicalis:
its prevalence, pathogenicity and increasing resistance to fluconazole. Journal of

Medical Microbiology, 59(8), 873-880.

Krcmery, V., & Barnes, A. J. (2002). Non-albicans Candida ssp. causing fungemia:

pathogenicity and antifungal resistance. Journal of Hospital Infection, 50(4), 243-260.

Krogh, B. O., Symington, L. S. (2004). Recombination Proteins in Yeast. Annu. Rev.
Genet., 38, 233-71.

Lisby, M., & Rothstein, R. (2009). Choreography of recombination proteins during the
DNA damage response. DNA repair, 8(9), 1068-1076.

74



40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

Lliakis, G., Wang, H., Perrault, A. R., Boecker, W., Rosidi, B., Windhofer, F., ... &
Pantelias, G. (2004). Mechanisms of DNA double strand break repair and chromosome

aberration formation. Cytogenet and genome research, 104(1-4), 14-20.

Lépez-Ribot, J. L. (2005). Candida albicans biofilms: more than filamentation. Current

biology, 15(12), R453-R455.

Lundin, C., North, M., Erixon, K., Walters, K., Jenssen, D., Goldman, A. S., & Helleday, T.
(2005). Methyl methanesulfonate (MMS) produces heat-labile DNA damage but no
detectable in vivo DNA double-strand breaks. Nucleic acids research, 33(12), 3799-
3811.

MacDonald, P. N. (Ed.). (2001). Two-hybrid systems: methods and protocols (Vol. 177).

Springer Science & Business Media.

Terasawa, M., Shinohara, M. (2014). Canonical non-homologous end joining in mitosis
induces genome instability and is suppressed by M-phase-specific phosphorylation of

XRCC4. PLoS Genet, 10(8), e1004563.

Lopes, M., Foiani, M., & Sogo, J. M. (2006). Multiple mechanisms control chromosome
integrity after replication fork uncoupling and restart at irreparable UV Lesions.

Molecular cell, 21(1), 15-27.

Mosch, H. U., &Fink, G. R. (1997). Dissection of filamentos growth by transposon

mutagesis in Saccharomyces cerevisiae. Genetics, 145(3), 671-684.

Mukherjee, P. K., Chandra, J. (2004). Candida biofilm resintance. Drug resistance
updates, 7(4), 301-309.

Negri, M., Silva, S., Henriques, M., & Oliveira, R. (2012). Insights into Candida tropicalis
nosocomial infections and virulence factors. European journal of clinical microbiology

& infectious diseases, 31(7), 1399-1412.

75



49.

50.

51.

52.

53.

54,

55.

56.

57.

58.

Papon, N., Courdavault, V., Clastre, M., & Bennett, R. J. (2013). Emerging and emerged
pathogenic Candida species: beyond the Candida albicans paradigm. PLoS pathogens,
9(9), e1003550.

Pappas, P. G., Kauffman, C. A,, Andes, D. R, Clancy, C. J., Marr, K. A., Ostrosky-Zeichner,
L., ... & Zaoutis, T. E. (2015). Clinical practice guideline for the management of
candidiasis: update by the Infectious Diseases Society of America. Clinical Infectious

Diseases, 62(4), el-e50.

Park, M., Do, E., & Jung, W. H. (2013). Lipolytic enzymes involved in the virulence of
human pathogenic fungi. Microbiology, 41(2), 67-72.

Cullen, P. J., & Sprague, G. F. (2000). Glucose depletion causes haploid invasive growth
in yeast. Proceedings of the National Academy of Sciences, 97(25); 13619-13624.

Pfaller, M. A., Diekema, D. J. (2004). Rare and emerging opportunistic fungal pathogens:
concern for resistance beyond Candida albicans and Aspergillus fumigatus. Journal of

clinical microbiology, 42(10), 4419-4431.

Pfaller, M. A. & Diekema, D. J. (2007). Epidemiology of invasive candidiasis: a persistent

public health problem. Clinical microbiology reviews, 20(1), 133-163.

Porman, A. M., Alby, K., Hirakawa, M. P., Bennett, R.J. (2011). Discovery of a phenotypic
switch regulating sexual mating in the opportunistic fungal pathogen Candida

tropicalis. Proceedings of the National Academy of Sciences, 108(52), 21158-21163.

Priest, S. J., & Lorenz, M. C. (2015). Characterization of virulence-related phenotypes in

Candida species of the CUG Clade. Eukaryot Cell, 14(9), 931-940.

Ramirez Falcdn, V. L. (2014). Obtencién y caracterizacion fenotipica de los reintegrantes
RAD51 y RAD52 de Candida tropicalis. Benemérita Universidad Auténoma de Puebla,

Puebla, México.

Zupan, J., & Raspor, P. (2010). Invasive growth of Saccharomyces cerevisiae depends

on environmental triggers: a quantitative model. Yeast, 27(4), 217-228.

76



59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

Richet, H., Roux, P., Des Champs, C., Esnault, Y., & Andremont, A. (2002). Candidemia
in French hospitals: incidence rates and characteristics. Clinical microbiology and

infection, 8(7), 405-412.

Riggle, P. J., Andrutis, K. A., Chen, X., Tzipori, S. R., & Kumamoto, C. A. (1999). Invasive
lesions containing filamentous forms produced by a Candida albicans mutant that is

defective in filamentous growth in culture. Infection and inmmunity, 67(7), 3649-3652.

Roberts, R. L., & Fink, G. R. (1994). Elements of a single MAP kinase cascade in
Saccharomyces cerevisiae mediate two developmental programs in the same cell type:

mating and invasive growth. Genes & development, 8(24), 2974-2985.

Rodrigues, A. G., Mardh, P. A., Pina-Vaz, C., Martinez-de-Oliveira, J., & Fonseca, A. F.
(1999). Germ tube formation changes surface hydrophobicity of Candida cells.

Infectious diseases in obstetrics and gynecology, 7(5), 222-226.

Saray Aranda Romo, L. O. (2015). Candidiasis oral. En C. V. Alejandra Paula Espinosa
Texis, Temas selectos de microbiologia médica y molecular (47-56). Puebla, Pue.,

Mexico. C.P. 72000: Fomento Editorial.

Seervai, R. N., Jones, S. K., Hirakawa, M. P., Porman, A. M., & Bennet, R. J. (2013).
Parasexuality and ploidy change in Candida tropicalis. Eukaryotic cell, 12(12), 1629-
1640.

Shinohara, A. & Ogawa, T. (1998). Stimulation by Rad52 of yeast Rad51-mediated
recombination. Nature, 391(6665), 404-407.

Shrivastav, M., De Haro, L. P., Nickoloff, J. A. (2008). Regulation of DNA double-strand

break repair pathway choise. Cell research, 18(1), 134-147.

Silva, S., Hooper, S. J., Henriques, M., Oliveira, R., Azeredo, J., & Williams, D. W. (2011).
The role of secreted aspartyl proteinases in Candida tropicalis invasion and damage of

oral mucosa. Clinical Microbiology and Infection, 17(2), 264-272.

77



68.

69.

70.

71

72.

73.

74.

75.

76.

77.

Silva, S., Negri, M., Henriques, M., Oliveira, R., Williams, D. W., & Azeredo, J. (2012).
Candida glabrata, Candida parapsilosis and Candida tropicalis: biology, epidemiology,

pathogenicity and antifungal resistance. FEMS microbiology reviews, 36(2), 288-305.

Sonoda, E., Takata, M., Yamashita, Y. M., Morrison, C., & Takeda, S. (2001). Homologous
DNA recombination in vertebrate cells. Proceedings of the National Academy of

Sciences, 98(15), 8388-8394.

Stubbe, J. & Kozarich, J. W. (1987). Mechanisms of bleomycin-induced DNA
Degradation. Chemical reviews, 87(5), 1107-1136.

. Sudbery, P., Gow, N., & Berman, J. (2004). The distinct morphogenic states of Candida

albicans. Trends in microbiology, 12(7), 317-324.

Suzuki, H., Nagai, K., Yamaki, H., Tanaka, N., & UMEZAWA, H. (1969). On the
mechanisms of action of bleomycin: Scission of DNA strands in vitro and in vivo. The

journal of antibiotics, 22(9), 446-448.

Suzuki, T., Omi, K., Ito, T., Takata, T., Kikutsugi, H., Fujimura, T., ... & Kamihara, T. (2005).
Ethanol-induced pseudohyphal transition in the cells of Candida tropicalis:
participation of phosphoinositide signal transduction. FEMS yeast research, 6(2), 177-
185.

Krogh, B. O., & Symington, L. S. (2004). Recombination proteinas in yeast. Annu. Rev.
Genet., (38), 233-71.

Symington, L. S. (2002). Role of RAD52 epistasis group genes in homologous
recombination and double-strand break repair. Microbiology and molecular biology

reviews, 66(4), 630-670.

Symington, L. S., Rothstein, R., & Lisby, M. (2014). Mechanisms and regulation of

mitotic recombination in Saccharomyces cerevisiae. Genetics, 198(3), 795-835.

Tafurt Cardona, Y., Morales, M., & Aparecida, M. (2014). Principales mecanismos de

reparacion de dafios en la molécula de ADN. Biosalud, 13(2), 95-110.

78



78.

79.

80.

81

82.

83.

84.

85.

Takagi, Y., Akada, R, Kumagai, H., Yamamoto, K., & Tamaki, H. (2008). Loss of
heterozygosity is induced in Candida albicans by ultraviolet irradiation. Applied

microbiology and biotechnology, 77(5), 1073-1082.

Turner, S. A., & Butler, G. (2014). The Candida pathogenic species complex. Cold Spring
Harb perspectives in Medicine, 4(9), a019778.

Walsh, T. J., Groll, A., Hiemenz, J., Fleming, R., Roilides, E., & Anaissie, E. (2004).
Infections due to emerging and uncommon medically important fungal pathogens.

Clinical Microbiology and Infection, 10(s1), 48-66.

. Wenzel, R. P., & Gennings, C. (2005). Bloodstream infections due to Candida species in

the intensive care unit: identifying especially high-risk patiens to determine prevention

strategies. Clinical infections diseases, 41( Supplement_6), S389-S393.

Whiteway, M., & Bachewich. (2007). Morphogenesis in Candida albicans. Annu. Rev.
Microbiol., 61, 529-553.

Wyatt, M. D., & Pittman, D. L. (2006). Methylating agents and DNA repair responses:
Methylated bases and sources of strand breaks. Chemical research toxicology, 19(12),

1580-1594.

Zupan, J., & Raspor, P. (2010). Invasive growth of Saccharomyces cerevisiae depends

on environmental triggers: a quantitative model. Yeast, 27(4), 217-228.

Zuza-Alves, D. L., de Mendeiros, S. S., de Souza, L. B., Silva-Rocha, W. P., Francisco, E.
C., de Aradjo, M. C,, ... & Chaves, G. M. (2016). Evaluation of virulence factors in vitro,
resistance to osmotic stress and antifungal suceptibility of Candida tropicalis isolated

from the coastal environment of Northeast Brazil. Frontiers in microbiology, 7.

79



80



