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INTRODUCCION

1. Candida albicans como problema médico.

Las infecciones por hongos oportunistas, principalmente especies de Candida,
constituyen un importante problema médico. Candida albicans es un hogo comensal
presente en el 50-70% de la poblacion que bajo determinadas circunstancias, tal como
bajada en las defensas, se convierte en un patdgeno. De hecho, es el principal patogeno
fangico del hombre, responsable de hasta el 8% de las infecciones en sangre,
principalmente  en  pacientes  inmunocomprometidos  (Calderone,  2002).
Aproximadamente el 70% de las mujeres adultas sufren algun proceso de candidiasis
vulvovaginal a lo largo de su vida y se ha estimado que un 85-90% de los pacientes de
SIDA desarrollan candidiasis oral, esofégica, y/o vulvovaginitis, la mayoria causadas
por C. albicans (Larriba et al., 2000; Calderone, 2002).

La candidiasis puede presentarse como una infeccion superficial (piel o
mucosas) o0 invasiva. La candidiasis superficial ocurre principalmente en pacientes con
SIDA mientras que la invasiva es comin en pacientes con trasplantes o individuos
sometidos a inmunosupresion. En enfermos de SIDA, la frecuencia de lesiones orales y
la posibilidad de candidiasis se incrementa con la progresion y la severidad de la
enfermedad (Capoluongo et al., 2000; Tsang y Samaranayake, 2000). La terapia de la
candidiasis es problemética. El uso de polienos, como anfotericina B, conduce a
disfuncion renal y hepética, aparte de ser poco efectivos en el tratamiento de la
candidiasis oroesofagica (Philpott-Howard et al., 1993). Los polienos han sido
sustituidos por azoles, que son menos toxicos, pero su uso ha conducido a la aparicién
de cepas resistentes cuyo aislamiento se ha incrementado sustancialmente,
especialmente en enfermos de SIDA adultos (Morschhauser, 2002; White et al., 1998).
En los Gltimos afios se han desarrollado mejores y mas potentes compuestos azolicos,
apareciendo incluso nuevas familias de agentes antifangicos; como las esquinocandinas.
Entre estos compuestos, cabe destacar la caspofungina, que actualmente se utiliza para
el tratamiento de aspergilosis y candidiasis invasiva. Parece ser tan eficaz como la
Anfotericina B y poseer menos efectos secundarios; aunque también presenta toxicidad
(Carrillo-Mufioz et al., 2001).
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2. Candida albicans: caracteristicas bioldgicas

C. albicans es un organismo interesante del que podemos destacar cuatro
caracteristicas: diploidia, polimorfismo, reproduccién predominantemente clonal, y
adaptabilidad.

2.1. Diploidia

C. albicans normalmente existe en estado diploide sin que se haya descrito fase
haploide (Scherer and Magee, 1990). Las primeras evidencias de la diploidia de este
hongo fueron aportadas por Olaiya y Sogin (1979) quienes, tras cuantificar el DNA en
varias cepas utilizando microfluorometria, encontraron que contenian aproximadamente
la misma cantidad de DNA que un diploide de S. cerevisiae. Poco después, las cinéticas
de reasociacion (que utilizan la hibridacion DNA-DNA para determinar el contenido de
DNA haploide) revelaron un valor de 18 pg, mientras que la cantidad de DNA por
célula determinada quimicamente fue aproximadamente el doble (37 pg) (Riggsby et
al., 1982; Riggsby, 1990). Estos resultados complementaron estudios genéticos previos
realizados por Whelan y colaboradores (Whelan et al., 1980; Whelan and Magee, 1981),
quienes mostraron que cuando una poblacion de células de C .albicans se trataba con
moderadas dosis de luz UV originaba un limitado espectro de auxotrofos. Ademas, el
patron de auxotrofia fue especifico de cada cepa; es decir, para una cepa particular, el
tratamiento con luz UV resultd siempre en el mismo espectro auxotréfico (Whelan,
1987). La situacion es por tanto diferente a la descrita para células haploides de S.
cerevisiae, donde el mismo tipo de tratamiento genera un muy amplio espectro de
auxotrofos. Las explicacion mas probable es que C. albicans exhiba una
heterozigosidad natural para algunos marcadores. En un diploide heterozigdtico para un
marcador particular, bajas dosis de luz UV resultan en un entrecruzamiento mitotico.
Ambos alelos recesivos pueden segregar juntos lo que resulta en una progenie con un
fenotipo alterado (auxotrofia u otro fenotipo). Tras el suave tratamiento con luz UV, se
encuentran frecuentemente colonias sectoreadas. Un sector esta formado por células que
expresan el nuevo fenotipo (-/-) y el otro por células homozigoticas para el alelo
prototrofico (+/+) (“twin spots™”). Células procedentes de los sectores que exhiben el

nuevo fenotipo no revierten al fenotipo parental tras un nuevo tratamiento con luz UV,
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lo que indica que son homozigoticas recesivas para un gen particular. Ademas, Whelan
y Soll (1982) observaron que la homozigosis se extendia frecuentemente a varios
marcadores distales al marcador auxotrofico bajo estudio, lo que sugiere que ha

ocurrido un entrecruzamiento mitotico ente cromatidas no hermanas.

2.2. Polimorfismo

C. albicans es un organismo polimorfico que puede cambiar de una fase
levaduriforme, formada por levaduras también conocidas como blastosporas, a una
morfologia filamentosa que puede estar formada por cadenas de células elongadas,
conocidas como pseudohifas, o por verdaderas hifas.

Las células levaduriformes y las pseudohifas de C. albicans son similares en
tamafio a las de S. cerevisiae (Berman, 2006). Las células levaduriformes crecen
gemando asimétricamente, formando colonias lisas. Los anillos de septina aparecen
antes de que emerja la yema (Warenda and Konopka, 2002), y el nucleo se divide a
través del cuello de ésta (Sudbery, 2001). La emergencia de la yema coincide con el
inicio de la replicacion del DNA (START, transicion entre la fase G1 y S del ciclo
celular) y la duplicacién del huso acromatico (Hazan et al., 2002). Las células
levaduriformes se separan después de la citocinesis, cuando las células hijas no tiene
aun el tamafio de sus células madres (Berman, 2006).

Las pseudohifas de C albicans geman con un patrén unipolar. Las células
quedan adheridas después de la citocinesis, formando cadenas ramificadas de células
elongadas y constricciones en los septos, originando colonias rugosas (Berman, 2006).
Como en las células levaduriformes, el anillo de septina se forma antes de la emergencia
de la yema, y el nucleo se divide a través del cuello de ésta (Sudbery, 2001). Al igual
que ocurre en las pseudohifas de S. cerevisiae, las pseudohifas de C. albicans pasan mas
tiempo creciendo de manera polarizada, teniendo una fase G2 mucho mas larga que las
células levaduriformes (Berman, 2006).

Las hifas son mas estrechas que las pseudohifas (cerca de 2um), y tienen las
paredes paralelas sin constricciones en los septos de unién entre células. La evaginacion
y elongacion del tubo germinativo ocurre sin solucion de continuidad, comenzando
antes del inicio del ciclo y continuando durante la citocinesis (Sudbery et al., 2004). La

formacién del anillo de septina, que ocurre mientras la punta de la hifa pasa el “pre-
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septo” (presunto septo), el sitio donde la separacion tendra lugar, se produce
coordinadamente con otros eventos de START. El nicleo migra y se divide en el tubo
germinativo, normalmente a través del pre-septo (Finley and Berman, 2005).

2.3. Reproduccién clonal y conjugacién en C. albicans.

Los primeros estudios de genética de poblaciones analizaron los haplotipos de
21 loci utilizando analisis de restriccion y concluyeron ausencia total de recombinacion,
por lo que se atribuyd a C. albicans una reproduccion exclusivamente clonal (Pujol et
al., 1993). Posteriormente, otros estudios usando métodos de genotipado basados en el
andlisis de marcadores bi-alélicos en aislados clinicos de C. albicans mediante RADP
(DNA polimorfico amplificado aleatoriamente; Graser et al., 1996), o MLST (Multi-
Locus Sequence Typing; Tavanti et al., 2004; Odds et al., 2007) han encontrado trazas
de recombinacion entre alelos, y sugieren que la reproduccion sexual u otras formas de
intercambio genético ocurren en esta especie. Estos resultados indican que, aunque en la
naturaleza las poblaciones de C. albicans son sobre todo clonales, puede existir una baja
frecuencia de reproduccion sexual. Sin embargo, no se ha encontrado evidencia de
meiosis, por lo que posiblemente la recombinacion observada ocurre via recombinacién
mitotica. De hecho, hasta el afio 1999 se pensaba que C. albicans carecia totalmente de
sexualidad. Sin embargo, Hull y Johnson (1999) reportaron la presencia de un locus que
codifica homologos de los reguladores transcripcionales de S. cerevisiae al, al y a2,
asociados en dos loci, MTLa y MTLa. Més tarde se ha identificado también a2 asociado
a MTLa (Bennett y Jonhson, 2005). Subsecuentemente, Hull et al., (2000) y Magee y
Magge (2000) demostraron que células homozigdticas para MTLa podian conjugar con
células homozigéticas para MTLa, pero no conjugaban con células del mismo tipo
sexual. Més recientemente, Miller y Johnson (2002) demostraron que el locus MTL
controla tanto el switching blanco/opaco (véase mas adelante) como el tipo sexual,
puesto que el heterodimero ala2 reprime el switching y sélo las células opacas
conjugan eficientemente. Puesto que las células homozigéticas para el locus MTL
carecen del heterodimero, pueden realizar switching y conjugar. Aunque la correlacion
entre switching y conjugacion no es absoluta (Legrand et al., 2004), en la mayoria de

los casos el switching parece ser un requerimiento que precede a la conjugacion (Soll,
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2004). Las células homozigdticas para el MTL pueden surgir de tetraploides mediante
pérdida de cromosomas o meiosis, pero también de diplodes por pérdida de una copia
del cromosoma 5, conversion génica o delecion de un alelo. La conversion de
tetraploides a diploides parece ocurrir a través de un ciclo parasexual, y la meiosis
parece descartada, no solo porque ain no ha sido demostrada, sino porque C. albicans
carece de los homdlogos de varios genes esenciales para meiosis en Saccharomyces
cerevisiae (Andaluz et al., 1996; 2001; Tzung et al., 2001). La parasexualidad puede
resultar en nuevas combinaciones de cromosomas o fragmentos Sfil que podian aportar
alguna variabilidad genética a la especie. Sin embargo, un analisis de la distribucion de
dos marcadores localizados en el cromosoma 1 (GAL1 y HOP1) indic6 que los
cromosomas parentales siempre cosegregaban y no se encontraron indicios de
recombinacion (Bennet y Johnson, 2003). En estos estudios, se analizo la descendencia
de cruces de homozigédticos gall/gall hopl/hopl x GAL1/GAL1 HOP1/HOP1 o
heterozigoticos reciprocos gall/gall HOP1/HOP1 x GAL1/GAL1 hopl/hopl;
encontrandose que todas las células Gal™ (gall/gall) seleccionadas por crecimiento en
2DOG (2-deoxi-D-galactosa; toxico para las células Gal®) el alelo recesivo gall estaba
siempre asociado al alelo hopi4 en el primer cruzamiento, y al alelo silvestre (HOP1)
en el segundo. Por tanto, la aportacion de la recombinacion a la variabilidad genética del
organismo durante el ciclo sexual es incierta. Ademas, se estima que la frecuencia de
conjugacion de C. albicans en el huésped es extremadamente baja (Magee y Magee,
2000).

2.4. Adaptabilidad de C. albicans.

Candida albicans es un organismo capaz de crecer y adaptarse a multitud de
nichos en el cuerpo humano, asi como a diferentes medios y condiciones de cultivo
(Calderone, 2002). En el laboratorio, este hongo demuestra una impresionante
capacidad para prosperar en condiciones de extremo pH y temperatura (Odds et al.,
1989; Rustchenko-Bulgac & Howard, 1993). C. albicans es capaz de utilizar diferentes
fuentes de carbono generalmente no utilizables, como L-sorbosa y D-arabinosa, asi
como adaptarse para crecer en el antifungico fluconazol, o en el acido 5-Fluoro-orotico
(5-FOA) en donde se seleccionan cepas que han adquirido resistencia a estos agentes
(Rustchenko et al., 1994; Janbon et al., 1998; Perepnikhatka et al., 1999; Wellington
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and Rustchenko, 2005). Parte de esta adaptabilidad proviene de cambios, mas o0 menos
reversibles en la expresion génica; sin embargo, existen evidencias de que parte de la

misma tiene su origen en cambios genéticos.

2.4.1. Adaptabilidad mediada por cambios en la regulacion y/o expresion

génica.

Una de las manifestaciones de cambios reversibles lo constituye la denominada
transicion dimorfica, es decir el paso de levadura a hifa o viceversa. Esta transicion se
produce como respuesta a cambios ambientales que al ser captados por sensores
originan una sefial que es transducida mediante un sistema de quinasas hasta llegar a los
reguladores transcripcionales. Estos modulan la expresion de genes responsables del
desarrollo del programa hifal, incluida la polarizacion del crecimiento (Chio, 2004). Se
han identificado los factores ambientales que propician este cambio, asi como gran parte
de las proteinas que intervienen en las rutas de transduccion de sefiales (Chio, 2004;
Sudbery et al., 2004). Ciertos mutantes en estas proteinas (ej., efgl) no sélo son
incapaces de realizar la transicion dimdrfica, sino que son avirulentos (Lo et al., 1997).
Se cree que solo aquellas cepas que tienen la habilidad de crecer en un gran repertorio
de formas morfoldgicas vegetativas, levadura, pseudohifa, e hifa verdadera, pueden ser
virulentas (Gow et al., 2002; Saville et al., 2003). Existe evidencia de que la formacién
de hifas permite la evasion de las células fagocitadas, mientras que las células
levaduriformes se diseminan a traves del torrente sanguineo (Gow et al., 2002). En la
Tabla 1 se resumen algunas de las condiciones que determinan cada una de las

morfologias.

Levaduras Hifas Pseudohifas

e Téde incubacion < 30°C, pH 4 e Medio Lee, 37° C, pH > 6.8 epH6, T2~ 35°C

e Densidad celular > 10’ células/ml ¢ Presencia de suero, T&>34°C e Concentraciones limitantes de
¢ Elevada concentracion de Glucosa e N-acetilglucosamina, T° >34° C Nitrégeno (medio SLADH)

(>200 mM) e Cambio de pH 4cido a pH neutro e Alta concentracion de fosfatos
e Linfocitos: y interferon e Glucosa (0.013-20 mM), pH 7-8, (hasta 600 mM)

T2>37°C e Carencia de aminoacidos
e Concentraciones limitantes de

Nitrégeno (medio SLADH)

e  Aminodcidos:  Prolina y

Metionina

Tabla 1: Efecto de diferentes condiciones ambientales en la morfologia celular de C. albicans (Chio,
2004; Sudbery et al., 2004; Ernst, 2000).
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Un segundo ejemplo de adaptacion por cambios reversibles en la expresion
génica lo constituye el switching white/opaque (Soll, 2002). El “switching
white/opaque”, descrito por Soll y colaboradores (1987), es un cambio reversible entre
dos estados heredables conocidos como blanco (white) y opaco (opaque). EI fendmeno
ha sido estudiado principalmente en la cepa WO-1, llamada asi por su capacidad para
producir el cambio blanco (White) a opaco (Opaque). Las colonias blancas y opacas son
facilmente distinguibles por sus morfologias: las colonias opacas y sectores opacos son
aplastados, y con aspecto mas oscuro que las tipicas domas de las colonias blancas de C.
albicans que crecen en el laboratorio. Cuando una colonia de células blancas WO-1 se
resuspende y plaguea en un medio estdndar de laboratorio, la mayoria de las colonias
resultantes son blancas. Sin embargo, unas pocas colonias son opacas, y algunas
colonias son blancas con sectores opacos. De igual manera, cuando una colonia opaca
se resuspende y se plaquea, la mayoria de las colonias son opacas pero unas cuantas son
completamente blancas. Las células opacas son por lo general mayores y méas elongadas
que las blancas, y su superficie aparece salpicada con estructuras conocidas como
granos (“pimples”) cuando se observan al microscopio de barrido. El mecanismo que
controla el switching no es conocido. Recientemente, se ha encontrado un locus maestro
que se autorregula, WOR1, y cuando se incrementa su expresion induce el cambio
white/opaque (Huang et al., 2006; Zordan et al., 2006; Srikantha et al., 2006). El
cambio es heredable y dura unas pocas generaciones, por lo que se considera un
fendmeno epigenético. Las células opacas son inestables y poco virulentas en
infecciones sistémicas, pero mas persistentes y virulentas en infecciones superficiales.
Esta observacion sugiere que estan especializadas para ocupar diferentes nichos en el
huésped. Sin embargo, una caracteristica curiosa del switching es que s6lo unos pocos
aislados de C. albicans pueden sufrir la transicion. La mayoria de los aislados clinicos
no hacen switching y permanecen confinados a la fase blanca. La razon de esto se hizo
aparente cuando se descubrio la relacion entre el switching, el locus MTL y la
conjugacion gracias a una observacion fortuita. La cepa comun de laboratorio CAIl4,
que no sufre switching, se manipulé para crear células a y células o mediante deleciones
de genes del locus MTL. A diferencia de sus progenitoras, estas cepas experimentaban
switching similar al clasico de la cepa WO-1. Se encontrd6 que dos reguladores
transcripcionales codificados por el locus MTL, las proteinas homeodominio al y a2,

trabajan juntas para reprimir el switching. Esta idea encajaba en el extenso cuerpo
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doctrinal procedente del andlisis genético y bioquimico en S. cerevisiae. Esta levadura
forma un heterodimero ala2 que reprime un conjunto de genes (Dranginis, 1990).

Dado que las células de la cepa CAIl4 contienen ambos alelos MTL, son
incapaces de experimentar el switching w/o y, a menos que se conviertan en a 0 a,
permanecen confinadas a la fase blanca. Sin embargo, seria de esperar que los aislados
naturales de C. albicans que carezcan de MTLal o MTLa?2 sufrieran el switching w/o.
En concordancia con esta prediccion la cepa WO-1 carecia de MTLal (Slutsky et al.,
1987). Esta observacion se ha extendido a muchas cepas de C. albicans; dos estudios
independientes han mostrado que aproximadamente un 6% de los aislados clinicos son
homozigoticos a/a 0 a/a para el locus MTL y la mayoria de estos pueden experimentar
el switching w/o (Miller and Johnson, 2002). Por el contrario, no se ha observado
ningun heterozigotico estable a/a. que forme colonias opacas. Estos estudios demuestran
que existen cepas a y cepas o en la naturaleza, y que su conducta en el switching esta
controlada por el locus MTL. Ademéas muchos de los a/a y a/a. naturales son capaces de
conjugar (Bennett and Johnson, 2005).

Un punto importante es que esta variabilidad fenotipica, representada por la
transicion dimorfica y el switching, implica cambios en la expresion de una serie de

genes, pero no reordenamientos extensivos de DNA.

2.4.2. Adaptabilidad mediada por cambios genémicos

Las primeras evidencias de cambios en el genoma in vivo provienen de estudios
de polimorfismo de restriccién con la sonda Ca3, que indicaban cambios en el tamafio
de los fragmentos de una region altamente polimorfica en cepas aisladas sucesivamente
en pacientes con vaginitis (Lockhart et al., 1996). Posteriormente estas observaciones se
extendieron a los cariotipos, observandose alta variabilidad entre los aislados clinicos
mientras que en las cepas de laboratorio el cariotipo era bastante estable. Mas
recientemente, se han observado cambios mas sutiles en forma de mutaciones puntuales,
y pequefias deleciones o inserciones durante el curso de la infeccion, acompafiadas o no
por cambios en los cariotipos. Para entender este tipo de cambios debemos analizar en

detalle el genoma de C. albicans.
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2.5. Estructura del genoma de C. albicans.

El genoma diploide de C. albicans contiene 8 pares de cromosomas homdlogos,
que varian en tamafio de 4.3 a 0.98 Mb, lo que resulta en un tamario total de 32 Mb de
genoma diploide. Los cromosomas son numerados del 1 al 7, siendo el 1 el mayor y el 7
el de menor tamarfio. EI cromosoma R, el cual contiene el rDNA (DNA ribosémico), es
en algunas ocasiones el mas largo, ya que el tamafio varia espontaneamente segun la
cantidad de repeticiones de genes rDNA existentes (lwaguchi et al., 1992). Ademas,
estos cromosomas contienen algunas caracteristicas especiales, como la naturaleza de
las repeticiones subteloméricas conocidas como CARE-2 (Lasker et al., 1992) y Rel-2
(Thrash-Bingham and Gorman, 1993). El telémero de C. albicans es Gnico tanto por la
secuencia de las repeticiones de este complejo telomérico como por la naturaleza de las
repeticiones subteloméricas (McEachern and Hicks, 1993). Siete de los cromosomas
tienen una 0 mas copias de otro complejo de repeticiones llamado MRS (Major
Sequence Repeat; Chu et al., 1993), y todos al menos contienen una copia de una parte
de esta secuencia. Ademés, C. albicans tiene méas de 350 inserciones de
retrotransposones LTR (Long Terminal Repeat), ademas de non-LTR (sin LTR) y
transposones DNA (Goodwin y Poulter, 2000). La mayoria de las familias de
retrotransposones estan presentes en varias copias (desde 3 hasta mas de 200; Goodwin
and Poulter, 2000).

En el afio 2004 se publico la secuencia del genoma de la cepa SC5314 con un
nivel de cobertura de 10.7x que fue el resultado del esfuerzo comun de 43
investigadores (Jones et al., 2004; Braun et al., 2005). Esta secuencia revel6 una
sorprendente cantidad de heterozigosidad para un organismo con un método de
reproduccion predominantemente clonal. Por ello, se publicd un ensamblaje diploide,
con regiones alélicas de alta heterozigosidad ensambladas como contigs homologos.
Este ensamblaje contenia 412 supercontigs, de los cuales 292 estaban representados por
146 pares de homologos con alto nivel de heterozigosidad y 120 carecian de
heterozigosidad significativa. Aunque la fraccion del genoma que muestra una
heterozigosidad significativa es dificil de estimar, se han reportado mas de 62000
heterozigosidades (Jones et al., 2004), aproximadamente 1 por cada 237 pb. En total se
anotaron 6354 genes, un gen por 2342 pares de bases.

La mencionada heterozigosidad no esta distribuida de igual manera a lo largo del

genoma. Los cromosomas 5 y 6 son los mas heterogéneos, y el 3y el 7 los que menos.
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La heterozigosidad en el cromosoma 5 incluye el Mating Type-Like Locus (MTL locus;
Hull and Jonson, 1999), que posee dos alelos, llamados MTla y MTLa formando un
bloque de 8742 y 8861 pb respectivamente en cada uno de los homologos del
cromosoma 5 (Hull et al., 2000). Esta alta heterozigosidad incluye inserciones y
deleciones, inversiones, y polimorfismos de un solo nucledtido (single nucleotide
polymorphism, SNP; Jones et al., 2004). El andlisis de la secuencia del genoma de la
cepa SC5314 de C. albicans revel6 la existencia de un minimo de 55700 SNPs en el
genoma (Jones et al., 2004). Actualmente disponemos de un mapa de SNPs distribuidos
en los 8 cromosomas (Forche et al., 2003, 2004, 2005) La mayoria de ellos se
encuentran en regiones intergénicas. Sin embargo, 3,579 ORFs contenian
polimorfismos, de los cuales 2,792 alteraban la proteina correspondiente (Jones et al.,
2004). Por tanto, el 40 % de las ORF existentes en C. albicans son diferentes en su
secuencia proteica (Braun et al., 2005), lo cual proporciona una explicacién parcial a la
obligada diploidia de este organismo. Varios pares de ORFs heterozigéticas pueden
codificar genes esenciales, y su localizacion como alelos podria hacer imposible la
pérdida de cualquiera de los homologos del cromosoma en el que aquéllas residen. Sin
embargo, existen evidencias de que en diferentes cepas pueden perderse ocasionalmente
los cromosomas 3, 4, 5, parte del 6, y 7 sin conducir a letalidad, lo que indica que
cualquier par de alelos haploletales conservados deben estar en uno u otro homdlogo.
Por supuesto, el modo de crecimiento clonal y el alto nivel de variaciones
cromosOmicas hacen que las divergencias entre alelos puedan variar entre aislados. En
consecuencia, la facultad para perder un cromosoma particular parece ser especifica de
cada cepa. Una de las funciones de la heterozigosidad puede ser aportar variabilidad
genética, y que los denominados “alelos”, debido a que ocupan posiciones equivalentes
en el genoma, pueden codificar proteinas con diferente funcion. En otras ocasiones,
parece que la presencia de dos alelos es necesaria para llevar a cabo funciones normales
debido a problemas de dosis génica, lo que sugiere que su expresion esta muy finamente
regulada. En estos casos, es de esperar que la disrupcion de cualquiera de los alelos ya
origine fenotipo. Esta posibilidad ha recibido apoyo experimental en un escrutinio de
genes que se mostraban haploinsuficientes para llevar a cabo filamentacion normal
utilizando mutagénesis mediada por transposon. Este ensayo identificO 146 genes
haploinsuficientes para la filamentacion, y el nimero total puede ser cerca de tres veces
mayor (Uhl et al., 2003).
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La heterozigosidad en un organismo diploide sin un ciclo sexual plantea la
pregunta de como puede determinarse el haplotipo. Tavanti y colaboradores (2003)
usaron MLST como modelo de identificacion de cepas, y posteriormente fue aplicado
para investigar la frecuencia de recombinacion (Tavanti et al., 2004). Este método
implica la amplificacion de las regiones variables (usualmente SNPs) mediante PCR
seguida de la secuenciacion del producto, y de hecho fue el que se usé para
confeccionar el actual mapa de SNP desarrollado por Forche y colaboradores (2004).
Desafortunadamente, este método requiere una gran cantidad de datos y proporciona
haplotipos para una limitada region, no para todo el cromosoma. Se pueden obtener
haplotipos completos para el cromosoma 5, ya que las cepas pueden llegar a ser
homozig6ticas para este cromosoma por crecimiento en sorbosa. Sin embargo, el
haplotipo reportado incluye un limitado numero de SNPs (Forche et al., 2005).

La inexistencia de un mapa fisico completo y la presencia de bloques de
repeticiones de DNA de longitud superior a la que proporciona una carrera de
secuenciacion imposibilitan finalizar la secuencia y conectar los super-contigs en un
mapa completo de cada cromosoma. El Gnico cromosoma finalizado es el 7, el mas
pequefio, cuyo mapeo se inici6 en 1998 y se ha finalizado en 2005 (Chibana et al.,
2005).

De la varias caracteristicas especificas mencionadas del genoma de C. albicans,
describiremos en cierta extension la MRS por su relacién con el presente trabajo.
Existen 9 copias de este complejo por genoma haploide (Chindamporn et al., 1995). Un
fragmento de 8 Kb (HOK) y otro de 6 Kb (RB2) flanquean una repeticion de 2 Kb
(RPS), que incluye entre 7 y 9 copias de una secuencia repetida de 16 pb (COM16) y
entre 6 y 8 copias de una secuencia de 29 pb (COM29, que contiene un sitio Sfil) (Fig.
1). Las dos secuencias COM aparecen juntas en el inicio de la MRS y entre 3 y 4 veces
en el interior de la misma, donde se asocian con una secuencia de 144 pb llamada “alt”.
Estas COMs son invariables, pero existen pequenas diferencias en las secuencias “alt”,
que aparecen en diferentes combinaciones en las RPS de diferentes cromosomas
(Chibana et al., 1994). La heterogeneidad en el tamarfio de las MRS es la principal causa
de polimorfismos de longitud de los cromosomas (CLP; Chromosomal Length
Polimorphism) en C. albicans (Chibana et al., 2000). Al igual que el rDNA, la MRS
parece poder expandirse o0 contraerse aumentando o disminuyendo el numero de
subunidades RPS durante la mitosis, aunque, al igual que en el caso del rDNA, el

mecanismo por el cual esto ocurre no esta claro.
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La MRS se ha implicado en dos procesos que causan reordenamientos en el
genoma: translocacion cromosémica y pérdida de cromosoma. Chu et al. (1993),
demostraron traslocacion cromosdmica mediante el examen de los cariotipos de dos
cepas no relacionadas, 1006 y WO-1, usando PFGE (Pulse-Fields Gel Electrophoresis;
electroforesis de campo pulsante), digestion con Sfil, e hibridaciones Southern con
sondas de marcadores cromosémicos y de sus fragmentos Sfil. Las translocaciones
parecen ocurrir en las MRS o cerca. Esto no fue especifico de estas cepas, ya que estas
translocaciones han sido encontradas en otras cepas (Chu et al., 1993; Chibana et al.,
2000; Navarro-Garcia et al., 1995). El papel exacto de las MRS no esta claro, pero se ha
sugerido que la rotura en la doble cadena dentro de su secuencia puede conducir a
translocacion (Barton and Scherer, 1994; lwaguchi et al., 2004).

Centrémero
Telémero MTL ! MRS
Y — m D
t t
Repeticiones RB2
Teloméricas

Ca3

27A
— -}/_
® \RPS &-’;l; ‘R:‘Sj] RB2 WO
Siti:)(Sﬁl

Fig. 1. Esquema detallado de la MRS en un cromosoma de C. albicans (cromosoma 5). Se muestra
también la posicion de las sondas Ca3 y 27A que generan RFLPs. La rotura en el medio del esquema
indica que el nimero de estas repeticiones pueden variar.

La segunda clase de reordenamientos gendmicos en los que parece estar
involucrada la MRS es la pérdida de cromosoma. Lephart y colaboradores (2005)
mostraron que la frecuencia de pérdida del cromosoma 5, que puede seleccionarse por
crecimiento en sorbosa, estaba directamente relacionada con el tamafio de la MRS,

siendo el Cr5 con la MRS maés larga el que preferentemente se pierde.
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2.6. Dinamica gendmica.

La mayoria de las caracteristicas del genoma descritas son responsables de la
alta variabilidad genética del organismo. Las primeras evidencias de esta variabilidad
proceden de analisis de los cariotipos de aislados clinicos y mutantes surgidos de los
mismos en el laboratorio. Aunque la mayoria de las cepas exhibe un cariotipo estandar y
lleva dos copias de cada cromosoma, translocaciones reciprocas pueden originar
cromosomas quiméricos que se manifiestan como nuevas bandas. La mayoria de las
translocaciones estan propiciadas por secuencias especiales, principalmente las MRS
(Chu et al., 1993). Ademas, el tamafio de cada cromosoma no es fijo. Los cambios en la
longitud de un determinado cromosoma dan lugar a polimorfismos (CLP). Por ejemplo,
el nimero de copias de los genes rDNA influye en el tamafio de los homdlogos del
cromosoma R (lwaguchi et al., 1992) y la variacion en la longitud de los telomeros
puede contribuir a CLP de varios cromosomas (McEachern and Hicks, 1993). Otras
secuencias esparcidas por el genoma, en concreto los elementos Ty y retrotransposones
sin LTR (non-LTR) pueden contribuir a CLP y translocaciones. Finalmente, pérdida o
duplicacion de ciertos cromosomas origina frecuentemente aneuploidias (Larriba,
2004).

2.6.1. Aneuploidias

Como hemos mencionado anteriormente, C. albicans es diploide. Sin embargo la
ploidia no es fija. Ademas, las alteraciones en la misma no se restringen a aislados
naturales sino que ocurren en mutantes morfoldgicos y nutricionales espontaneos
aislados en el laboratorio. Ya en los afios 80 se describid una cepa con un contenido en
DNA inestable. Se especul6 que sufria una mutacién en un gen que controlaba la ploidia
(Suzuki et al., 1986). Barton y Gull (1992) reportaron que el crecimiento en metil
bencilamidazol carbamato (MBC) induce aneuploidia transitoria que era detectada por
la aparicion de un alelo recesivo ade2 (cromosoma 3). Sin embargo, la cepa
monosémica para el cromosoma 3 crecié mas lentamente que una cepa diploide, y bajo
condiciones no selectivas, duplico el cromosoma homologo residual.

En la cepa WO-1 se han descrito aneuploides que han perdido la Unica copia del
cromosoma mas pequefio de la misma (una quimera 51-6C), asi como otros que la

habian duplicado. Los primeros producian menos sectores opacos y menos filamentos
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que la cepa original, mientras que los segundos producian mas tubos germinativos
(McEachern and Hicks, 1991). Sin embargo, otra variante estable de la cepa WO-1,
WO-2, que habia perdido tanto el cromosoma quimérico 51-6C como el inico homélogo
intacto del cromosoma 7, y, en consecuencia, contenia un 10% de su genoma en estado
haploide, produjo hifas y clamidosporas y llevo a cabo la transicion white/opaque
(Magee and Magee, 1997). Esto sugiere que aparentemente no se requiere una perfecta
diploidia para realizar estos procesos.

Con frecuencia, los cambios en ploidia han sido correlacionados con la
adquisicion de nuevos fenotipos. Suzuki et al. (1989) correlacionaron cambios en la
morfologia colonial con alteraciones en los cariotipos. Pero el mayor esfuerzo en esta
area lo han desarrollado Rutschenko y Sherman quienes propusieron que los
reordenamientos cromosémicos podian ser un mecanismo para conseguir variabilidad
genética en C. albicans (Rustchenko-Bulgac et al., 1990). Los primeros experimentos
describieron cambios en los cariotipos de mutantes nutricionales espontaneos con
diferentes capacidades asimilatorias (Rustchenko et al., 1994; Rustchenko-Bulgac and
Howards, 1990). Otros experimentos fueron disefiados para analizar si la adaptacion a
antifingicos u otros agentes podia estar mediada por reordenamientos cromosémicos.
Asi se reportd que el crecimiento prolongado de C. albicans en fluconazol podia
conducir a la pérdida del cromosoma 4 o a una trisomia del cromosoma 3. Las células
eran resistentes a fluconazol pero no se propuso ningin mecanismo de resistencia, salvo
que no implicaba a ERG11, requerido para la biosintesis de ergosterol, ni a los genes
MDR1 o CDR1 y CDR2 que codifican para componentes de las bombas de eflujo
(Perepnikhatka et al., 1999). En otro estudio se investigd la adaptacion de seis
poblaciones derivadas de un mismo aislado clinico sensible a fluconazol a
concentraciones de fluconazol del doble de la MIC (concentracién minima inhibitoria),
observandose adaptacion a crecer en presencia de la droga (Cowen et al., 2000). Tan
solo en tres de nueve muestras analizadas se observaron reordenamientos
cromosOmicos, y cada muestra mostré un cambio diferente. Sin embargo, cada muestra
mostraba un incremento significativo en la expresion de al menos uno de cuatro genes
implicados in la resistencia a azoles: CDR1, CDR2, ERG11, y MDR1. Estos resultados
sugieren que los cambios cromosémicos acompariaron ocasionalmente a la adquisicion
de resistencia a fluconazol, pero no fueron determinantes para la misma.

La adquisicion de resistencia a 5-FOA (5-FOAF) por la cepa 3153A fue

acompafada de inestabilidad en los cariotipos, pero algunos aneuploides mostraron
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consistentemente una duplicacion de un homologo del cromosoma 4b o un alargamiento
del cromosoma 5b. Puesto que los 5-FOA® revertientes habian perdido el
extracromosoma correspondiente, parece existir una relacion causal entre las
alteraciones cromosomicas mencionadas y la resistencia a 5-FOA (Wellington y
Rustchenko, 2005). Sin embargo, no se analizaron las bases para la resistencia a la
droga ni se reportaron andlisis fenotipicos o bioquimicos de estos mutantes.

Existe, sin embargo, un caso bien estudiado en donde se ha observado una
relacién biunivoca entre un cambio cromosémico, monosomia del cromosoma 5, y un
fenotipo determinado: la capacidad para utilizar la L-sorbosa como Unica fuente de
carbono (Janbon et al., 1998). Cuando células de diversas cepas de C. albicans se
plaguean en medio con sorbosa en ausencia de otro azucar, la mayoria de las células
mueren pero tras unos dias aprecen colonias. El andlisis de los cariotipos indicé que
estas cepas habian perdido un homologo del cromosoma 5. Estas cepas crecieron mas
lentas que la original, de manera que cuando se crecen de nuevo en glucosa, aparecen
variantes que han duplicado el homdlogo residual y crecen més rapidas; estos euploides
son incapaces de crecer en sorbosa. Se ha sugerido que el cromosoma 5 lleva multiples
genes de reguladores negativos que afectan la expresion de la sorbosa deshidrogenasa
presente en el cromosoma 4. Un reciente trabajo ha identificado una region de 209 Kb
cercana al telémero derecho que es candidata a contener los mencionados reguladores
ya que su delecidn permite la adaptacion a sorbosa (Kabir et al., 2005). Apoyando esta
posibilidad, un reciente estudio de adaptacion de cepas rad52 a crecer en sorbosa ha
seleccionado cepas Sou® que eran disémicas para el Chr5 pero uno de los homologos
estaba truncado, debido a una delecion que incluia la region que de 209 kb que
presumiblemente contiene los reguladores negativos (Andaluz et al., 2007).

Se ha reportado que es frecuente encontrar lotes de la cepa comun de laboratorio
CAIl4 que son trisomicas para el cromosoma 1 (Chen et al., 2004). Esta trisomia surgio
en la dltima etapa de la construccién de dicha cepa, de manera que el cultivo final era
heterogéneo. Por tanto, algunas lineas de CAl-4 son trisomicas para el Chrl (F3) y otras
no (F2). Esta trisomia fue responsable de la avirulencia de la cepa en un modelo de
candidiasis diseminada en raton. Cuando la cepa inoculada era trisdbmica (F3) se
generaron cepas euploides in vivo, bien surgidas en el cultivo original o durante la
infeccion. Incluso, surgieron algunas cepas que exhibian tres copias del marcador CZF1
presente en el cromosoma 4, posiblemente como consecuencia de la presencia de una

copia extra de este cromosoma. Las alteraciones cariotipicas parecen estar causadas por
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estrés dentro del huésped ya que la exposicion 5-FOA o a fluconazol aumentd la
frecuencia de la reversion a la disomia en las cepas trisomicas (Chen et al., 2004). Estas
observaciones fueron corroboradas por Selmecki et al., (2005) utilizando la técnica de la
hibridacion gendémica comparada (CGH; Comparative Genome Hybryzation). Ademas,
tres cepas de CAI4 analizadas (F2, F3 y J1) fueron trisomicas para el cromosoma 2.
Debemos sefialar que nuestra cepa CAl4 es dismica tanto para el cromosoma 1 como
para el 2. En un trabajo posterior, Selmecki y colaboradores (2006) encontraron que la
aneuploidia en general es comun en aislados clinicos resistentes a fluconazol. Ademas,
en algunos casos la resistencia era debida a la formacion de un isocromosoma
compuesto por dos brazos derechos del cromosoma 5, y por tanto implicaba un
mecanismo basado en la sobreexpresion de ERG11 y/o CDR. Estas observaciones
apuntan nuevamente a la importancia de los reordenamientos cromosémicos como
mecanismos de adaptacion de C. albicans al estrés y cambios ambientales que encuentra
en el huésped.

Debemos concluir que, excepto para algunas aneuploidias especificas, no se ha
demostrado una correlacion univoca entre alteraciones especificas en el cariotipo y un
determinado fenotipo, puesto que una aneuploidia, por ejemplo, puede causar varios
fenotipos diferentes al afectar a un gran nimero de genes, y un fenotipo dado puede
estar acompafiado por mas de una aneuploidia, siendo posible que ninguna sea la causa
del mismo (Larriba, 2004).

2.6.2. Translocaciones cromosémicas

Las translocaciones cromosomicas en C. albicans son facilmente identificables
mediante el uso de PFGE e hibridacion Southern blot con sondas especificas (Thrash-
Bingham and Gorman, 1992). Como se ha dicho anteriormente, la cepa WO-1 contiene
un unico cariotipo como resultado de tres translocaciones reciprocas: cromosoma 7'y 4,
5y6,y5y1(Chuetal., 1993). En otro aislado clinico, la cepa 1001, se encontraron
dos nuevas bandas cuando se compar6 con la cepa 1006 como resultado de
translocaciones entre los cromosomas 2 y 7 (en las MRS) (Navarro-Garcia et al., 1995).
Se han encontrado ademas translocaciones reciprocas en los cromosoma 7 y 4 en dos
cepas no relacionadas entre si, donde una de ellas (NUMZ1000) fue triploide para una
region del cromosoma 4 (Chibana et al., 2000). En todos estos casos, las translocaciones

ocurrieron por recombinacion entre cromosomas no-homélogos a nivel de la MRS. En
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los casos en que se analizaron en cierto detalle, las translocaciones no resultaron en la
pérdida de material genético, aunque se afectd la conducta de las células. Sin embargo,
dicha conducta no puede ser atribuida inequivocamente a las translocaciones, sino que
como ocurre en el caso de la alta frecuencia de switching de la cepa WO-1, se debi¢ a la
homozigosis del locus MTL.

Un mutante nutricional de C. albicans correspondié a un aislado clinico que
habia perdido la capacidad de utilizar diferentes fuentes de carbono, incluyendo
adonitol, xilitol, N-acetil-D-glucosamina y a-metil-D-glucésido, generalmente
asimilables por la mayoria de las cepas de C. albicans (Asakura et al., 1991), pero que
era extremadamente virulento. PFGE reveld la presencia de 13 fragmentos
cromosomicos, y el mapeo de los fragmentos Sfil reveld que siete de ellos eran
translocaciones reciprocas que involucraban un homologo de los cromosomas 1,2y 6, y
ambos homologos de los cromosomas 4 y 7. Una de las bandas estaba formada por
fragmentos Sfil de los cromosomas 2, 4 y 7 (lwaguchi et al., 2001). De nuevo, el
complicado patrén de fenotipos y de cariotipos impidi6 establecer una correlacion entre
ellos.

Las translocaciones han sido inducidas en laboratorio en varias ocasiones.
Iwaguchi y colaboradores (2004) insertaron el gen URA3 alternativamente en distintas
regiones de la MRS, RUB (URAS clonado en RB2), RUS (en RPS), y HUK (en HOK)
y encontraron diferencias en la preferencia de integracion entre varios cromosomas.
RUB fue encontrado en todos los cromosomas, RUS en el cromosoma 3y 4, y HUK en
todos excepto el cromosoma 1. Interesantemente, en un caso HUK se integré en el
cromosoma 3, donde no existe ninguna secuencia HOK. Sin embargo, en general estos
resultados pueden reflejar la variacion en la secuencia entre los diferentes alelos de las
MRS.

2.6.3. Mutacion y Recombinacién mitotica

Otros cambios mas sutiles, incluyendo mutaciones puntuales, pequefias
adiciones o deleciones, y recombinacion parecen jugar un papel directo en la biologia y
capacidad de adaptacién de C. albicans, bien por si solos 0 en combinacion con
alteraciones cromosomicas. Una fuente importante de variabilidad tiene su origen en su
alto grado heterozigosidad natural y en la capacidad Unica del organismo para

modificarla en ausencia de un proceso sexual. Ya hemos comentado el alto nivel de
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heterozigosidad asociado a funciones asimilatorias. Por ejemplo, se ha encontrado que
sustituciones de nucleotidos en el gen ERG11 durante el curso de la infeccion pueden
incrementar la resistencia a fluconazol (White, 1997; Marichal et al., 1999). Esta
diversidad de secuencia intra-allelica ha sido también detectada en los genes ERG16
(White et al., 1997) y ERG3 (Miyazaki et al., 1999), y se ha visto que los SNPs
detectados en la secuencia del promotor del gen SAP2 median una regulacion
diferencial en la expresion de los alelos (Staib et al., 2002).

Coste et al. (2004) describieron la existencia de dos alelos del gen TAC1. Su
producto, Tacl regula la expresion de los genes CDR1 y CDR2 que codifican para
transportadores ABC que median resistencia a azoles. Uno de los alelos, denominado
“hiperactivo”, esta presente en las cepas resistentes a azoles y causa sobreexpresion
constitutiva de los genes CDR1 y CDR2, mientras que el otro (denominado silvestre)
estd presente solamente en las cepas susceptibles al antifingico y no origina esta
sobreexpresion, y por consiguiente resistencia. Estos alelos contienen diferencias en su
secuencia proteica (cambios no sin6nimos), pero Unicamente la mutacion en el coddn
977 (transversion de A a G; N977D) es suficiente para conferir sobreexpresion de los
genes CDR1 y CDR2. El alelo “hiperactivo” es codominante con el alelo silvestre (sin la
mutacion). Solamente las cepas homozigdticas con el alelo “hiperactivo” muestran alta
expresion de los genes CDR1 y CDR2 y consecuentemente resistencia a azoles (Coste et
al., 2006).

En una célula diploide el proceso que media la conversion de un heterozigoto en
un homozigoto se conoce como pérdida de heterozigosidad (LOH). Cuando uno de los
alelos es no funcional, cualquier acontecimiento genético que origine la inactivacion del
alelo funcional resulta en la expresion del fenotipo recesivo. Por tanto, la identificacion
de este fenotipo recesivo es una manera de detectar eventos de LOH. Dado el alto nivel
de heterozigosidad de C. albicans se ha estimado que LOH podria ser responsable de su
alta capacidad de adaptacién mediante la generacion de nuevos fenotipos. LOH se ha
estudiado en profundidad en diploides de S. cerevisiae. Hiraoka et al. (2003)
caracterizaron las alteraciones genéticas que conducen a la inactivacion del marcador
heterozigotico o hemizigético URA3 situado en el cromosoma |11 o en el cromosoma V
de una cepa diploide de S. cerevisiae. El andlisis por PFGE y PCR de un gran nimero
de clones que experimentaron LOH mostré que la mayor parte de las alteraciones que la
originan son pérdida de cromosoma (6.8x10) y recombinacién alélica (4x107).

También, fueron detectados grandes reordenamientos cromosdmicos, originados por
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dos tipos de eventos de recombinacion ectopica: delecion intracromosomica y
entrecruzamiento ectdpico entre cromosomas. Estos eventos fueron raros, pero sus
frecuencias fueron mucho maés altas que la frecuencia de mutacion puntual espontanea
determinada por la inactivacién del marcador URA3. En total, HR contribuyo al menos
a la mitad de estas alteraciones, sugiriendo que juega un papel significativo en los
procesos celulares que conducen a LOH. Por tanto, seria de esperar que la frecuencia de
las mismas estuviera alterada en mutantes de recombinacion. Los mutantes de
recombinacion, rad50, rad51 y rad52, exhibieron un significativo aumento de LOH. El
analisis detallado indic6 que los acontecimientos responsables eran principalmente la
pérdida de cromosoma y la mutacion puntual, mientras que la frecuencia del resto de los
eventos, recombinacion ectopica (translocaciones) y alélica, estaban diminuidos
(aunque vario entre los tres mutantes). Por tanto, el analisis de las alteraciones
cromosOmicas en estos mutantes proporciond varias pistas de los mecanismos

moleculares que conducen a LOH en S. cerevisiae (Yoshida et al., 2003).
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Fig. 3: Propiedades genéticas del casete UAUL. (A) Conversion de UAUL1 a URA3. El casete UAU1
contiene el gen ARG4 intacto flanqueado por dos deleciones del gen URA3 (ura343’y ura345°). Los
segmentos URA3 no son funcionales, por lo que el casete UAU1 confiere el fenotipo Arg® Ura’. Los
segmentos URA3 comparten 530 pb de homologia, por lo que pueden recombinar para producir una copia
del gen URAS3 intacta. La recombinacion elimina el ARG4 y resulta en un fenotipo Arg” Ura”. (B) Un alelo
del gen ADE2 es interrumpido con el casete UAUL a través de la transformacion de una cepa Arg” Ura’
con la subsiguiente seleccion de los transformantes Arg”. Durante el crecimiento de estos transformantes
se pueden producir cepas con los dos alelos interrumpidos con el casete UAUL. Estos transformantes
pueden seleccionarse una vez que hayan recombinado para generar el URA3 activo en una de las copias
del casete, produciendo Arg* Ura". (Enloe et al., 2000).
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Los reordenamientos gendmicos que conducen a homozigosis en C. albicans se
producen por mecanismos similares. Distintos trabajos han reportado altas frecuencias
de recombinacién mitdtica en varios loci de C. albicans. Fonzi e Irwin (1993),
utilizando el casete URA-blaster (hisG-URA3-hisG), determinaron frecuencias de
recombinacion mitética intercromosomica (inactivacion del alelo no interrumpido) e
intracromosémica (por recombinacion entre las hisG) de 10° y 10, respectivamente.
En un trabajo posterior, Enloe et al. (2000), encontraron una frecuencia de 10 eventos
de recombinacién mitética por generacion. Para ello, utilizaron el casete UAUL (5°-
ura3-ARG4-ura3-3’) con el que interrumpieron varios genes, entre ellos ADE2. Este
casete (UAU1L) contiene una copia del gen ARG4 flanqueada por dos fragmentos del gen
URA3 (que se solapan en cerca de 500 pb), de tal manera que la recombinacion entre
ambos conduce a un gen URA3 activo y a la pérdida del gen ARG4 (Fig. 3A). Se estimo
en 10°® por divisién celular la frecuencia en la que un heterozigético ADE2/ade2::UAU
(blanco, Arg” Ura’) se convierte en homozigotico ade2::UAU/ade2:U (rojas, Arg” Ura®)
(Fig. 3B). Este proceso requiere dos pasos: la formacion del homozigdtico UAU y
después la recombinacion de los fragmentos del gen URA3 en uno de los casetes
(“loopout”), que se estimd en una frecuencia de 3x10° por divisién celular. Puesto que
la frecuencia del evento final (10°®) es el producto de las frecuencias de los dos eventos
que conducen al mismo, (3 x10® x F), podemos calcular F dividiendo 10® por 3 x 10°®
lo que proporciona un valor de 3 x 10>, Esta frecuencia es superior a la encontrada en S.
cerevisiae. Existen al menos cuatro vias por las que una cepa con el casete UAU se
puede convertir en UAU/U (Fig. 4), y s6lo dos de ellas involucran la recombinacion
mitdtica. Una posible explicacion de esta diferencia con S. cerevisiae pueda ser la
frecuencia con la que C. albicans pierde cromosomas, y después duplica el homologo
restante para retornar a la euploidia (Fig. 4). Mas recientemente, Forche et al. (2003)
utilizaron dos cepas heterozigticas GAL1l/gall para determinar, mediante la
observacion de la aparicion de células Gal™ (gall/gall) en placas que contienen 2-DOG
(ver anteriormente), la frecuencia de recombinacion. Se estimd una frecuencia media de
recombinacién mitética in vitro de 10 eventos por célula y generacién, aunque esta
frecuencia fue mas baja a la observada en un trabajo previo utilizando el mismo
marcador (10°; Gorman et al., 1991). Lephart y Magee (2006) demostraron también
que la recombinacién mitotica es un evento muy comudn en C. albicans. Para ello,
utilizaron una cepa derivada de la CAl4 (MRT@) que contiene una copia del gen IMH3

adyacente a la subunidad HOK de la MRS de un homdlogo del cromosoma 5 (el que
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contiene ¢l MTLa) y una copia del gen URA3 adyacente a la subunidad RB2 de la MRS
del restante homdlogo del cromosoma 5 (el que contiene el MTLa) (Fig. 5). Esta cepa
permite la seleccién de no recombinantes, y recombinantes en dos regiones: una que
incluye la MRS y otra que no la incluye (Fig. 5). Utilizando una variante del test de
fluctuacion de Luria-Delbruck, se encontrd una frecuencia de recombinacion de aprox.
10" eventos/Kb/generacion en ambos intervalos, un valor muy cercano al descrito para
los eventos de recombinacion requeridos para el “loopout” del casete UAUL (Enloe et
al., 2000). Esta frecuencia es similar a la encontrada en de S. cerevisiae (10°-10)
(Montelone et al., 1988).
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Fig. 4: Posibles rutas de generacion de células Arg” Ura™ 1. El cromosoma que no contiene el casete
UAU puede perderse, conduciendo a monosomia. EI cromosoma restante puede duplicarse, retornando a
la disomia y la recombinacién mitotica en uno de ellos puede generar el gen URA3 activo. 2. La
conversion génica puede originar homozigosis en la zona de insercion del casete. De la misma manera
que en 1, la recombinacion mit6tica puede generar el gen URA3 activo. 3. Un entrecruzamiento mitético
que ocurra después de la fase S puede conducir al intercambio de la informacién centrémero-distal entre
los dos homologos. Tras la mitosis, se puede obtener una célula hija con ambos homélogos que contienen
el casete UAU. La recombinacidon mitética entre los fragmentos del gen URA3 puede originar la cepa
Arg" Ura®. 4. Segregacion andmala de las cromatidas puede conducir a células trisdmicas con dos
homologos que contienen el casete UAU. Después, la recombinacion mitotica puede producir células
Arg" Ura" que contienen una copia del gen a interrumpir intacto.
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Fig. 5: Construccion y utilidad de la cepa MRT@. Los eventos de recombinacion que ocurren entre el
locus MTL y el gen IMH3 (Tipo A) y entre la MRS y el gen IMH3 (Tipo B) se detectan en las cepas que
se vuelven homozigGticas para el Cr5 tras crecimiento en sorbosa como Unica fuente de carbono. Los
eventos de recombinacion son identificados mediante siembra en sorbosa, seleccion de las colonias que
pueden utilizar la sorbosa (Sou®) y que retiene el marcador URA3, e identificacion del recombinante
MTLo Ura® por PCR. De estos recombinantes, los que por PCR contienen el gen IMH3 deben haber
experimentado un evento de recombinacion en la MRS més que entre la region el gen IMH3 y el locus
MTL. (Lephart and Magee, 2006).

¢Qué ventajas podria tener la heterozigosidad para C. albicans? Se ha sugerido
gue LOH puede tener un papel parecido a la recombinacién sexual (Yesland and Fonzi,
2000), resultando en variabilidad genotipica, y en ocasiones, fenotipica. De hecho, se ha
demostrado que LOH en C. albicans puede ser crucial para un nimero de fendmenos
relacionados con su biologia y su susceptibilidad a antifungicos. Por ejemplo, como se
ha descrito anteriormente, solo células que llegan a ser homozigéticas para el locus MTL
puede conjugar (Hull et al., 2000; Magee and Magee, 2000). La relacion entre la
homozigosidad en el locus MTL y la susceptibilidad ha sido ampliamente debatida. El
analisis de un nimero de aislados clinicos sometidos a tratamiento con fluconazol o de
cepas inducidas a resistencia a fluconazol in vitro indicd una correlacién entre la
homozigosidad en el locus MTL y la resistencia a azoles (Rustad et al., 2002). Sin
embargo, el hecho de que cepas construidas genéticamente con disrupciones del locus
MTL asi como cepas naturales homozigoticas para MTL no sean intrinsecamente mas

resistentes a azoles que las que llevan MTLa y MTLa, sugirio que los productos
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especificos de la conjugacion no estaban directamente implicados en la resistencia
(Rustad et al., 2002; Pujol et al., 2003). Por alguna razén, tras la exposicion a la droga
un gen de resistencia a la misma se hace homozigético (y esta homozigosis afecta al
locus MTL) y/o las cepas homozigoticas para MTL desarrollan resistencia con una
frecuencia mayor que las heterozigoticas. Como se ha comentado anteriormente, la
coexistencia de dos alelos del gen TAC1 confiere resistencia a azoles. Trabajos
adicionales han descubierto que la homozigosidad en el locus MTL acompafa la
adquisicion de homozigosidad en el gen TAC1 mediante recombinacion entre porciones
0 duplicacion del cromosoma 5; pero esta homozigosidad en el locus MTL no
contribuye directamente a la resistencia a azoles exhibida (Coste et al., 2006). En la
misma linea, un analisis de 1294 aislados para el locus MTL y su susceptibilidad a
algunos antifungicos (fluconazol, intraconazol, voriconazol y flucitosina) indico que la
susceptibilidad fue menor en los homozigdticos MTL tipo a/a, después en los tipo a/a y
por ultimo los heterozigdticos a/ a. (Odds et al., 2007). Sin embargo no se estudio la
distribucion de los alelo TACL.

Los cambios gendmicos que conducen a LOH en C. albicans parecen ocurrir
durante la infeccion. Forche et al. (2003) no observaron diferencias entre la virulencia
de las cepas GAL1/GAL1, gall/gall, y GAL1l/gall en un modelo de candidiasis
sistémica diseminada. La infeccion del ratdn con un heterozigdtico GAL1/gall y la
caracterizacion de las cepas recuperadas indico que la aparicion de cepas gall/gall se
produjo en una frecuencia relativamente alta (1010 del total de las células recuperas)
(Forche et al., 2003). Posteriormente, el desarrollo de un microarray de SNP permitid
examinar varias de estas cepas Gal’, demostrando que los eventos que conducen a LOH
ocurren frecuentemente durante la infeccion, se producen independientemente en varios
loci, y la pérdida de cromosoma o la recombinacion mitdtica son los procesos mas
comunes (Forche et al., 2005). Por lo tanto, parece que la recombinacién mitética es
relativamente frecuente durante la infeccion, al menos en este modelo. En la misma
linea, mediante la utilizacion de MLST (Odds et al., 2006, 2007; Bougnoux et al.,
2006), se ha observado que tras la colonizacion de diferentes individuos por la misma
cepa, se produce una especie de microevolucion causada por eventos de LOH que
conducen a microvariacion en los aislados recuperados. Aislados de diferentes sitios o
en diferentes tiempos de cada paciente son idénticos o estan altamente relacionados,
aunque frecuentemente muestran pequefios cambios (microvariaciones). Por

consiguiente, es posible que al menos algunos de estos eventos influencien la virulencia
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y supervivencia de este patdgeno oportunista. Los procesos que conducen a LOH estan
bajo el control del mecanismo de mantenimiento de la integridad de DNA que incluye

los sistemas de recombinacién mitotica.

3. LOH vy Recombinacion Homologa.

Vemos pues que la recombinacién mitética, es clave para entender la
variabilidad genética de C. albicans. LOH se produce mediante mecanismos en los que
la recombiancion mitética juega un papel predominante.

Las roturas de doble cadena (Double Strand Break, DSB) se estan produciendo
continuamente en las células. La presencia de un cromosoma roto es una amenaza seria
para la supervivencia celular. En respuesta a esta amenaza las células han adquirido un
arsenal impresionante de mecanismos de reparacion que pueden agruparse en dos rutas
generales. La recombinacion homologa (Homologous Recombination, HR) y la
recombinacion por fusion de extremos o Non-Homologous End-Joining (NHEJ). En
HR, se requiere homologia (50-100 bp) entre la secuencia a reparar y el molde no
dafiado (Paques y Haber, 1999); es precisa, requiere las proteinas del grupo de epistasis
de Rad52 (Rad51, Rad52, Rad54/Rad55, Rad57, Rad59), DNA-RPA, vy la ligasa Cdc9
(Paques y Haber, 1999; Symington, 2002). De todas las proteinas del grupo, sélo Rad52
es requerida para todos los acontecimientos de HR en S. cerevisiae. Los mutantes rad52
de S. cerevisiae pueden aun reparar mediante la ruta de NHEJ. Aqui los extremos son
ligados con poca o ninguna homologia entre ellos; es mutagénica y utiliza un juego de
proteinas totalmente diferentes (Ku70 y Ku80, Ligasa 4 (Dnl4), asi como sus proteinas
asociadas Lifl y Lif2) (Frank-Vaillant y Marcand, 2001; Kegel el al., 2001; Valencia et
al., 2001). Nos centraremos exclusivamente en la reparacion mediada por HR, puesto
que es el objeto principal de nuestro estudio.

HR es iniciada por la introduccién de DSB en la molécula de DNA. Los
extremos 5 son hidrolizados por exonucleasas que dejan ssSDNA con extremos 3’
protuberantes, a los cuales se une Rad51 y promueve el apareamiento y el intercambio
de cadenas con el duplex homdlogo intacto. Rad51 se ha conservado a lo largo de la
evolucion. La proteina de S. cerevisiae tiene un 30% de identidad con el sitio catalitico

de la ATP-asa de RecA de bacterias, la cual une e hidroliza nucleétidos (Ogawa et al.
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1993). Tras la union a DNA, ScRad51 forma hélices dextrdgiras. La union de Rad51 es
facilitada por la adhesion previa de RPA (Replication Protein A) que se cree que
elimina la estructura secundaria del DNA y permite la formacion del nucleofilamento de
Rad51. El reclutamiento de Rad51 al complejo ssSDNA-RPA es mediado por Rad52 que
interactta con Rad51 a través de los residuos 409-412 (Shinohara y Ogawa, 1998; Song
y Sung, 2000). El desplazamiento de RPA necesita la accion de Rad52 a través de su
region C-terminal (Sung, 1997). Otras proteinas, tal como Rad55 y Rad57 pueden
también cooperar en la formacion de nucleofilamentos. El filamento-Rad51 localiza un
donador homélogo y con la ayuda de Rad54 causa una remodelacion de la cromatina,
desenrrollamiento del DNA vy el intercambio con el DNA homélogo. Posteriormente,
Rad51 es desplazado con la ayuda de Rad54 (Mazin et al., 2003; Solinger et al, 2001).

3.1. Diferentes mecanismos de reparacion de la rotura de la doble cadena

Existen al menos cuatro mecanismos diferentes de HR que pueden ser usados
para la reparacion de las DSB cromosomicas en las células mitéticas: La reparacion de
la DBS (DSBR, Double-Strand Break Repair), SDSA (Sintesis-Dependent Strand
Annealing), anillamiento de cadena sencilla (Single-Strand Annealing, SSA), y
recombinacion inducida por rotura (Break-Induced Replication, BIR). Los dos primeros
mecanismos son a su vez eventos que resultan en conversion génica, dependiendo de si

los productos obtenidos implican entrecruzamiento o no (Paques and Haber, 1999).

3.1.1. DSBR

En este modelo (Fig. 2A), los extremos de la DBS son convertidos en extremos
3’ de cadena sencilla para que puedan iniciar la invasion del duplex homdlogo.
Siguiendo a esta invasion, y ya en el duplex homologo, el extremo 3’ es extendido o
elongado mediante sintesis de DNA. El bucle formado por la invasion es ligado con el
otro lado de la DBS, y el extremo 3’ de la cadena no invadida es también extendida
mediante sintesis de DNA; formando lo que se conoce como intermediario de Holliday
(dHJ) (Symington, 2002). La resolucion de este intermediario origina de manera
equitativa productos a través de entrecruzamiento (crossover) o productos sin mediacién

de entrecruzamiento (non crossover).
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3.1.2. SDSA

Este modelo (Fig. 2B) fue propuesto para explicar los bajos niveles de
entrecruzamiento observado en eventos de conversion génica inducida. Aqui, la
invasion de la cadena se produce de la misma manera que en el DSBR. El bucle
formado por la invasién puede elongarse por la sintesis de DNA de la cadena elongada
o0 puede migrar con el DNA recién sintetizado. Después del desplazamiento del duplex
donador, la cadena naciente (la que invade) se une con la otra cola 3’ de cadena sencilla
y la sintesis de DNA completa la reparacion. La sintesis de DNA puede ocurrir después
en el extremo 3’ de la cadena que no invade para reparar la rotura o el hueco dejado. La
diferencia con el modelo DSBR estriba en que la cadena que no invade puede ser
elongada mediante sintesis de DNA sin utilizar como molde el bucle formado en la
invasion del duplex intacto (Symington, 2002).

Como se ha dicho anteriormente, estos modelos se diferencian en cuanto a los
productos que proporcionan. Mientras que el SDSA no origina productos con

entrecruzamiento, DSBR puede dar productos con o sin entrecruzamiento.

3.1.3. BIR

La conversion génica habitualmente se produce en regiones cortas; pero no
siempre es asi, ya que se han encontrado eventos de conversion génica que involucran
grandes zonas de DNA. En ciertos fondos genéticos, la conversion génica es eliminada
y la reparacion ocurre por una invasion del duplex donador mediante la rotura del
cromosoma seguida de una replicacién hasta el final del cromosoma donador
(Symington, 2002). Esto es lo que se conoce como BIR (Fig. 2C). Este modelo se
caracteriza porque después de la invasion de la cadena con el extremo 3’ no hay una
estabilizacion de esta cadena desplazada mediante el anillamiento con el otro extremo
de la rotura (Paques and Haber, 1999). En este caso, la sintesis de DNA continta hasta
el final de la molécula (Symington, 2002). Se produce, por tanto, que las secuencias
distales a la rotura se pierdan y sean remplazadas por la secuencia de la cadena
donadora (Symington, 2002). Este proceso de intercambio no reciproco de material
genético es conocido por ser importante en el mantenimiento de los telémeros en

ausencia de telomerasa (Teng et al., 2000).
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Fig. 6: Modelos de reparacion de la DBS: (A) DSBR. Dependiendo de la resolucién del intermediario de
Holliday (dHJ), se generan productos con y sin entrecruzamiento. (B) SDSA. Este modelo solo origina
productos sin entrecruzamiento. (C) BIR. El paso inicial en este modelo es el mismo que en el modelo de
SDSA, pero la sintesis de DNA de la cadena que invade se produce hasta el final de la molécula. (D)
SSA. En este modelo resulta en delecién de una de las repeticiones y la regién entre ambas. (Symington,
2002).

3.1.4. SSA

Este mecanismo (Fig. 2D) ocurre solamente cuando las DBSs se producen entre
repeticiones directas. Después de la rotura, si la formacion de cadena sencilla es lo
suficiente extensa para llegar a las regiones homologas complementarias que flanquean
la DBS, éstas pueden anillar. Las colas de cadena sencilla sobrante pueden ser
eliminadas mediante la accion de las nucleasas, y los huecos que quedan pueden ser
rellenados por la accion de la sintesis reparadora de DNA vy la ligacién. Este proceso
produce, por tanto, la delecion de una de las repeticiones invertidas existentes y la
region de DNA existente entre ambas repeticiones, de manera que esta considerado
como mutagénico (Symington, 2002).

Todos estos procesos o modelos requieren de las proteinas del grupo epistatico
de Rad52, por lo parece gque este gen es bastante importante en la reparacién de dafio a
DNA mediante HR.
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4. RADS52 en la Recombinacion Homologa

El mecanismo de recombinacion dependiente de RAD51 es el mas eficiente
mecanismo de conversion génica y es requerido para la reparacion de la mayoria de las
DSBs producidas en las células mitoticas. Sin embargo, se ha detectado un grado
significativo de recombinacion en mutantes rad51 de S. cerevisiae, sugiriendo que debe
de existir un mecanismo alternativo de recombinacion que ocurre en ausencia de
RAD51. Este mecanismo requiere RAD52 y en cierta medida, RAD59 (homdlogo de
RAD52). La delecion de RAD52 en S. cerevisiae produce fuertes defectos en conversion
génica, BIR, SSA, recombinacion entre repeticiones invertidas, y la formacién de
supervivientes en ausencia de telomerasa (Symington, 2002). Haber y Hearn (1985)
encontraron ademas que la conversion génica mitética independiente de RAD52
frecuentemente resulta en pérdida de cromosoma. Para ello examinaron la frecuencia de
recombinacion mitética intercromosémica espontanea en células diploides rad52,
hallando que la mayoria de los recombinantes rad52 encontrados se habian producido
por pérdida de uno de los dos cromosomas participantes en el proceso de
recombinacion. Consecuentemente, los mutantes rad52 muestran mayores defectos en
recombinacion que los mutantes sencillos en todos los genes que conforman el grupo
epistatico de RAD52 (Symington, 2002). Parece, por tanto, que RAD52 es esencial en
los procesos mediados por HR.

Tanto la proteina Rad52 de humanos como de levaduras es un multimero que se
estructura en forma de anillo (Shinohara et al., 1998). La proteina purificada se une
preferentemente a la cadena sencilla de DNA (ssDNA), promoviendo el anillamiento de
las secuencias complementarias. Necesita RPA para estimular el intercambio de
moléculas grandes; pero en ausencia de ésta, facilita el anillamiento de DNA de menor
tamafio como son los oligonucleétidos (Mortensen et al., 1996). El papel que
desempefia RPA en el anillamiento de cadenas probablemente pueda ser la de eliminar
las estructuras secundarias existentes en las cadenas de DNA y permitir el acoplamiento
de Rad52p (Krogh and Symington, 2004). Ademas, se ha comprobado que Rad59
interactta con Rad52 formando un anillo heteromérico, sugiriendo que participan juntos
en el anillamiento de cadenas (Davis and Symington, 2001). La presencia de mas de una
copia de RAD52 suprime la sensibilidad a radiacion exhibida por los mutantes rad59; en

cambio Rad59 no fue capaz de sustituir a Rad52 en la recombinacion independiente de
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Rad51, sugiriendo que ambas proteinas interactian y/o pueden tener funciones
solapantes en este proceso (Davis and Symington, 2001).

Recientemente ha sido caracterizado el gen RAD52 en Candida albicans
(Ciudad et al., 2004; Andaluz et al., 2006). Los mutantes rad52 no integran DNA con
homologia en los extremos, lo que sugiere que este gen es absolutamente necesario para
la integracion homologa. Estos mutantes muestran también alta sensibilidad a MMS y
UV, sugiriendo que RAD52 es requerido para la reparacion de DNA. Ademas, los
mutantes rad52 exhiben teldémeros mas largos y heterogéneos en presencia de
telomerasa, por lo que cabe la posibilidad de que esta enzima y la HR funcionen

simultaneamente en el proceso de mantenimiento de telémeros.
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OBJETIVOS

El objetivo principal del presente trabajo fue investigar si la recombinacion
homologa esta implicada en el mantenimiento de la integridad gendmica y dinamica
genética en C. albicans. Para ello, nos planteamos los siguientes objetivos distribuidos
en dos capitulos:

1. Deteccion y caracterizacion de un marcador auxotrofico heterozigotico presente
en el linaje de la cepa silvestre SC5314 de C. albicans.

2. Mediante la utilizacion de este marcador, analizar los eventos de pérdida de
heterozigosidad y reordenamientos cromosémicos ocurridos en mutantes rad52-
A4 de C. albicans.
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1. RESULTADOS CAPITULO I

1.1. Identificacion de HIS4 como marcador heterozigoético en la cepa CAl4.

Con objeto de investigar la presencia de marcadores auxotréficos heterozigoticos
en la cepa CAl4, se estudio la aparicion de auxétrofos His™ y Arg tras tratamiento con
luz UV. En primer lugar, unas 5000 células de esta cepa se sembraron en medio
completo (YEPD) y, después de ser irradiadas con una dosis de 20 J/m?, se replicaron
en medio sintético SC (con 25 ug/ml de Uridina) que carecia de histidina. Entre los
supervivientes (2515 células, es decir aproximadamente el 50% del total de las células
sembradas) se identificaron 6 colonias que no crecian en ausencia de histinina (his4.1-
his4.6), lo que se traduce en una frecuencia de aparicién de auxétrofos de histidina del
orden de 2-3 x 10 por superviviente. Un test de fluctuacién (ver Material y Métodos)
confirm@ este resultado. En un experimento similar disefiado para obtener auxotrofos de
arginina a partir de 8369 células no se obtuvo ningin mutante, lo que proporciona una
frecuencia menor de 10™,

En base a la similaridad de las secuencias proteicas con sus homologas de S.
cerevisiae, C. albicans posee al menos siete genes localizados en diferentes
cromosomas que catalizan nueve pasos bien definidos en la biosintesis de histidina (Fig.
1.1): HIS1 (Cr5), HIS2 (Cr7), HIS3 (Cr2), HIS4 (Cr4), HIS5 (Cr4), HIS6 (Crd) e HIS7
(Cr7). Al igual gue en S. cerevisiae, el gen HIS4 de C. albicans (Navarro-Garcia et al.,
1998) codifica para una proteina de 838 aminoacidos compuesta por tres dominios
estructurales: His4A, His4B, e His4C, cada uno responsable de una actividad diferente.
His4A (posicion 1-270; 271 aminoacidos) es una AMP ciclohidrolasa que cataliza el
paso tercero de la ruta biosintética; His4B es una fosforibosil-ATP pirofosfatasa (271-
360; 90 aminoacidos) que actia en el paso segundo; e His4C (361-838; 477
aminoacidos), es una histidinol deshidrogenasa que actda en los dos ultimos pasos
(Fink, 1964, 1966; Donahue et al., 1982; Navarro-Garcia et al., 1998).

Las 6 colonias His™ aisladas fueron complementadas cuando se transformaron
con un plasmido (PRMH1; Navarro-Garcia et al., 1998) que contiene el gen HIS4 de la
cepa 1001 de C. albicans y lleva el marcador URA3. Tras la curacion del plasmido

(previo crecimiento de los transformantes en medio rico y seleccion en placas
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suplementadas con acido 5-fluoroorético -5-FOA-), todas las cepas Uri~ fueron His'.
Estos resultados indicaron que la cepa CAl4 es heterozigdtica para HIS4 (HIS4/his4).

Cromosoma de
PRPP ATP Candida albicans

pirclcstato ATP Fosfonbosiltransferasa HIS1 Cr5

Fosforibosil-ATP

HO coas -
- ~osionbosi-ATP profostatas:
Lora L MBS pise Crd
profosphato

fosfonbasd-AMP

H,0 ’\{ fosfonbosi-AMP acliohidrolasa HISe cr4

FosforibosilformiminoAICAR-fosfato

fosfonbasi-S-amino-1
fosfonbosil HISS Crd
imidazol

Fosforibosilformimino-AICAR-P

Loglutamina

mdnzolghcrrol tostato HIS7 Cr7

L-gutamato sintasa

AICAR

D-eritro-imidazol-glicerol-
losfato

H,0 4—) imidazol glicerod-fosfato

jehidratass

HIS3 Cr2

Imidazol acetol-fosfato

Lglutansna " .
nishadmnos-iostato
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2-3!091‘1313!.0 L ransierasa

"
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H.O
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NADH + He  a——" |
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Fig. 1.1: Ruta biosintética de Histidina en S. cerevisiae. A la derecha de cada paso se indica la
localizacion cromosomica de cada ort6logo en C. albicans.
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1.2. Analisis genético de estos auxoétrofos identifican pérdida de cromosoma y

recombinacion mitotica como responsable de fendémenos de LOH.

Para investigar los eventos genéticos que originan los mutantes auxotrofos para
histidina, se analizo la naturaleza del Cr4, donde se localiza HIS4, en estos 6 auxotrofos
de histidina aislados tras exposicion a luz UV. El gen HIS4 de Candida albicans esta
localizado en el fragmento BB del Cr4 (1.622 Mb), a aproximadamente 23 kb del
telomero izquierdo. Una comparacion de sus cariotipos electroforéticos con la cepa
parental no revel alteraciones obvias (Fig. 2.1A).

Todas estas cepas fueron heterozig6ticas para el locus MTL, excepto la his4.1,
que es homozigética para MTLa, lo que sugiere que ha perdido la copia del Cr5 (1190
Kb) que contiene el alelo MTLo. (Fig. 2.1A, arriba). Ademas, la alta cantidad de
producto resultante de la amplificacion del alelo MTLal por PCR cuando se compara
con el de las otras cepas sugiere, aunque no prueba, duplicacién del homologo que
contiene este alelo.

Para analizar en detalle la naturaleza y el nimero de copias del Cr4 en estos
auxatrofos, investigamos los polimorfismos de restriccion (RFLP) existentes en tres loci
de este cromosoma. Cada uno de ellos esta localizado en un fragmento Sfil diferente del
Cr4: CZF1, en el fragmento 4H (Chen et al., 2004), PHR1, localizado en el fragmento
4F2 (Yesland and Fonzi, 2000) y RBT7, en el fragmento 4N (Anja Forche,
comunicacion personal) (Fig. 2.1B). La region CEN (Centromero) se ubica en el contig
19-10192 (Sanyal et al., 2004), de tal manera que, CZF1 esta localizado en el brazo
derecho, mientras que PHR1, RBT7 e HIS4 estan en el brazo izquierdo (Fig. 2.1B). El
gen RBT7, presenta varios RFLP en su ORF asociados a varios sitios de restriccion, de
tal manera que una enzima particular corta en un solo alelo; ello posibilita discernir
entre ambos alelos (Anja Forche, comunicacion personal). Como muestra la Fig. 2.1A,
cuando el producto de PCR del gen RBT7 fue digerido con Alul, la cepa control (CAI4)
produjo dos fragmentos (como era de esperar, dado el polimorfismo existente en esta
ORF). En cambio, con la excepcion de la cepa his4.6, el resto de las cepas auxoétrofas
solo muestran el fragmento de menor tamafio; ademas, todas conservan el mismo alelo.
Cuando se digirio el DNA gendmico de la cepa CAl4 con la enzima Sspl y se sometio a
hibridacion Southern con una sonda especifica del gen CZF1 (Ver Material y Métodos),
se produjeron dos fragmentos; uno de 2,3 Kb correspondiente al alelo CZF1 que ha

perdido el sitio Sspl, y otro de 1,8 Kb correspondiente al segundo alelo que si conserva
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dicho sitio (Fig.2A). En este caso, cinco de los seis auxotrofos para histidina derivados
de cepa CAIl4 s6lo muestran una banda. En cuatro de ellos (his4.1, his4.2, his4.4 e
his4.5) se conserva la banda de 2,3 Kb (alelo 1), mientras que la cepa his3 conserva la
de 1.8 kb (alelo 2). Al igual que ocurri6 con el marcador RBT7, la cepa his4.6 se mostro
heterozigotica para este marcador (Fig. 2.1A). Resultados similares se encontraron al
analizar el polimorfismo del locus PHR1 con la enzima BamHI. En la cepa parental
CAIl4, la hibridacién Southern usando una sonda de este gen mostr6 dos bandas (8.4 y
7.4 Kb) cada una correspondiente a un alelo. Nuevamente, cinco de los seis auxétrofos
fueron homozigéticos para PHR1 ya que generaban solo una banda, aunque en este caso
siempre correspondié a la de mayor tamafio, mientras que la cepa his4.6 conservo
ambos alelos (Fig. 2.1A).

MTL
locus s
RBT7

locus

CZF1
focus Chrd

PHR1
locus

o Hiss O
L
. cze

Crd L ] 1.622 Mb

L =
M RBT7
Y B

BB N

Fig. 2.1: Caracterizacion genética y los 6 auxétrofos para la histidina (cepas his4.1-6). (A) Andlisis de la
heterozigosidad en los loci indicados (MTL, RBT7, CZF1 y PHR1). Los detalles se exponen en el texto.
(B) Esquema del Cr4 donde se muestra la localizacibn de varios marcadores
(http://albicansmap.ahc.umn.edu/), los fragmentos Sfil (Chu et al., 1993) y el centrémero (circulo ovado
en gris oscuro) (Sanyal et al., 2004).
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Fig. 3.1: Mecanismos potenciales de generacion de cepas auxotrofas para histidina (his4.1-his4.6)
mediante pérdida o reordenamientos de cromosoma 4. Los posibles puntos de recombinacién se muestran
con una “horquilla”. El alelo 1 (HIS4) se muestra en azul, mientras que el alelo 2 (his4) en rojo.
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En la Fig. 3.1, se muestran los acontecimientos genéticos potencialmente
responsables de las alteraciones observadas: (1) Pérdida de cromosoma por segregacion
anomala (no disyuncion) de las crométidas hermanas en el proceso de division celular;
como puede ser el caso de las cepas his4.1, his4.2, his4.4, e hisd5 y (2) Un
entrecruzamiento mitotico entre cromatidas no hermanas en la fase G2 del ciclo celular
podria originar las cepas his4.3 e his4.6. Por ejemplo, un entrecruzamiento mitético
entre HIS4 y RBT7 originaria la configuracion encontrada en la cepa his4.6 (ver Fig.
3.1). Un entrecruzamiento entre el gen PHR1 y el centrémero (ver Fig. 3.1) seguido de
la pérdida de un homdlogo durante la mitosis podria originar tanto las cepas his4.1,
his4.2, his4.4 e his4.5 (pérdida de homologo 1) como la cepa his4.3 (pérdida del
homologo 2). Finalmente, si ademé&s del entrecruzamiento anterior se produce otro
entrecruzamiento entre el centromero y el gen CZF1, tras la mitosis se podria también
generar la configuracion de la cepa his3 en el 50% de los casos y las cepas his4.1,
his4.2, his4.4, e his4.5 en el otro 50% (Fig. 3.1). No obstante, la probabilidad de que se
produzcan dos entrecruzamientos, uno entre el centromero y PHR1 y otro entre el
centromero y CZF1, es muy baja debido a la proximidad de ambos marcadores al
centromero.

Estos resultados sugieren que entrecruzamientos y pérdida de cromosomas
independientemente o combinados pueden explicar los resultados obtenidos. La
inactivacién de un alelo por mutacion puntual aunque posible no es necesaria para

explicar estos resultados (ver mas adelante).

1.3. Analisis de los SNPs de la ORF HIS4 distinque dos alelos en la cepa CAl4 y
su parental SC5314.

Para investigar las causas de la heterozigosidad del gen HIS4, a partir del DNA
gendémico de la cepa CAl4 se amplifico por PCR la ORF (2517 pb) y su producto se
clond en el plasmido pRMH1 (Pla et al., 1996; ver Material y Métodos). Las secuencias
de 8 clones (CAI4-1 a CAI4-8) se compararon con las existentes en la base de datos
(http://www.candidagenome.org/): los dos alelos de la cepa SC5314, y un alelo de la
cepa 1001 (Navarro-Garcia et al., 1998). En la cepa SC5314 se han descrito tres SNPs
en las posiciones 266 (T/C), 405 (T/C) y 1983 (T/A) (Jones et al., 2004); pero solo el

cambio T por C en la posicion 266 resulta en un cambio de aminoacido (Leu por Ser),

58



MENU SALIR

que presumiblemente no afecta a la actividad de la proteina. Nuestros resultados
confirmaron la existencia de estos tres SNPs y revelaron la presencia de ocho nuevos
polimorfismos, cinco sindnimos, es decir no producen un cambio en el aminoacido
correspondiente de la proteina, y tres son no-sinénimos (posiciones 496, 769 y 929;
Tabla 1.1), que si lo producen. Estos SNPs definen claramente dos alelos: alelo 1,
C266C4OSG496C769TQZQG 1719T1770T1890T1908T1938T1983, y aI E|O 2 ,
T266T405C4%G7696929C1719C1770G1890A190801938A1983 (Tabla 11) Para Simplificar
identificaremos el alelo 1 con el haplotipo CT (C"®°T%°) y al alelo 2 con el haplotipo
GG (G"G"). Como se puede observar estas bases estan siempre asociadas en los dos
alelos. Para confirmar las heterozigosidades encontradas, se amplificaron las regiones
que contienen los SNPs en cada cepa (oligos HIS42-F e HIS44-R, e HIS44-F e HIS5-R;
Material y Métodos) y se secuencio el producto de PCR obtenido en cada caso. Los
SNPs son detectados facilmente al analizar la secuencia, por la presencia simultanea de
las dos bases que lo conforman. La secuenciacion de varios clones de la cepa SC5314
(SC5314-1 a SC5314-5; Tabla 1.1) indico la presencia de los mismos SNPs, lo que
muestra que su aparicién en la cepa CAI4 no es fruto de mutaciones puntuales
originadas por las manipulaciones genéticas que originaron esta Ultima. Se han
encontrado también evidencias de recombinacién dentro de la ORF. Asi, en la cepa
CAl4, aparece un clon recombinante ocasionado presumiblemente por un
entrecruzamiento entre las posiciones 1770 y 1980, ya que presenta la secuencia del
alelo 1 hasta la posicion 1770 y la del alelo 2 después de la base 1889. Igualmente, se
encontraron indicios de recombinacion en dos clones procedentes de la cepa SC5314;
asi, existen indicios de entrecruzamiento entre las bases 929 y 1719 en el clon 4
(SC5314-4), y homozigosidad en el SNP929 en el clon 5 (SC5314-5). Este ultimo puede
ser debido a una mutacion puntual o a un mecanismo de conversion génica que afecta
un fragmento corto que incluye este SNP. Aunque estos resultados sugieren la
existencia de recombinacion en este locus, también pueden considerarse otras
posibilidades (ver Discusion). Finalmente, se ha encontrado un cambio puntual de Ca T
en la posicion 1825 del clon CAIl4-4, lo que resulta en un cambio de prolina a serina. El
hecho de que dicho cambio se haya encontrado s6lo en un clon sugiere que se trata de
una mutacion puntual. En conjunto, estos resultados indican que los dos alelos definidos

por 11 SNPs son especificos del linaje SC5314 y razonablemente estables.
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266 405 496 769 929 1719 1770 1825 1890 1908 1938 1983

1001 C C G G G G T ¢ T T T T
SC5314  C(S)/

reported Tgl_; CIT G c T G T ¢ T T T TA
CAl41 C C G C T G T ¢ T T T T
CAl42 C cC G c T G T ¢ T T T T
CAl4-3 C cC G c T G T ¢ T T T T
CAl44 C cC G c T G T TS T T T T
CAl45 C C G c T G T

SC5314-2 C C G C

SC5314-3 C C G C

SC5314-4 C C G C

SC5314-5 C C G C

SC5314

Nuestros C(S)/ G(E)) C(H) T(V)

datos T(L) C/IT C(Q) G(D) IGG) G/IC TIC TIG T/IA TIC TIA

Tabla 1.1: Bases correspondientes a los SNPs detectados en los alelos del gen HIS4 derivados de las
cepas CAIl4 y SC5314. En la primera fila se muestran las bases del alelo reportado de la cepa 1001 cuya
posicién se corresponde con los SNPs encontrados. En la segunda fila, se muestran los SNPs reportados
durante la secuenciacion del genoma de la cepa SC5314 tal como aparecen en la base de datos de
Candida albicans (http www.candidagenome.org ). En la fila inferior se resumen los SNPs encontrados
en los clones analizados en el presente estudio. En gris claro se muestra el alelo 1 (haplotipo CT), y en
gris oscuro el alelo 2 (haplotipo GG). Los clones en un gris intermedio corresponden a nuevos alelos
creados presumiblemente mediante la recombinacién de ambos alelos originales (gris claro y gris oscuro).
Las posiciones con los SNPs descritos por Jones et al. (2004) se muestran subrayados en la parte superior.
En la linea inferior se indican en negrita las bases no presentes en el alelo de la cepa 1001. Entre
paréntesis se indican los aminoacidos codificados por cada alelo a nivel de los SNPs no-sinénimos. La
mutacién puntual se indica en italica.

1.4. Anélisis funcional de los alelos HIS4 en el linaje de la cepa SC5314.

Es claro que el alelo HIS4 secuenciado de la cepa 1001 es activo (Tabla 1.1), ya
que fue capaz de complementar la mutacién his4-34 de S. cerevisiae (al menos la
actividad His4A e His4B inactivadas por la mutacion; Navarro-Garcia et al., 1998),
ademas de complementar la auxotrofia para histidina de las cepas obtenidas mediante
tratamiento con luz UV. Por otra parte la cepa CAIl4 posee dos alelos diferenciados
(haplotipo CT y GG), de los cuales uno al menos es activo, ya que esta cepa es His".
Ademas, los experimentos con luz UV sugieren que el otro alelo no es funcional. Sin

embargo, del analisis de la secuencia no esta claro qué alelo es activo, ya que el alelo 1
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es similar al alelo de la cepa 1001 pero difiere en las posiciones 769 (C en lugar de G,
que resulta en His en lugar de Asp en la posicion 257 de His4p) y 929 (T en lugar de G,
que resulta en Val en lugar de Gly en la posicion 310 de His4p), mientras que el alelo 2,
aunque difiere bastante con el alelo de la cepa 1001 (lleva la base alternativa en los 9

restantes SNPs), conserva las bases del alelo de la cepa 1001 en las posiciones 769 y

929.
cco
E: T — . LRAL
A hisG T hsG —— ap
Casete de interrupcion de HIS4 huG Uias hisGs PR
H- * m“u-.v?g“'*ec QACA
IS
e WML HAT
His '
AR \
TTe
DUPLICACION 5/16 \ =
B A
Transformantes

HIS4

CAl4
.

i 2 3 4 5 6 7 8 08 10 11

wi(22 Kb)—»
herrumpido (1,7 Kb) —*

Hesl @M1 GTT @n G an ar ar an
Haplotipo 1 CC CC CC CC CC CC CC CC CC CC CC CC CC CC CC
Prototrofia P T T T T S S S S S S S
para hisbdina

Fig. 4.1: Demostracion de la existencia de un alelo funcional y otro no funcional del gen HIS4 presentes
en la cepa CAl4. (A) La cepa CAI4 se transformd con el casete de interrupcion del gen HIS4. Los alelos
se identifican mediante gris claro (inactivo, alelo 1) y gris oscuro (activo, alelo 2). El esquema muestra las
bases polimérficas de cada alelo que permitiran su identificacion tras la secuenciacion de los fragmentos
amplificados. El casete fue preparado a partir de de la cepa 1001 (nétese la presencia de tres
heterozigosidades en la region flanqueante 5° del casete respecto del alelo 2 y la identidad de las mismas
bases con las del alelo 1, anterior a la zona donde se encuentra el URA-blaster y que son similares a las
encontradas en el alelo 1). (B) Los transformantes se seleccionaron en medio SC menos uridina y se
verificaron por Southern blot (datos no mostrados), y por PCR utilizando los oligonucle6tidos HIS41-F e
HIS45-R (2.2 Kb) para el alelo silvestre, e HIS45-R y URAL (1.7 kb) para el alelo interrumpido hisG-
URA3-hisG. Los heterozigotos correctos muestran bandas de 2.2 Kb y 1.7 Kb correspondientes al alelo
silvestre y al alelo interrumpido respectivamente. En los transformantes heterozigéticos HIS4/his4A
::hisG-URA3-hisG correctos, las bases especificas del alelo residual se identificaron por secuenciacion del
producto de PCR entre las posiciones 1354 y 2080 de la ORF (un fragmento de 726 pb que incluye los
SNPs 1719 hasta 1983 en la cepa original) utilizando los oligonucleétidos HIS41-F y HIS45-R. Para
simplificar, solo se indican las bases correspondientes a las posiciones 1719 y 1770, pero el resto se
corresponde con el haplotipo que éstas definen. Algunos disruptantes conservan las dos bases de cada
SNP (ver texto). En el panel A se muestra un ejemplo de una region de uno de estos electroferogramas en
donde aparecen las dos bases en la misma posicién. Para determinar su requerimiento de histidina, todos
los heterozigotos se sembraron en medio minimo en presencia y ausencia de histidina. EI comportamiento
de varias cepas en este ensayo se muestra graficamente en el panel C.
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Con objeto de abordar esta cuestion, se procedio a interrumpir una copia de cada
alelo del gen HIS4 con el casete de interrupcion (Ver Material y Métodos). Los
transformantes fueron seleccionados en medio sin uridina, pero suplementado con
histidina para permitir el crecimiento de los posibles auxétrofos. El analisis de 31
transformantes mediante Southern blot (no mostrado) y PCR usando tres pares de
oligonucleotidos (HIS41-F e HIS45-R, HIS41-F y URA2, y URAL e HIS45-R, Fig. 4.1;
ver Material y Métodos) indic6 que 16 de ellos estaban correctamente interrumpidos en
uno de los alelos (Fig. 4.1). EI DNA de los heterozigotos se amplificd utilizando una
pareja de “oligos” de la zona delecionada (ver Material y Métodos y Fig. 4.1), de
manera que solo proporciona producto del alelo residual. La secuenciacion de los
productos de cada heterocigoto permite identificar el alelo no interrumpido a través de
la identificacion de la base presente en las posiciones de los SNP correspondientes.

Como se muestra en la Fig. 4.1B, solo dos transformantes retuvieron el haplotipo
correspondiente al alelo 1 (alelo 2 interrumpido), mientras que la mayoria de ellos
retuvieron el haplotipo correspondiente al alelo 2 (alelo 1 interrumpido). El andlisis de
las secuencias de las regiones 5° presentes en el casete de interrupcion y en cada uno de
los alelos sugiere una explicacion para esta preferencia. Como se indica en Materiales y
Meétodos, este casete fue construido a partir del alelo HIS4 de la cepa silvestre 1001. La
secuencia de la region 5° de su ORF es idéntica a la del alelo 1 encontrado en las cepas
SC5314 y CAIl4; sin embargo, cuando se compara con la region correspondiente del
alelo 2 se observan tres heterozigosidades (ver Tabla 1.1 y Fig. 4.1). Esta diferencia
podria determinar la integracion preferente en el alelo 1. Cinco disruptantes
conservaban aun los dos alelos, lo que sugiere una duplicacion de uno de ellos antes de
la disrupcion seguida de la integracion del casete en una de las copias. Esta situacion
puede ser distinguida facilmente mediante PCR, debido a que la banda correspondiente
al alelo silvestre (la de 2.2 kb) exhibe una intensidad relativa sensiblemente mayor (Fig.
4B, transformantes 4, 5, 6, 7 y 16) comparada con la de los heterozig6ticos normales.
Cuando se determind la capacidad de los transformantes para crecer en ausencia de
histidina, se observé que aquellos que conservaba el alelo 1 (interrupcion en el alelo 2;
cepas 4C y 5C) eran auxétrofas, mientras que aquellos que conservan el alelo 2
(interrupcion del alelo 1) permanecian prototrofas (Fig. 4.1C). Estos resultados
confirman la heterozigosidad de HIS4 e identifican los alelos activo (alelo 2) e inactivo
(alelo 1).
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1.5. Identificacion del SNP responsable de la inactivacion del alelo 1.

De entre los 11 SNP presentes en la ORF HIS4 del linaje SC5314, 7 son
sinbnimos, mientras que 4 son no sindnimos Yy alteran la secuencia de la proteina
correspondiente: C/T en la posicion 266, G/C en la 496, C/G en la 769, y T/G en la 929,
que resultan en los cambios Leu89Ser, Glul66GIn, His257Asp, y Val310Gly
respectivamente. Por otra parte, como hemos mencionado el alelo activo de la cepa
1001 es identico al alelo inactivo excepto en las bases 769 y 929 donde se encuentra la
base alternativa, lo que sugiere que uno de estos dos cambios es clave para la funcion
del alelo. Con objeto de identificar cual de ellos es responsable de la inactivacion, se
sustituyeron individualmente las bases de las posiciones 769 y 929 de la ORF silvestre
de la cepa 1001 por las correspondientes bases del alelo 1; de tal manera que el Asp®’
fue sustituido por His®’, y la Gly** por Val*’. Las ORFs mutadas se clonaron por
separado en el vector pRMH1 (pRMH1-C769 y pRMH1-T929), y se determind su
capacidad para complementar un mutante his4-44 Uri- (H47A2A). La construccion
pPRMH1-C769 complementé la auxotrofia de esta cepa en igual medida que la
construcciéon PRMHL (silvestre) que lleva el alelo silvestre de la cepa 1001, mientras
que la construccion pRMH1-T929 fue incapaz de hacerlo. Por tanto, Asp257 no es
crucial para la actividad de His4, mientras que Gly310 si lo es, y su sustitucién por Val

condujo a la pérdida de actividad.

1.6. Analisis de la heterozigosidad de HIS4 en otras cepas de C. albicans.

La presencia de un alelo HIS4 funcional y otro no funcional en el linaje de la
cepa SC5314 nos indujo a investigar si esta situacion es extensible a otros aislados
clinicos que han sido usados frecuentemente en diferentes laboratorios (ver Tabla I).
Para evaluar esta posibilidad, se secuenciaron zonas especificas de HIS4 en otros
aislados clinicos, prestando especial atencion en la conservacion del SNP 929T/G
causante de la no funcionalidad de uno de los alelos. Para ello, usando el DNA
genémico de los aislados 1001, 1006, 3153A, y 4919 como molde, se amplifico
mediante PCR una region comprendida entre las posiciones 372 y 2080 de la ORF HIS4
utilizando los oligonucleétidos HIS42-F e HIS4-5R (ver Material y Métodos), y el

fragmento amplificado se secuencié para determinar los SNP (Tabla 2.1). El
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polimorfismo responsable de la inactivacion de la proteina (Val310) fue detectado en la
cepa 3153A, mientras que las cepas 1001, 1006 y 4918 poseian residuos de Gly en
ambos alelos. El polimorfismo G496T estaba conservado en todas las cepas a excepcion
de la cepa 4918. La cepa 1006 fue particularmente polimérfica en la region analizada,
mostrando 7 nuevos polimorfismos, mientras que la cepa 4918 no exhibié ningun
polimorfismo en esta region. Sorprendentemente, la cepa 4818 (aislada por Ardell
Proctor en 1975 de la sangre de un paciente con candidiasis sistémica en Duke Hospital,
Tabla 1) parece estar relacionada con la cepa 1006 (cuyo parental CBS5736 es una cepa
originaria de Holanda, Tabla I), ya que retiene una de las dos bases de 4 (posicion 726,
729, 798, 893; Tabla 2.1) de los 7 SNPs especificos de la cepa 1006, y en todos los

casos la base fue diferente a la encontrada en el resto de las cepas.

ORF Position

Strains 496 634 642 726 729 769 798 882 893 929 957

sc5314 GFIE° G° A T A cCcie® A G G TVIG® C
1001 GFl€® G A T A A G G C
1006 GEIC® G AIG TIC AT AIG G/IA GSCT CIT
3153A GFIE® G A T A A G G TIE° C
4918 G AV A C T G G C (] C

Tabla 2.1: Polimorfismos en el locus HIS4 existentes en varias cepas de C. albicans. Las bases separadas
por una barra determinan la existencia de un SNP en esa posicion. Las bases y la posicidon en negrita
indican polimorfismo con cambio de aminoacido (mostrado como superindice). En gris claro se expresan
las bases correspondientes al alelo 1 de la cepa SC5314 y en gris oscuro las pertenecientes al alelo 2. En
italica se muestra la base no presente en la secuencia de las demas cepas.

Si el SNP929 Val310Gly por si solo produce la heterozigosidad HIS4/his4, las
cepas SC5314 y 3153A, pero no las otras tres, deberian producir auxotrofos después de
tratamiento con luz UV. Esta prediccion se verificd experimentalmente para todas las
cepas a excepcion de la 3153A, la cual no genero auxotrofos para la histidina. Asi, no
encontramos ningun auxotrofo de histidina al analizar 9239 supervivientes de esta cepa
mientras que encontramos 13 auxétrofos entre 5529 supervivientes de la cepa SC5314
(en 6 grupos de aproximadamente 900 células por conjunto y colonia independiente), lo
que revela una frecuencia aparicion de His de aproximadamente 2-3x107, similar a la
encontrada en su derivado CAI4. Un analisis de la cepa 3153A indicé que fue trisomica

para el Cr4, como se indico por la diferencia de intensidad de los alelos PHR1 y RBT7
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(uno de los alelos revela el doble de intensidad que el otro; Fig. 5.1). También, se
investigd el marcador CZF1, pero en contraste, mientras que la cepa SC5314 fue
heterozigotica, la cepa 3153A fue homozigdtica para este marcador (Fig. 5.1). Mismas
conclusiones fueron extraidas del analisis de la secuencia de un SNP en el locus HIS4
de esta misma cepa. Mientras que la cepa SC5314 muestra una cantidad semejante entre
las bases que componen el SNP (T/G), la cepa 3153A contiene mayor cantidad de la
base correspondiente al alelo activo (G). Todo esto explica la dificultad para obtener
auxotrofos para la histidina en esta cepa tras tratamiento con UV y sugiere que la cepa
3153A presenta tres copias del Cr4 (dos de ellas conservan el alelo activo del gen HIS4
de la cepa SC5314).

i 3
A g 3
310pb—afl
279 50— | ™™ RBT7
o || PR
23Kb —» ]
1.8 Kb —» | S - CZF1
B
HIS4
o {GA}\GGGTCC (activo)
Posicion 929
GAAGTGTCC (inactivo)
Cr4 [ 1] I I [. I | ] 1.622Mb
BB N F2 H

Fig. 5.1: Trisomia del Cr4 en la cepa 3153A. (A) El andlisis de restriccion de los loci RBT7, PHR1 y
CZF1 se llevé a cabo como se describe en la Fig. 2.1 y en el texto asociado. La cuantificacion de la
intensidad de las bandas proporcionadas se llevo a cabo utilizando el software QuantityOne (BioRad). La
intensidad relativa de las bandas derivadas de los loci RBT7 y PHR1 en la cepa SC5314 fue de 1:1,
mientras que la en la cepa 3153A fue de 1:2. (B) Electroferogramas procedentes de la secuenciacion de la
region del gen HIS4 que contiene el SNP T929G (indicado con una flecha) en las cepas SC5314 y 3153A.
En la parte inferior de la figura se muestra la localizacion de los marcadores en el Cr4.
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Con el fin de facilitar la deteccion rapida del SNP929 que determina la
heterozigosidad de HIS4 en aislados clinicos se disefid una PCR alelo-especifica que
discriminase facilmente entre alelos. Se utilizé un oligonucleétido directo comdn, y dos
oligonucledtidos reversos que diferian en la Gltima base que a su vez correspondia a la
del SNP929 (ver Materiales y Métodos). Por tanto, uno era especifico para el alelo 1 y
otro especifico para el alelo 2. Con el fin de incrementar al maximo la capacidad de
discriminacion entre alelos de los oligonucledtidos se utilizaron varios programas de
PCR en donde se variaban las concentraciones de DNA molde y la temperatura de
anillamiento. En las condiciones o6ptimas (50° C y 50 ng de DNA molde), el
oligonuclettido especifico para el alelo 1 (929-OFF) mostré especificidad (anill6 con el
alelo 1 y no lo hizo con el alelo 2); sin embargo, el oligonucleétido especifico del alelo
2 anillé con ambos alelos bajo las mismas condiciones (alelos en las cepas
heterozigoticas 2C y 4C). Por consiguiente, esta PCR puede usarse potencialmente para
detectar el alelo inactivo (o alelo 1) en todos los casos. De hecho, como se muestra en la
Fig. 6.1, el alelo inactivo fue identificado en las cepas SC5314, CAIl4, 3153A, y en el
heterozigotico HIS4 auxdétrofo para la histidina 4C, asi como en todas las cepas His
derivadas del tratamiento con luz UV. También estuvo presente en un derivado de la
cepa SC5314, la cepa SN148 (Nobel and Johnson, 2005) (no mostrado). En cambio
estaba ausente en las cepas 1001, 1006, 4918 y en el heterozig6tico HIS4 prototrofo 2C.
Para identificar el alelo activo se utilizé el SNP769 (C769G), que como se describid
anteriormente, estaba siempre asociado al SNP929; de tal manera que el haplotipo
C769-T929 corresponde al alelo inactivo, mientras que el haplotipo G769-G929
corresponde al alelo activo. Cuando se llevé a cabo una PCR alelo-especifica para el
SNP769 bajo condiciones Optimas previamente determinadas experimentalmente, el
oligonucleoétido especifico del alelo 1 solo amplifico su propio alelo, pero no el alelo 2,
y viceversa. Como se observa en la Fig. 6.1, donde solo se muestra el resultado obtenido
con el oligonucle6tido especifico del alelo activo (769-ON), dicho alelo estuvo presente
en las cepas homozigdticas His* 1001, 1006, 4918, en los heterozigoticos 3153A,
SC5314 y CAl4 y en el heterozigdtico 2C, y ausente en todos los auxétrofos His™. Los
resultados obtenidos con la PCR especifica para el SNP769 del alelo inactivo (no
mostrado) coinciden con los resultados derivados de la PCR especifica para el SNP929.
Por consiguiente, los resultados de la PCR especifica de SNP coincidieron con los
obtenidos por secuenciacion directa, y por lo tanto este ensayo puede ser utilizado

rutinariamente para analizar la configuracion alélica del gen HIS4 de C. albicans.
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Fig. 6.1: Deteccion de ambos alelos utilizando los primers alelo-especificos. La PCR se llevo a cabo
utilizando como molde 50 ng del DNA de cada una de las cepas. Las cepas analizadas son 1001 (wt),
1006 (Arg, Ser’, Lys, ura3, Mpa®), 3153A (wt) , 4918 (wt), SC5314 (wt), CAI4 (wt), 2C (his4A::hisG-
URA3-hisG/HIS4), 4C (his4/his4A::hisG-URA3-hisG), e his4.1-6 (aislados de la CAI4 mediante
tratamiento con dosis de luz UV). La amplificacion correspondiente al alelo 1 (inactivo) proporciona una
banda de 579 pb, mientras que el alelo 2 (activo) amplifica una banda de 419 pb. Debajo se muestra la
prototrofia exhibida por cada cepa.

1.7. Estudio de la secuencia promotora del gen HIS4 de C. albicans.

La ORF del gen HIS4 de C. albicans contiene 2517 pb, con una orientacién 5"—
3" hacia el telémero izquierdo, del que dista sélo 23 kb (Fig 7.1A). Esta flanqueado por
el gen RBT5 (725 pb), telémero proximal y orientado en sentido opuesto a HIS4, y el
gen PEX5 (1778 pb; Navarro-Garcia et al., 1998), centromero proximal y con la misma
orientacion que HIS4. (Fig. 7.1A). Entre el final de la ORF del gen PEXS5 y el inicio de
la regidén codificante del gen HIS4 existen 159 pb (region intergénica), donde
presumiblemente debe localizarse al menos parte de la region promotora del gen HIS4.
De hecho el andlisis in silico de las secuencia presentes en la base de datos ha
identificado una serie de motivos, entre los que destacan: 1) Dos cajas TATA consenso
(TATATA y TTATTA,; posiciones -156 y -121) y una no consenso (TATTTAT entre
las posiciones -143 y -137)(Fig. 7.1B); 2) Una caja CAAT en la posicion -184; 3) Dos
bloques de pirimidina, uno entre las posiciones -80 y -70, y el otro mas cercano al inicio
de la ORF (entre -53 y -35); y entre éstos, localizada a 8 y 6 pb de distancia entre
blogues, se encuentra una unica secuencia CAAG (posicion -92; Fig. 7.1B).

En S. cerevisiae los promotores de genes altamente expresados contienen
regiones ricas en C y T, denominadas “bloques de pirimidinas” que, en algunos casos,
van seguidas a una distancia aproximada de 10 pb de un elemento CAAG (Dobson et
al., 1982). En la region promotora del gen HIS4 aparecen dos bloques de pirimidinas
bien definidos, uno entre las posiciones -80 y -70, y el otro mas cercano al inicio de la
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ORF (entre -53 y -35); y entre éstos, localizada a 8 y 6 pb de distancia entre bloques, se
encuentra una unica secuencia CAAG (posicion -92; Fig. 7.1B).

A
RBTS HIS4 PEX5
ORF Map
B
PEX5
@A\TA"G STAT
AGGG CTAG

CTGTAATGAGAAAA AGAATTATTTTTTTTTTCCTCCACAAG
TGATAAGGTTTTITTT TTTTCATTTTCTTTCAACGCTTCCTAC

CACCAACCAGACATGATATICCCTIATTITGCC
HIS4

Fig. 7.1 (A) Localizacion cromosdmica del gen HIS4 de C. albicans. (B) Secuencia de la region
promotora del gen HIS4 de C. albicans. Los diferentes dominios de unién de proteinas involucradas en la
regulacion de su expresién génica se muestran en varios colores: En rojo se muestran los bloques de
pirimidinas, en negrita las cajas TATA (en gris la caja TATA no consenso encontrada), en azul la caja
CAAT, y subrayado el elemento CAAG entre los bloques de pirimidina. La zona de unién del activador
Gcen4 esta rodeada en rojo. EI SNP encontrado en la posicion -146 también se muestra (A/G).

Se ha descrito que la expresion del gen ScHIS4 esta bajo control de varios
reguladores que conforman un mecanismo bien conocido, y que uno de estos
mecanismos mantiene una expresion basal de este aminoéacido durante todo el ciclo
celular (Ardnt et al., 1987). En este sentido, en la region promotora del gen HIS4 de C.
albicans se han identificado las secuencias consenso de union de los activadores
transcripcionales implicados en el control basal y general de aminoécidos en S.
cerevisiae. En cuanto a las secuencias implicadas en el control basal, la secuencia para
la unidn del factor Basl (TGACTC; Hinnebusch, 1988) esta localizada en la posicion -
93 de la region promotora, mientras que la zona de unién de Bas2 podria encontrarse
entre las posiciones -125 y -109 (AAATTATTATTTTTCTA); ya que en S. cerevisiae
se han descrito como zonas ricas en A/T (Magbanua et al., 1997). Se encontré también
una unica secuencia de unién del activador Gen4 (posicién -93, TGACTC; Hinnebusch,

1988), que esta involucrado en el control general de la transcripcion. En el promotor
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HIS4 de S. cerevisiae se encuentran hasta 5 sitios de union de este activador, mientras
que en cepas de C. albicans; tanto en la cepa SC5314 como en la 1001, solamente
aparece uno (posicion -93). Se ha descrito ademas que el factor Rapl es absolutamente
necesario para la transcripcion correcta del gen HIS4 en levaduras, hallandose el sitio de
unién adyacente al de Gen4 en S. cerevisiae (Devlin et al., 1991). Si existiera un sitio de
unidn para este factor en el promotor del gen HIS4 de C. albicans, debe estar altamente
degenerado. En otros organismos como K. lactis, donde se ha definido la secuencia
consenso de union de este factor (5’-AYCYRTRCAYYW-3’; Larson et al., 1994), no
ha sido posible su localizacion (Lamas-Maceiras et al., 1999). En nuestro caso, mientras
que la secuencia consenso de unién para este factor descrita en S. cerevisiae no fue
encontrada, sorprendentemente una secuencia bastante parecida a la referente a K. lactis
aparecio en la posicion -328 del gen HIS4 (5"-RTRCAYYW-3); aunque en este caso no

se encuentra localizada adyacente al sitio de union del factor Gen4.

1.7.1. Diferencias alélicas en el promotor de HIS4

Con el fin de confirmar la secuencia promotora de HIS4 reportada en las bases
de datos de C. albicans, y de analizar posibles polimorfismos en dicha region,
amplificamos la region comprendida entre la base -616 y 922 en cada uno de los
heterocigoticos 2C y 4C. Puesto que el complementario del cebador reverso se
encuentra en el fragmento sustituido por el casete, s6lo se amplificara la regién
correspondiente del Gnico alelo no interrumpido. Las secuencias obtenidas para cada
alelo (Tabla 3.1) indicaron la presencia de un nuevo SNP en la posicién -146 (G/A; G
corresponde al alelo 1 y A al alelo 2). Ademas, con el fin de confirmar las secuencias
obtenidas y de comprobar que no contenian cambios inducidos por la manipulacién
genética, secuenciamos cinco clones independientes derivados de la cepa SC5314 (Ver
Materiales y Métodos). Como se puede observar en la Tabla 3.1, cuatro de los cinco
clones (HIS4P.1-4) corresponden al alelo 2 (activo), mientras que el alelo 1 (inactivo)
estaba representado por un clon (HIS4P.5). Esta Gltima disposicion aparece en la

secuencia de la regién promotora de la cepa 1001 (G™* 148y

), mientras que la otra (A
aparece en la Unica secuencia de la base de datos perteneciente a la cepa SC5314.
Ademas del SNP en la posicion -146, se encuentra una region altamente polimorfica
entre las posiciones -53 y -35, que contiene uno de los blogues de pirimidinas

anteriormente descritos (17-19T) precedido por una o dos G. Esta region no solo varia
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entre alelos, sino entre los clones de un mismo alelo. Asi, el alelo activo de la cepa 2C
lleva 2G y 18T (como se describio en la secuencia de la base de datos de C. albicans),
mientras que cuatro clones de este alelo procedente de la cepa SC5314 solo contienen
una G seguida de entre 17 y 19T. Igualmente, el alelo inactivo del heterozigdtico 4C
lleva una G y 17T, mientras que un clon correspondiente a la cepa SC5314 contiene una
G y 18T (HIS4P.5). La variacion en el nimero de bases T en esta region es
probablemente debido al “DNA slippage “durante la replicacion de esta region (Kunkel,
1986), mientras que la presencia de una o dos G podria ser el resultado de una
transversion T a G. Kunkel (1986) encontrd que secuencias tales como 5-CGTTTTAC-
3’ desarrollan no solo variaciones en la cantidad de T en una alta frecuencia, sino
también frecuentes transversiones de G a T. Por lo tanto, parecen existir dos alelos de la
region promotora del gen HIS4: el alelo 2 representado por la secuencia de la cepa
SC5314 (base de datos) y los clones HIS4P1.-4, y el alelo 1 representado por la
secuencia reportada de la cepa 1001 (Navarro-Garcia et al., 1998) y el clon HIS4P.5.
Dentro de cada alelo, son frecuentes las variaciones en la regién que hemos denominado

polimorfica.

Base de datos

Cepas Secuencia

1001 TGT.......... G-TTTTTTTTTTTTTTTTTT (18T)
SC5314 TAT.......... GGTTTTTTTTTTTTTTTTTT (18T)
Nuestros resultados

Clones Secuencia

2 TAT.....GGTTTTTTTTTTTTTTTTT (18T)
4C TGT.......... G-TTTTTTTTTTTTTTTTT (17T)
HIS4P.1 TAT.......... G-TTTTTTTTTTTTTTTTTT (18T)
HIS4P.2 TAT.......... G-TTTTTTTTTTTTTTTTTTT (197)
HIS4P.3 TAT.......... G-TTTTTTTTTTTTTTTTTT (18T)
HIS4P.4 TAT.......... G-TTTTTTTTTTTTTTTTT (17T)
HIS4P.5 TGT.......... G-TTTTTTTTTTTTTTTTTT (18T)

Tabla 3.1: Secuenciacion de la region promotora del gen HIS4 de C. albicans. La secuencia mostrada
corresponde a las posiciones -145-147 y al bloque de pirimidina situado entre las posiciones -53 y -35.
Entre paréntesis se dispone el nimero total de T que contiene este bloque en cada caso. En gris claro se
muestra la secuencia correspondiente al alelo 1 o inactivo, mientras que en gris oscuro la secuencia del
alelo 2 o activo.
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Para determinar qué diferencias en la region del promotor podrian afectar a la
expresion, se realizaron hibridaciones Northern utilizando RNA de las siguientes cepas:
CAl4, los dos heterozig6ticos con distintos alelos (cepas 2C y 4C), y una de las cepas
derivadas del tratamiento con luz UV (his4.1). Ademas, en un intento preliminar para
determinar si las secuencias implicadas en el control de la biosintesis de histidina eran
funcionales, las mencionadas cepas se crecieron previamente en presencia y, cuando era
posible, en ausencia de histidina. Como se observa en la Fig. 8.1, ambos alelos se
expresaron en los correspondientes heterozigotos y la cepa his4.1 expreso el alelo
inactivo. Ademas, la presencia 0 ausencia de histidina no afectd significativamente el
nivel de expresion del alelo activo en la cepa 2C, y lo mismo ocurrid en la cepa parental
CAl4. Como era de esperar, el mutante his4-AA no expresé el mensaje, mientras que, al
igual que el resto de las cepas, si expres6 el mMRNA de ACTL1 utilizado como control de
viabilidad celular y carga. Sin embargo, resulté llamativo que el nivel de expresion de
HIS4 en los heterozigotos fuera significativamente menor (10 %), de lo que
corresponderia a la mitad de la dosis génica (50%), cuando se compard con CAIl4 (en
donde coexisten ambos alelos). Algo parecido sucedié con la cepa his4.1, que
posiblemente posee dos copias del alelo no funcional, si bien en este caso el nivel de
expresion alcanzo el 30% del silvestre. Resultados similares se encontraron utilizando el
rRNA como control de carga (no mostrado). Estos resultados sugieren que la disrupcion
de un alelo con el casete hisG-URA3-hisG influencia la expresion del otro. Si bien esta
situacion no ha sido observada en heterozigotos derivados de la disrupcion de otros
genes, la localizacién especial de HIS4, a 23 Kb del telomero podria posibilitar o
favorecer esta influencia. Por ejemplo, es posible que HIS4, al igual que otros genes
subteloméricos, se encuentre sometido a silenciamiento, el cual podria verse afectado en
la nueva situacién creada, bien por la presencia de DNA extrafio en esa zona, o por la
propia expresion de URA3. Podria ocurrir también que la disrupcién creara una
situacion de estrés que resultara en un incremento en la expresion de ACT1, con lo cual
la baja expresion de HIS4 observada en los heterozigoticos seria mas aparente que real.
Para complementar estos datos se realizd una RT-PCR utilizando nuevamente la
expresion de ACT1 como control. Como se observa en la Fig. 8.1B, todas las cepas,

excepto la 4C que lleva el alelo inactivo, produjeron cDNA en la misma proporcion.
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Fig. 8.1: Expresion del gen HIS4 de C. albicans. (A) Expresion del gen HIS4 bajo presencia y ausencia de
histidina en el medio. Northern blot usando la sonda amplificada con los oligonucledtidos HIS43-F e
HIS44-R. La cuantificacion (a la derecha) del nivel de hibridacién resultante en cada banda fue
desarrollada con el Quantity ONE 1-D Analysis software (Bio-Rad). Las muestras fueron corridas e
hibridadas por duplicado, no habiendo diferencias significativas entre ambas. (B) RT-PCR. Los
oligonucledtidos utilizados se muestran en la Tabla Il (Material y Métodos). Los oligonucle6tidos HIS42-
F e HIS43-R amplifican una banda de 571 pb, mientras que los oligos ACT-F y ACT-R amplifican una
banda de 276 pb usada como control.

A pesar de los interrogantes que despiertan, estos resultados indican que las
pequefias diferencias observadas en promotor, no previenen la expresion de ninguno de
los alelos cuando el otro estd ausente. Sin embargo, no nos dicen nada de lo que ocurre
cuando ambos alelos coexisten en la misma célula. Para afrontar esta cuestion, tratamos
de poner a punto una RT-PCR especifica de SNP. Para ello, se utilizo el cDNA
amplificado a partir del RNA extraido de las cepas CAl4, 2C (con el alelo activo), y de
las cepas 4C e his4.1 (alelo inactivo). Este cDNA fue utilizado en una PCR con los
primers alelo-especificos que discriminan entre alelos (véase apartado 1.6). Como se
observa en la Fig. 9.1A, ambos alelos se expresan constitutivamente en la cepa CAl4,
aunque parece que el nivel de expresion del alelo inactivo es mas bajo. Como era de

esperar, la cepa 2C sélo expreso el alelo activo mientras que la 4C asi como el mutante
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his4.1 s6lo expresaron el alelo inactivo. Nuevamente, el alelo inactivo en la cepa 4C
parecié expresarse mucho menos que el activo en la 2C, y lo mismo ocurrid, aunque no
de forma tan significativa, en el mutante his4 que sélo posee el alelo inactivo, aunque
presumiblemente dos copias. EI hecho de que los mismos cebadores amplificaron
selectivamente una cantidad similar de DNA genomico de las mismas cepas hace
sospechar que existe una expresion preferente del alelo activo. Sin embargo, puesto que
el método utilizado no es cuantitativo y los resultados no concuerdan con los del
andlisis Northern, estos resultados deben ser evaluados con cautela, e indican la

necesidad de realizar nuevos experimentos.

CAl4 2C 4C his4.1
RT . - + - - + - - + + +
z b z z bt & z z & & z z & & =z z & &
Q Q O O O O O o O Q Q C O o O O O

Fig. 9.1: RT-PCR especifica de alelos del gen HIS4. Las cepas indicadas fueron crecidas a 30° C en
medio sintético con histidina. Se muestra como ON a la utilizacion del primer comun (directo) junto con
el primer reverso 7690N-R, y como OFF al uso del comdn junto con el 9290FF-R (reverso) (ver
Materiales y Métodos, Tabla Il1). El par primero amplifica una banda de 419 pb, mientras que el segundo
la banda es de 579 pb. Todas las muestras fueron tratadas de la misma manera exceptuando la adicién o
no de la Retrotranscriptasa reversa (RT). En la parte inferior de la figura se expresa el control de las
muestras con DNA en los casos donde hubo amplificacion.
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DISCUSION CAPITULO |

En el presente capitulo, hemos investigado la presencia de dos marcadores
nutricionales heterozigéticos, histidina y arginina, en la cepa CAIl4 de C. albicans,
mediante analisis de la generacion de auxotrofos para estos aminoécidos tras
tratamiento con bajas dosis de luz UV. Entre los supervivientes se encontraron
auxétrofos para la histidina con una alta frecuencia (cerca de 3 x 107%), mientras que no
se observaron auxotrofos para la arginina. Esta auxotrofia pudo ser complementada con
el gen HIS4, indicando que la cepa CAI4 es heterozigética para este gen. Auxotrofos
para histidina en C. albicans han sido aislados anteriormente usando luz UV (Whelan
and Magee, 1981), o combinandola con HNO, (Kakar et al., 1983), asi como con
nitrosoguanidina (Altboum et al., 1990). En el primer caso, se obtuvieron mutantes his4
(A642) e his5 (A5155), y en el segundo, la actividad afectada fue His4C. También se ha
reportado la obtencion de un mutante hisl-44 (RM1000) mediante la delecion
secuencial de los alelos correspondientes. Sin embargo, no se realizaron estudios
adicionales con estos mutantes.

El andlisis detallado de la secuencia de HIS4 ha demostrado, que tanto la cepa
CAIl4 como su parental (SC5314) poseen dos alelos HIS4 con haplotipos bien definidos;
siendo solamente uno funcional debido a un SNP en la posicion 929 (G929T;
Gly310Val). El alelo activo lleva G**° mientras que el inactivo lleva T°%°, de manera que
una transversion G—T en el primero puede conducir a la homozigosidad e inactivacion
del producto génico. Confirmando esta observacion, seis auxotrofos para la histidina
aislados de la cepa CAI4 mediante luz UV conservan exclusivamente Val*'’. La
generacion de estas cepas parece involucrar recombinacion mitética entre alelos,
seguida de la segregacion del alelo no funcional dentro de la misma célula (ver Fig.
3.1), pérdida de una copia del Cr4, o una combinacion de ambos procesos.
Curiosamente, cambios de residuos de Gly por Val o Asp en varias variantes de
oncogenes ras y p53 (Reddy et al., 1982; Santos et al., 1983; Takahashi et al., 2002)
previno la hidrolisis de GTP que qued6 bloqueado en el sitio activo. Esta situacion,
parece originar una sefializacion permanente (Pai et al., 1990), que resulta en la
transformacion maligna (Lancen et al., 1992). El residuo de Gly juega también un papel
crucial en la hidrolisis de ATP por algunas proteinas humanas, tales como la HSV-1

helicasa (Graves-Woodward et al., 1997), el receptor TLR4 (Toll-Like receptor 4;
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Arbour et al., 2000), o el transportador de unién a ATP de retina (Suarez et al., 2002),
ya que la mutacion a Val, Asp o Ala respectivamente inhibi6 total o parcialmente la
actividad ATP-asa de las respectivas enzimas. Debemos resefiar que el cambio
Gly310Val que inactiva la proteina His4 ocurre en el dominio His4B (cuya actividad
fosforibosil-ATP  pirofosfatasa cataliza la conversion del fosforibosil-ATP en
fosforibosil-AMP en segundo paso de la sintesis de histidina; ver Fig. 1.1). Por tanto,
parece probable que el residuo de Gly310 interactie con el ATP y promueva su
hidrolisis, mientras que la sustitucion por Val bloquee este paso mediante la formacion
permanente de un complejo inactivo. En todo caso, la heterozigosidad del locus HIS4 en
la cepa SC5314 proporciona un nuevo marcador que puede ser usado en futuros analisis
genéticos.

Ademas del SNP en la posicion 929, otros diez polimorfismos, 8 de ellos no
detectados durante la secuenciacion del genoma, definen dos haplotipos bien
preservados, uno por alelo. Sin embargo, hemos encontrado indicios de una frecuencia
significativa de recombinacion mitotica en la ORF del gen HIS4. La secuenciacion de 8
clones HIS4 derivados de la cepa CAI4 reveld un nuevo alelo (haplotipo) que pudo
haberse producido por recombinacion intragénica entre los otros dos. Puesto que no se
analizaron las heterozigosidades en otros loci distales al punto de entrecruzamiento, no
se puede distinguir entre conversién génica y entrecruzamiento mitético. Ademas, al
menos otro alelo recombinante, y posiblemente dos, fueron detectados durante la
secuenciacion de cinco clones HIS4 procedentes de la cepa SC5314 (Tabla 1.1). Si se
trata de auténticos recombinantes, estos datos sugieren que del 15 al 23 % de la
poblacion analizada habia experimentado eventos de recombinacién en la ORF HIS4
(2517 pb), lo que se traduce en frecuencias de recombinacién espontanea de 0,06-0,09
por cada 1000 pb, 0 6 x 10° a 9 x 10 por base. A primera vista, la deteccién de estos
clones hibridos en las cepas SC5314 y CAI4 corrobora la nocion de que la
recombinacion mitética en C. albicans es bastante comin, como se ha descrito
previamente (Enloe et al., 2000; Lephart and Magee, 2006; Odds et al., 2007). Sin
embargo, este valor es extremadamente alto (ain cuando se considera la frecuencia mas
baja detectada, 12,5 % de la poblacion en el caso de la CAl4) y merece una discusion
adicional. Una posibilidad se deriva de la localizacion del gen HIS4 a solo 23 Kb del
telomero izquierdo. Se ha reportado que cerca del telomero se encuentran grandes
regiones homozigéticas, sugiriendo que la frecuencia de recombinacion mitética es mas

alta en estas regiones (Jones et al., 2004). Sin embargo, el hecho de que hayamos
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observado una asociacion idéntica entre las bases polimdrficas en las cepas SC5314 y
CAl4 no expresa la alta frecuencia de recombinacion y sugiere que pueda tratarse de un
artefacto. Por ejemplo, puede atribuirse a un efecto tardio de un evento de
recombiancion ocurrido al comienzo del cultivo. También puede ser posible que
nuestros resultados sean consecuencia del bajo niumero de clones secuenciados. Otra
posibilidad es que los clones recombinantes sean artefactos de PCR. Puesto que C.
albicans es diploide, ambos alelos estan presentes en el DNA usado como molde.
Siempre que la sintesis de una cadena de DNA se termine antes de que ésta alcance el
sitio de union del segundo primer, esta banda de DNA puede unirse a la cadena
complementaria en el siguiente ciclo de PCR. Si se une al otro alelo podria resultar en
productos hibridos que contuvieran secuencias de los dos alelos originales. En este caso,
este mecanismo ocurre en una alta frecuencia en la reaccion de PCR. Aln considerando
que este evento tenga lugar en los primeros ciclos de PCR, el nimero de moléculas de
DNA excederia considerablemente estos artefactos (recombinantes). En ausencia de un
experimento de fluctuacion tipo Luria-Delbruck (o una modificacion de este; Lephart
and Magee, 2006) que determine la frecuencia real de recombinacion
(eventos/célula/generacidn) en una region particular del genoma no, se puede confirmar
ni descartar ninguna posibilidad.

Resultd llamativo que en la cepa CAIl4 el casete de HIS4 se integrara
preferentemente (x 5) en el alelo no funcional (alelo 1). Esta preferencia deriva
posiblemente de la presencia de tres heterozigosidades en la region 5 del casete
respecto al alelo funcional, mientras que esta region fue idéntica a la del alelo no
funcional. Yesland y Fonzi (2000) encontraron que el casete de interrupcién del gen
PHRL se integraba con una preferencia tres o cuatro veces mayor en uno de los alelos y
atribuyeron este efecto a la existencia de heterologias entre las regiones flanqueantes del
casete y la region correspondiente del otro alelo. La integracion especifica de alelo
puede ser bastante comun en C. albicans en vista del elevado nimero de polimorfismos
gue posee en su genoma. Otra explicacion potencial para esta preferencia de integracion
podria provenir de diferencias en las eficiencias relativas de transcripcion entre ambos
alelos. Yesland y Fonzi (2000) han sugerido que no seria sorprendente encontrar
variaciones alélicas en la transcripcion, la cual podria influenciar la recombinacion
(Paques and Haber, 1999); y esto ha sido verificado en los loci SAP2 (Staib et al., 2002)
y ADE2 (Tsang et al., 1999). De hecho, en C. albicans, la actividad transcripcional

incrementa la recombinacion con DNA exdgeno (Srikantha et al., 1995). Sin embargo,
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no parece ser este el factor determinante en nuestro caso, puesto que los datos
preliminares apuntan a una transcripcion preferencial del alelo activo que es el que
muestra menor frecuencia de integracion. Obviamente, la respuesta a esta pregunta
necesita estudios detallados de la expresion de ambos alelos HIS4 en la cepa parental
SC5314. Otra observacion digna de mencion es la frecuente duplicacion de un alelo
antes de la integracion del casete de interrupcion (cerca del 33% de los casos),
probablemente como consecuencia de la duplicacion de todo el cromosoma. Después, el
casete de interrupcién se integra en una de las copias resultantes. La preferencia de
integracion mencionada sugiere que el homologo que sufre la duplicacion es el que
Ileva el alelo no funcional, aunque se necesitan estudios adicionales para confirmar esta
situacion.

El andlisis de la regién promotora del gen HIS4 de C. albicans identifico las
secuencias de union de algunos activadores transcripcionales, incluyendo los
involucrados en el control transcripcional de la sintesis de aminoéacidos en levaduras.
Nuestros resultados indican que ambos alelos HIS4 se expresan simultaneamente en la
célula, aunque parece que el alelo inactivo se expresa en menor medida. La presencia de
un SNP (posicion -146; G alelo 1, A alelo 2) en la region promotora del gen HIS4
podria explicar este resultado, aunque son necesarios estudios complementarios a este
respecto. De hecho nuestras observaciones relativas a la posible expresion cooperativa
entre alelos, o al efecto que la disrupcion de un alelo tiene en la expresion del otro,
proporcionan un interesante campo de investigacion.

El SNP (G929T) estuvo presente en dos aislados analizados. Uno de ellos
(SC5314) generd auxotrofos para la histidina bajo tratamiento con luz UV. El otro, la

cepa 3153A se comportdé de manera andmala, puesto que posee el SNP%°

pero no
origind auxotrofos tras la exposiciéon a luz UV. Esto parece ser debido a que la cepa
3153A es aparentemente trisomica para el Cr4 teniendo dos alelos activos y uno
inactivo. La ausencia de este SNP en tres aislados clinicos se correlacioné con la
incapacidad para originar auxoétrofos para la histidina tras tratamiento con luz UV. El

hecho de que unas cepas posean el SNP%°

y otras carezcan de él no se explica
facilmente. Recientemente, se ha reportado que diferencias alélicas en el gen CDR2, el
cual codifica para una bomba de expulsion de drogas, resultan en diferentes capacidades
para transportar azoles (Holmes et al., 2006). Sin embargo, ambos alelos fueron
igualmente frecuentes en 69 aislados clinicos, y dos cepas resistentes a azoles

conservaron el alelo que confiere alta sensibilidad a este antifingico. En este caso, se
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sugirid que la posesion de dos alelos con diferente actividad podria ser ventajosa,
aunque la razon seria diferente a la de resistencia a azoles, y estar relacionada con la
adaptacion de C. albicans a los diferentes ambientes encontrados en el huésped (Holmes
et al., 2006).

¢Podria aplicarse un razonamiento similar para la heterozigosidad en el HIS4
detectada en este estudio? Aunque un 40% de las cepas analizadas presentaron el
SNP*® | el bajo niimero de aislados analizados no permite descartar que se trate de una
mutacion al azar que no haya sido seleccionada aun. Claramente, es necesario analizar
la situacién en un numero mayor de aislados. Aunque otras mutaciones pueden también
generar un gen HIS4 inactivo, el papel critico jugado por el SNP929 sugiere que pueda
actuar como un “interruptor” que regula la sintesis de histidina en respuesta a
condiciones ambientales. Ambos alelos HIS4 de la cepa SC5314 pueden expresarse por
lo que se sintetizaria tanto proteina activa como inactiva. La competicion entre
dominios His4B resultaria en una disminucion de los niveles de fosforibosil-AMP. De
esta manera se limita la sintesis de histidina a la vez que se previene el gasto de ATP.
En un ambiente rico en histidina, esta situacion podria dejar ATP libre para otras
reacciones biosintéticas, confiriendo una posible ventaja selectiva para los
heterozigoticos HIS4/his4. Sin embargo, es dificil evaluar esta posible competicién ya
que no conocemos la afinidad de cada proteina por el ATP o la contribucion real de
cada alelo al conjunto de moléculas totales His4 en la célula.

Se ha reportado recientemente que haplotipos de la catecol-O-metiltransferasa
humana modulan la expresion de la proteina por alteracion de la estructura secundaria
del mMRNA, ain cuando los SNP asociados sean no sinénimos (Nackley et al., 2006).
También, se ha demostrado que un SNP silencioso en el transportador MDR es el
causante de cambios en el plegamiento de la proteina (Kimchi-Safarti et al., 2007).
Estos tipos de mecanismos reguladores podrian afectar la expresién de genes en C.
albicans, ya que exhibe en su genoma alta densidad de estos SNPs. Nuevamente, la

ORF HIS4 constituye un buen modelo para este tipo de estudios.
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CAPITULO II
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2. RESULTADOS CAPITULO I

2.1. Generacion de auxotrofos His” en mutantes rad52-44.

En el capitulo anterior hemos demostrado que C. albicans SC5314 y su derivado
CAI4 son heterozigoticos para HIS4; de fundamental importancia es la presencia de un
SNP (G929T), una de cuyas configuraciones (T) resulta en un alelo recesivo debido a la
presencia de Val en lugar de Gly en la posicion 310 de His4p. Por tanto, la frecuencia
de aparicion de auxotrofos para la histidina puede ser tomada como una medida de la
frecuencia de LOH tanto en la cepa silvestre como en mutantes de recombinacion de C.
albicans. Cuando se incubaron en YEPD liquido, mutantes nulos rad52 (Uri* y Uri’)
produjeron espontdneamente unos pocos auxotrofos (6 de 1100 colonias en un
experimento), como se demostrd por la aparicion de colonias en medio SC completo
que fueron incapaces de crecer cuando se replicaron a placas sin histidina. Por el
contrario, no aparecié ningun auxotrofo en cultivos paralelos de las cepas parentales
Rad52" (CAF2 o CAI4) crecidos en las mismas condiciones. Puesto que los auxotrofos
obtenidos en este tipo de experimentos pueden derivar de un Unico evento mutacional
ocurrido en el inicio del cultivo, se llevé a cabo un experimento de fluctuacion para
determinar la frecuencia real de aparicion de auxotrofos. No se observd un solo
auxotrofo entre casi 25000 colonias de CAF2 (ocho conjuntos de aproximadamente
3000 células cada uno) lo que indica una frecuencia de produccion espontanea de His
menor de 5 x 10°. Por el contrario, ocho conjuntos, de unas 1100 células cada uno, de la
cepa rad52-A4 Uri* (TCR2.1) produjeron 3, 4, 1, 2, 2, 3, 3 y 3, auxotrofos
respectivamente, lo que proporciona una frecuencia de 3 x 10 (mediana = 3). Datos
similares se obtuvieron utilizando los derivados Uri’, tanto parental CAIl4, como
mutante (TCR2.1.1). Estos resultados indican que la mutacion rad52 incrementa la
frecuencia de eventos que conducen a la auxotrofia para histidina en C. albicans, e
identifican la recombinacién homologa como un guardian de la estabilidad gendémica en
este organismo. Se seleccionaron siete capas His  (his.*1 a his.*7) derivadas de
TCR2.1.1 para su estudio detallado.

Ademas, esta frecuencia de aparicion de auxoétrofos His™ aumento
considerablemente cuando las células rad52 fueron tratadas con bajas dosis de UV (20

J/Im?). Esta frecuencia es del orden de 4-5 veces mayor a la obtenida en la cepa silvestre
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CAl4 y SC5314 (ver aparatado 1.1), mientras que la supervivencia en este caso fue
menor (10 %). Por tanto, se puede decir que la ausencia de Rad52 incrementa la
frecuencia de aparicion de auxotrofos para la histidina tras tratamientos con bajas dosis
de UV.

Para investigar la posibilidad de que la auxotrofia para histidina se debiera a la
inactivacion del alelo funcional de HIS4, transformamos las cepas seleccionadas con el
plasmido pRMH1 (Navarro-garcia et al., 1998), que ademas de HIS4 de la cepa 1001,
lleva el marcador URA3. Como se describié en el capitulo anterior, este plasmido
complementé un mutante nulo his4 generado utilizando el URA-blaster. Como se
muestra en la Tabla 1.2, todas las cepas excepto his.*5 mostraron algun transformante
Uri*, aunque con una eficiencia de 100 veces menor que la cepa CAI4 (datos no
mostrados), lo que sugiere que la transformacion estable y/o la
integracion/mantenimiento de plasmidos en C. albicans depende en gran medida de
Rad52 (resultados no publicados). Cuando células procedentes de una colonia de
transformacion Uri* se replicaron a placas sin histidina, cada una produjo colonias, lo
que sugeria que habian sido complementadas por HIS4. Sin embargo, los experimentos
de complementacion pueden complicarse por la reversion del fenotipo. Por tanto,
realizamos un test adicional para analizar si la frecuencia de complementacion del
fenotipo His™ se correlacionaba con la del fenotipo Uri". Como se muestra en la Tabla
1.2, todas las cepas transformadas mostraron abundantes colonias Uri* pero sélo unas
pocas His* lo que sugeria que las ultimas eran revertientes His* en lugar de haber sido
complementadas por HIS4. Debido a esta contingencia, hemos denominado a nuestros
mutantes his*. Una vez mas, cuando una cepa control Rad52" his4-AA se complementd
con el mismo plasmido produjo el mismo nimero de transformantes para cada marcador
(Tabla 1.2). Una posibilidad es que, independientemente, o ademas de HIS4, los
mutantes his* posean otro gen HIS inactivado. Esto es poco probable, puesto que todos
los auxotrofos obtenidos por exposicion a luz UV fueron complementados por HIS4, lo
que sugiere que es el unico heterozigédtico de todos los genes de la serie HIS. En todo
caso, dados los problemas de transformacion de las cepas nulas rad52 y de reversion de
las cepas his* (ver méas adelante), estos experimentos de complementacidn no resultaron

concluyentes.
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Cepa H47A2A his*.1 his*.2 his*.3 his*.4 his*.5 his*.6 his*.7

Transformantes 16 1 5 1 1 - 1 3
'g‘eumero SC-URA 163 985 1440 892 2162 - 1018 1047
colonias SC-HIS 157 1 1 24 93 - 3 8

Tabla 1.2; Complementacion de las cepas his* con el plasmido pRMH1 (HIS4). Todas las cepas se
transformaron con 1-5 ug de DNA (ver Material y Métodos). Posteriormente, una colonia de cada
transformante se diluy6 en agua, v tras tres diluciones (1/10), 100 ul se sembraron en placas de medio
SC-His y SC-Ura. Después de 24-48 horas de incubacién se contaron las colonias aparecidas en cada
placa. La cepa control (H47A2A) contiene el genotipo: Aura3::imm434/4ura3::imm434 RAD52/RAD52
his4::hisG/his4::hisG., pero mostré un menor ndmero de transformantes en comparacion con la cepa
CAI4 (datos no mostrados).

2.2. Los dos alelos de HIS4 presentes en la CAl4 se encuentran también en las

cepas rad52-44, pero las ORFs exhiben una alta frecuencia de mutacion.

Los auxotrofos para histidina deficientes en His4 podian haberse formado por 1)
pérdida del homdlogo del cromosoma 4 con el alelo HIS4 activo, 2) una delecién que
elimine dicho alelo, 3) una pequefia delecién o mutacién puntual que resulte en la
inactivacion de His4p activa, 0 4) un evento de conversion génica utilizando el alelo
inactivo como templado. Para distinguir entre las varias posibilidades, se secuenciaron
varios clones del gen HIS4 derivados de los auxotrofos. Como etapa previa fue
necesario conocer si los SNPs encontrados en la cepa CAIl4 se mantenian en dos cepas
independientes rad52-44 (TCR2.1.1 y TCR2.2.1; Ciudad et al., 2004) (Tabla 2.2). Para
ello se seleccionaron al azar cuatro productos de PCR derivados de la ORF HIS4 de
cada mutante parental rad52 His", se clonaron y se secuenciaron como se describié en
el capitulo anterior. La secuencia de cuatro clones de la cepa TCR2.2.1 indico la
presencia de ambos alelos; el alelo 2, representado por tres clones (rad52A-1, rad52A-2,
rad52A-3) y el alelo 1, representado por un clon (rad52A-4). El clon rad52A-4 fue
idéntico al alelo 1 excepto en dos sustituciones: C — T en la posicion 495 (silenciosa),
y A — G en la 1070 (sefial de STOP), originando por tanto una proteina truncada de
356 aminoacidos. La secuencia unica definida por los otros tres clones es idéntica a la
del alelo 2. La segunda cepa rad52-AA (TCR2.1.1) (parental de los auxétrofos aislados)
también conservo los dos alelos: el alelo 2, representado en un clon (rad52B-2), y el

alelo 1 en tres clones (rad52B-1 rad52B-3 y rad52B-4), aunque también se observé un
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nimero de mutaciones puntuales en sus secuencias. Cuando se compard con su
correspondiente de la cepa CAI4, el clon representativo del alelo 2 (rad52B-2) mostro6
tres nuevas sustituciones, dos de las cuales producen cambio de aminoacido. De igual
manera, los tres clones del alelo 1 (rad52B-1, 3 y 4) también habian sufrido cambios
cuando se compararon con la secuencia de cada alelo: rad52B-1 (una sustitucion);
rad52B-3 (una sustitucion); y rad52B-4 (tres cambios). Ademas, existe la posibilidad de
que el alelo rad52B-1 provenga de un alelo recombinante ya que posee la base
alternativa en los SNPs 266, 496, 1770, y la base esperada en el resto de los SNPs,
aunque no se descarta que sean mutaciones puntuales. Estos resultados indican que: 1)
Los SNPs presentes en la CAl4 se mantienen en los derivados rad52-44, y 2) al menos

para la ORF HIS4, las cepas rad52-44 exhiben alta frecuencia de mutacién puntual.
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Tabla 2.2: Alelos HIS4 en las cepas rad52-44. En las dos primeras filas se muestran los dos alelos
presentes en la cepa SC5314 y CAl4; alelo 1 (gris claro) y alelo 2 (gris oscuro). Los cambios respecto a la
secuencia silvestre de estos alelos se muestran en rojo. Cuando la mutacién resulta en cambio de
aminodcido, éste se muestra entre paréntesis. En el cuadro rojo se indica la sefial de STOP por haberse
formado un codon de terminacion. Los SNP que diferencian cada alelo se muestran en negrita.

2.3. Las cepas auxoétrofas His derivadas de rad52-44 han perdido el alelo

activo de HIS4 y retienen una alta frecuencia de mutacion.

La etapa siguiente consistio en determinar qué alelo(s) estaba presente en las
cepas his*. En el capitulo anterior describimos una PCR especifica de alelo que
discrimina entre los alelos activo e inactivo. Cuando se aplicd a los auxétrofos para la
histidina procedentes de la cepa TCR2.1.1 (rad52-44), este ensayo revel6 la presencia

exclusiva del alelo inactivo y la ausencia del alelo activo en todos ellos, mientras que las
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cepas parentales His* CAI4 y TCR2.1.1 conservaron ambos alelos (Fig. 1.2). Ello

sugeria que todas las cepas his* poseian el alelo inactivo.

o I o o e 4 o o o o
@ o o o o Lt e o .t o [V [V

2 L 2o 2o & 2o 2L 2L 2L 2L 2Lk

Q C O o O Q O Q O C QC o O o QO C O o O

DNA - CAl4  TCR21.1  his? his*.2 hig*.3 his* 4 his*5 his* 6 his*7

Fig. 1.2: PCR alelo-especifica en las cepas His derivadas de un mutante rad52-44 (his*). Los
cebadores HIS42-F y ON-R revelaron la presencia del alelo 2 (funcional; banda de 419 bp), mientras
que HIS42-F y OFF-R revelaron la presencia del alelo 1 (no funcional; banda de 579 bp) (ver
apartado 1.6 y Fig. 6.1).

Este ensayo solo detecta la presencia de G o T en la posicién 929 de HIS4 pero
no nos dice nada del resto de la ORF. Con el fin de determinar si los alelos presentes en
las capas his* habian surgido por mutacién del funcional en la posicion 929 o si habian
sido heredado como tales, es decir se mantenia el haplotipo correspondiente,
procedimos a secuenciar tres clones independientes de la ORF HIS4 procedentes de
cada una de las sietes cepas his* a fin de identificar sin ambiguedad los alelos presentes
en cada una. Como se muestra en la Tabla 3.2, todos llevaban el alelo no funcional
(alelo 1), mientras que el alelo 2 no se aislé en ningun caso. En un clon (his*.4-3) se

observé una base correspondiente al otro alelo en el SNP?

(G en lugar de T) lo que
sugiere que se trata de una mutacion puntual. Sin embargo, el hecho de que esta base
sea fundamental para la actividad His4B sugiere que ocasionalmente puede re-ganarse
la actividad por mutacion puntual. Ademas, a diferencia de la alta frecuencia de
recombinantes encontrado dentro de la ORF en SC5314 y CAI4 (ver Tabla 1.1), no
encontramos ningln recombinante ni en el parental rad52 His* (TCR2.1.1) ni en
ninguno de los derivados His’, lo que indica que la frecuencia de recombinacion esta
muy disminuida o ausente en las cepas rad52. Esto hace poco probable que la
inactivacion de HIS4 haya podido ocurrir por conversion genica de la ORF funcional.
Como era de esperar, la alta frecuencia de mutacion observada en el parental rad52 His”
se mantuvo en los auxotrofos His". Ademas, las mutaciones puntuales por sustitucion de

una sola base ocurrieron siempre en nuevos sitios. Otra observacion interesante derivada
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de estos analisis es que los tres clones de cada auxotrofo diferian entre si, pero, con la
excepcion de his*.2, al menos un clon mostrd una secuencia idéntica a la encontrada en
el alelo 1. En resumen, estos resultados sugieren que aunque algunas de estas
mutaciones pudieran ser responsables de la auxotrofia para histidina, no son necesarias
para la misma y apuntan a pérdida o rotura de uno de los homdlogos del cromosoma 4

(el que lleva el alelo funcional) como causa de la auxotrofia para histidina.
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Tabla 3.2: Resumen de las mutaciones observadas en la secuenciacion de los clones procedentes de cada
cepa his*. En rojo se indican los cambios con respecto a la secuencia del alelo original (alelo 1). Entre
paréntesis se muestra el nuevo aminoacido en el caso de sustituciones no-sinénimas. En gris claro se
indica el alelo 1, mientras que en gris oscuro el alelo 2. Los SNP que diferencian cada alelo se disponen
en negrita.

2.4, Los auxétrofos rad52 His producen revertientes His® a través de

mecanismos diferentes a la restauracion G929 (Gly310).

La alta frecuencia de mutacion puntual detectada durante la secuenciacion de los
clones HIS4 derivados de células rad52 podia ser responsable de la aparentemente alta
frecuencia de reversion de los auxotrofos His™ rad52 detectada en los estudios de
complementacién. Un andlisis mas detallado de la aparicion de los prototrofos indico
que 1) todos los auxotrofos his* producian abundantes revertientes 2) los revertientes
aumentaban a lo largo del tiempo de incubacion, y 3) la frecuencia de reversion diferia
ampliamente entre los auxotrofos (Tabla 4.2). Dada la alta frecuencia de mutacién

puntual, analizamos la posibilidad de que la reversion fuera debida a la regeneracion de
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un alelo HIS4 funcional mediante una tansversion T —G en la base 929, lo que
restaurarfa la Gly*!°. Con este fin, amplificamos por PCR una regién de 1128 bp entre
las bases 372 y 1500 utilizando los oligonucledtidos HIS42-F e HIS44-R en siete
revertientes (cada uno derivado de uno de los auxétrofos) y este producto fue
secuenciado. Estos oligonucleotidos delimitan una region que contiene tres SNPs no-
sinénimos (496, 769, y 929) en la cepa SC5314. En todos los clones se mantuvieron las
bases correspondientes al alelo no funcional, incluyendo T%%°. Estos resultados sugieren
que en la mayoria de los casos la reversibilidad estd causada por un evento diferente al
de restauracion de la base activa. Es claro sin embargo que el alto nivel de reversibilidad
es una consecuencia de la ausencia de Rad52, puesto que el analisis de 21000 colonias
derivadas del heterocigoto 4C (ver capitulo anterior) no origind ningln prototrofo, lo
que indica una frecuencia de reversién espontanea del alelo 1 menor de 4 x 107.
Experimentos preliminares sobre el analisis de la velocidad de crecimiento en
presencia de histidina de estos revertientes indicaron un crecimiento mas lento en
comparacion con los auxotrofos his* y las cepas parentales (CAl4 y TCR.2.1.1) (no
mostrado). Teniendo en cuenta que la velocidad de crecimiento deberia ser superior en
las cepas protétrofas capaces de sintetizar histidina, este resultado sugiere que pueda
existir alguna alteracién adicional en estos revertientes que origine la prototrofia, pero
que afecte seriamente su velocidad de crecimiento; aunque mas datos en este sentido

SOn necesarios.

Numero de colonias

Células

sembradas
Cepas por placa Dias de incubacion TOTAL

2 5 6 8 12 16 19 20 30

his*.1 48x10° 3,5 24 48 30 66 28,5 45 0 0 3595
his*.2 143x10° 0 31,5 29 10 10,5 0,5 0 0 0 1165
his*.3  63x10° 0(0,5° 0(20,5) 0(96,5) 0(6,5) 14(71) 25(13,5) 11(0) 38 10 240,5(354)
his*.4 170x10° 0,5 22,5 15 6,5 11,5 5 1 0 0 93
his*.5 74x10° 0,5 41,5 25,5 18 39,5 11,5 1 0 0 188
his*.6  29x10° 1 15 22,5 115 175 8 15 0 0 120
his*.7  77x10° 0,5 122 34 105 9 4,5 0 0 0 2314

Tabla 4.2: Anélisis de reversion de las cepas his*. La aparicion de colonias His" se cuantificé a lo largo
de 30 dias. Se sembraron el mismo nimero de células de cada cepa en dos placas de medio SC menos
histidina. Tras los tiempos de incubacion indicados (28°C), se determind el nimero de colonias (media
entre las dos placas). () microcolonias.
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2.5. La mayoria, si no todos, los auxotrofos derivados de rad52A exhiben

alteraciones en sus cariotipos electroforéticos.

Las alteraciones de los cariotipos electroforéticos son frecuentes en aislados
clinicos y, en menor medida, en mutantes espontaneos de C. albicans que surgen en el
laboratorio. En particular, la ganancia o pérdida de funciones asimilatorias en C.
albicans esta asociada con alteraciones de varios cromosomas (Rustchenko et al.,
1994). Por otra parte, la pérdida de heterozigosidad (LOH) en C. albicans esta
frecuentemente acompafiada por grandes reordenamientos cromosomicos (GCR —Gross
Chromosomal Rearrangements) (Forche et al., 2005). Con objeto de conocer si existen
reordenamientos cromosémicos en los aislados auxotrofos His rad52-AA (his*),
analizamos sus cariotipos electroforéticos. Como se muestra en la Figura 2.2, la relacion
Cr4/Cr3 estaba significativamente disminuida en tres de las siete cepas His™ (his*.3,
his*.4 e his*.6). Todas las cepas mostraron cambios drasticos en la movilidad del
cromosoma R (Fig. 2.2A). Ademas, las cepas his*.2 e his*.5, mostraron
reordenamientos cromosomicos que originaban nuevas bandas. Estos reordenamientos
fueron particularmente evidentes en la cepa his*.2 donde ambas copias del cromosoma
1 (Crl) exhibian tamafios draméaticamente reducidos. La cepa his*.1 parecia normal,
excepto por la alterada movilidad del cromosoma R (CrR) y el aumento en intensidad
relativa del cromosoma 7 (Cr7). Finalmente, la cepa his*.3 presenté un incremento de
fluorescencia en la region superior del Cr5. Los cariotipos electroforéticos de las siete
cepas his* en condiciones que permiten la separacion de ambas copias de los
cromosomas mas pequefios (7 y 6, e incluso el 5 en algunas ocasiones) confirmaron
estos resultados, y aportaron nuevos datos. Como se muestra en la Fig. 2.2B, todas las
cepas His™ conservaban un solo homologo del Cr7 y la cepa his*.7 tiene un solo
homologo del Cr6. Ademas, en la cepa his*.1 fue posible distinguir el cromosoma 7 de
una extrabanda de similar tamafio que presumiblemente era la responsable del aumento
relativo de la intensidad de este cromosoma cuando la separacién se realizd en

condiciones estandar.
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Fig. 2.2: Cariotipos electroforéticos de los auxotrofos para histidina derivados de la cepa TCR2.1.1.
(A) PFGE en condiciones de separacién estandar. (B) PFGE en condiciones de separacion de los
cromosomas de menor tamafio (ver Material y Métodos). Las flechas indican las bandas
extracromosémicas.

2.6. Analisis de los reordenamientos cromosémicos en los mutantes His™ rad52-
AA.

Puesto que HIS4 se localiza en el cromosoma 4, este cromosoma es un buen
candidato para sufrir cambios que conduzcan a la auxotrofia para histidina. Estos fueron
analizados mediante hibridaciones Southern utilizando sondas de genes localizados en
los distintos fragmentos Sfil de este cromosoma (Chu et al., 1993). Un marcador del
fragmento 4N (HIS5), localizado a 113 Kb del telomero izquierdo, s6lo marcé el
cromosoma 4 (1622 pb) en todos los auxotrofos (Fig. 3.2). Sin embargo, un marcador
del fragmento 4H (MNN42) no so6lo hibridé con el cromosoma 4 sino con bandas
discretas de menor tamafio en cuatro cepas (his*.1, his*.3, his*.4, his*.5) y lo mismo
ocurrié con una sonda del fragmento 4F2 (PHR1) (Fig. 3.2). En la cepa his*.4, la nueva
banda tenia un tamafio similar al cromosoma 6 (1032 kb), mientras que en la cepa his*1,
la extrabanda era ligeramente menor que el cromosoma 7 (949 kb). Puesto que el
cromosoma 4 tiene 1622 kb, estas bandas resultan de deleciones de 590 kb y 673 kb,

respectivamente. Estos resultados identifican a un fragmento del cromosoma 4 como
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responsable del aumento de fluorescencia de los cromosomas 6 y 7 en los cariotipos de
las cepas his*.4 e his*.1 respectivamente mostrados en la Fig. 2.2. ElI cromosoma
supernumerario de la cepa his*.5 fue menor de 800 kb, lo que sugiere una delecion de 1
Mb, un tamafio cercano al del brazo izquierdo del cromosoma 4. Finalmente, en la cepa
his*.3, tanto las sondas de 4H como de 4F2 marcaron una banda que migraba
ligeramente por encima del cromosoma 5 (1190 Kb), lo que sugiere que es producto de
una delecion de unas 300 kb en el cromosoma 4. Esta observacion también explica la
incrementada fluorescencia en la region superior del cromosoma 5 observada en el
cariotipo electroforético de esta cepa. (Fig. 2.2).

Por otra parte, la cuantificacion de las intensidades de las bandas marcadas
isotopicamente (ver Material y Métodos) indicaron que, al menos para las cepas his*.1 e
his*.5, la relacion del cromosoma 4 a la extra-banda derivada del mismo era de 2:1 (Fig.
3.2). Asumiendo la presencia de una copia de la extra-banda por célula, esta
observacion sugiere que estas cepas llevan dos copias completas del cromosoma 4, y
por tanto deben poseer tres copias de todos los marcadores incluidos en las extra-bandas
respectivas. Ademas, las estimaciones derivadas de la tincion de los cariotipos con
bromuro de etidio indicaban una relacién similar (Fig. 2.2A). Por tanto, al menos en
algunas de las cepas que poseian un cromosoma truncado, parecia que el homologo
entero se habia duplicado.

Para dirimir la cuestion de la existencia de deleciones intersticiales o roturas
seguidas de adicion de telomeros, hibridamos membranas con sondas de dos ORFs
adicionales cercanas al telémero, incluyendo HIS4 (localizada a 23 kb del telémero, en
el fragmento Sfil BB) y WMAG6 (la ORF maés cercana al telémero). Estas sondas
marcaron el cromosoma 4 pero no ninguno de sus fragmentos, lo que apunta a rotura
cromosOmica seguida de adicion de telémero como el evento mas probable. Por tanto,
concluimos que puesto que PHR1 estd localizado en el brazo izquierdo cerca del
centromero, es probable que el cromosoma 4 se haya roto en diferentes sitios de dicho
brazo en las diferentes cepas his* (his*.1, his*.3, his*.4 e his*.5) y en todos los casos se
ha adicionado un telémero para producir un cromosoma truncado aparentemente

estable.
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Fig. 4.2: (A) Electrocariotipos de las cepas his* (izquierda) y Southern blots usando sondas especificas
del Cr5 (centro y derecha). (B) Hibridacion con sondas situadas en el brazo izquierdo del Cr5. En la parte
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del centrémero se muestra como un circulo ovalado en gris oscuro (Sanyal et al., 2004). La flecha roja
sefiala la banda extracromosomica que deriva del Crb5.
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Una inspeccion de los cariotipos presentados en la Fig. 2.2A, indico que algunas
cepas han perdido aparentemente una copia del cromosoma 5 (por ej. his*.4 e his*.6).
Cerca del telomero derecho del cromosoma 5 se encuentra HIS1, y por tanto
reordenamientos en este cromosoma podian potencialmente originar auxotrofia para
histidina. Cuando los cariotipos se analizaron en hibridaciones Southern con sondas de
ambos fragmentos Sfil del cromosoma 5, la sonda del fragmento Sfil 5M (GDC11)
marco el cromosoma 5 en todas las cepas asi como el cromosoma supernumerario en la
cepa his*2 (Fig. 4.2). EI mismo resultado se obtuvo con sondas del fragmento 5I,
SNP18 y CDC1, este ultimo a tan sélo a 45 Kb del telomero derecho. Puesto que el
cromosoma supernumerario de la cepa his*2 era mas pequefio que el cromosoma 7 (949
kb), y el cromosoma 5 tiene un tamafio de 1190 kb, es probable que el primero se
generara por una gran delecion de mas de 250 kb, lo que supone méas de 1/5 del
cromosoma. Sin embargo, sondas de los marcadores SNP110 y RPL1 (Fig. 4.2), una
ORF a 4 kb del telémero izquierdo, sélo marcaron el cromosoma 5, lo que sugiere, que
al igual que en el Cr4, se trata de una rotura seguida de la adicion de telomero.
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Fig. 5.2: Electrocariotipos de las cepas his* (izquierda) y Southern blots usando sondas especificas
del Cr6 (A), Cr7 (B) y Crl (C). Debajo de cada Southern blot se muestra un esquema del cromosoma
correspondiente con la localizacion de la sonda utilizada en cada caso. La region del centromero se

muestra como un circulo ovalado en gris oscuro (Sanyal et al., 2004). La flecha en el panel C sefiala
el fragmento truncado correspondiente al Cr1.
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Las sondas especificas de los fragmentos del Cr6, 60 (orfl9. 5525) y 6C
(COX12), y del Cr7, 7G (ARG4), solo marcaron sus respectivas bandas, lo que sugiere
que no habian sufrido alteraciones adicionales a las ya indicadas. (Fig. 5.2), aunque no
se descarta que puedan contener alguna alteracion no detectada con los marcadores
utilizados. Finalmente, como era de esperar, el Crl mostré una larga delecion en la cepa
his*.2 (aproximadamente 1000 Kb; Fig. 5.2).

2.7. Analisis de los polimorfismos de los cromosomas 4 v 5 revela que la

mavyoria de las cepas his* han perdido una copia de cada cromosoma.

Aunque es claro que el cromosoma 4 es propenso a sufrir grandes deleciones en
ausencia de Rad52, no esta claro si las deleciones fueron precedidas o no por pérdida de
un homologo. Para analizar esta cuestion, aprovechamos los polimorfismos de
restriccion (RFLP) existentes en tres loci de este cromosoma: CZF1, PHR1 y RBT7
(Fig. 3.1, Capitulo I). Mientras que la cepa parental (TCR2.1.1) origin0 las bandas
correspondientes a los dos alelos en los tres loci, seis de los siete auxotrofos His™ solo
mostraron un alelo. La séptima cepa (his*.3) conserva la heterozigosis para los tres
marcadores (Fig. 6.2A). Estos resultados sugieren que seis de las siete cepas auxotrofas
His™ son homozigdticas para todo el Cr4 y conservaban siempre los mismos alelos. La
hipbtesis mas probable es que hayan perdido una copia del Cr4 (la misma en todas las
cepas homozigéticas encontradas) y que este evento haya sido seguido por una
duplicacion del cromosoma residual (o parte de él). La conversién alélica es
improbable, ya que la homozigosis ocurrié a ambos lados del centromero.

La cepa his*.3, que aparentemente llevaba una sola copia del Cr4 entero, fue
heterozigdtica para los tres marcadores mencionados anteriormente. Por lo tanto, parece
que esta cepa conserva los dos homdlogos del Cr4 o al menos uno entero y una gran
parte del otro. Como se indicd anteriormente, en esta cepa una copia del cromosoma 4
ha sufrido una delecion de unas 300 kb y ahora migra cercana al cromosoma 5. El
analisis de dos marcadores SNP (SNP83 y SNP84) localizados dentro de la region de
300 kb cercana al telomero izquierdo, indicé que, a diferencia de otros polimorfismos
analizados, se habian vuelto homocigoticos. Este resultado claramente indica que uno

de los homologos sufri6é una rotura que condujo a hemizigosidad en la region truncada,
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pero la heterozigosidad permanecio en la region conservada. La localizacion de HIS4 en

la region truncada explica la presencia exclusiva del alelo no funcional en esta cepa.
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Fig. 6.2: Analisis de los polimorfismos en el Cr4 y Cr5. (A) Analisis de varios loci del Cr4 que
presentan RFLPs (PHR1, CZF1y RBT7; ver Fig. 2.1 y apartado 1.2). Debajo se muestra un esquema
del Cr4 con la localizacién de algunos de sus marcadores. (B) Andlisis del locus MTL en el Cr5 (ver
Fig. 2.1 y apartado 1.2). Debajo se muestra un esquema del Cr5 con la localizacion de algunos
marcadores. En ambos casos el centrémero se muestra como un circulo ovalado en gris oscuro.
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Estos resultados, junto con las observaciones descritas en la seccion anterior
sugieren el siguiente escenario. Las cepas rad52 de C. albicans pierden una copia del
cromosoma 4 con una alta frecuencia, seguida de la reduplicacion del homdélogo
residual. La rotura de un homdlogo de este cromosoma durante o después de la
replicacion seguida de la adicion de un telomero a la porcion céntrica también ocurre
con frecuencia, bien en una de las copias originales (his*.3) o, si se ha perdido una
copia, en una réplica del homologo residual (his*.1, his*.4, y his*.5).

Con respecto al cromosoma 5, el analisis del locus MTL indic6 que mientras el
parental rad52-AA His® era heterocigdtico para este locus, todos los auxotrofos His™
fueron homozigéticos para el MTLal puesto que carecian de MTLal y MTLa2 (Fig.
6.2B). Ademas, el andlisis de dos SNPs, SNP110 y SNP118, indic6 que ambos se
habian vuelto homozig6ticos en todas las cepas (Fig. 6.2B). Por otra parte, como se
indico anteriormente, una sonda del marcador SNP118 marcé el cromosoma truncado
de la cepa his*.2 mientras que una sonda del marcador SNP110 no lo hizo (Fig. 4.2). La
explicacion mas simple es que en la cepa his*.2 el homélogo MTLa del cromosoma 5,
se habia perdido. EI homologo residual se duplico, pero una copia se rompio, y en

ausencia de Rad52, el extremo expuesto fue reparado por la adicion de telémero.

2.8. CGH ratifica las truncaciones observadas en PFGE vy delimita las zonas de

rotura

Los resultados presentados hasta ahora indican que la ausencia de Rad52 resulta
en un incremento de la frecuencia de mutacion puntual, pérdida de cromosomas seguida
de duplicacion del homdlogo residual, y rotura de cromosomas. La hibridacién
gendémica comparada 0 CGH (Comparative Genome Hybridation) puede utilizarse para
evaluar el numero de copias de cada gen en el genoma de una cepa determinada de C.
albicans. Como se muestra en la Tabla 5.2, la mayoria de las cepas his* analizadas se
habian hecho trisdbmicas parciales para algunos cromosomas (his*.2-his*.5), mientras
gue permanecian disémicas para el resto de los mismos, lo que sugeria la existencia de
rotura de cromosoma en una de las tres copias. Estos resultados confirman los datos
obtenidos mediante PFGE e hibridacion Southern para las cepas his*.3 e his*.5, que

indicaban la presencia de tres copias del Cr4, una de ellas truncada (ver apartado 2.6).
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La region no incluida en la trisomia de estas cepas se corresponde bien con el tamafio de
las deleciones del cromosoma 4 reveladas por Southern blot. Como se observa en la Fig.
7.2, el Cr4 en la cepa his*.3 poseia tres copias de todos los genes, excepto de los de la
region adyacente al telémero izquierdo que mantenian dos copias. Por tanto, el
fragmento truncado de este cromosoma incluye desde la Ultima ORF presente en tres
copias (orf19.4628; MPE1) hasta el telémero derecho (alrededor de 1300 Kb), y en
consecuencia se han perdido unas 322 Kb. Una de las copias del Cr4 de la cepa his*.5
exhibid una delecion mayor, de manera que la copia truncada se reduce a un fragmento
de 527 Kb (desde la orf19.3838/EFB1 hasta el telémero derecho), lo que indica que se
han perdido 1095 Kb. Sin embargo, el final de la region trisomica no estaba del todo
clara, ya que los “arrays” no contienen todas las ORFs. En todo caso, para las cepas
his*.3 e his*.5, estos resultados ratifican las conclusiones anteriores (ver apartado
anterior), y ademas confirman que la rotura de una de las copias del Cr4 va a su vez
seguida de una nueva duplicacion del homdlogo nativo. Los resultados de CGH

confirmaron también que estas dos cepas no mostraban alteraciones cromosomicas

adicionales.
Cepa Cambio nmero Cromosoma Region de aneuploidia (orf19)
de copias
TCR2.1.1 Ninguna No se detectaron aneuploidias
his*.1 Ninguna No se detectaron aneuloidias
his*.2 3X R 19.6119-19.7279
3X 1 19.6248-19.4883
3X 6 19.3474-extremo derecho
his*.3 3X 4 19.4628-extremo derecho
his*.4 3X R 19.4349-19.7281
his*.5 3X 4 19.3838-extremo derecho

Tabla 5.2: Resumen de las aneuploidias encontradas mediante la técnica de CGH.
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Fig. 7.2: Mapas cromosémicos de las cepas his*.3 (A) e his*.5 (B) derivados de la evaluacién de
la dosis génica mediante CGH. Los datos se ordenaron en el cromosoma como se ha descrito
(Selmeki et al., 2005). El eje y expresa el nimero de copias génicas obtenido de los valores de
log2. Se muestra también un esquema del Cr4 con la localizacién de algunos marcadores.

Para otras cepas, tal como his*.1, his*.2, e his*.4, los resultados de CGH no
concuerdan con los observados en las hibridaciones Southern. En la Fig. 8.2, se muestra
un ejemplo (his*.2). Mientras que los andlisis de PFGE indicaban roturas de los
cromosomas 1 y 5, CGH revel6 la existencia de regiones en tres copias dentro de los
cromosomas R, 1 y 6. La deteccion mediante CGH de una copia truncada del
cromosoma 6 (entre orf19.3474 y el extremo derecho; aprox. 550 Kb) es nueva (una

posibilidad es que no fuera detectada en PFGE debido a su pérdida en la carrera
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electroforética), y sugiere una inestabilidad gendmica acentuada en esta cepa. Esta
inestabilidad es confirmada por la ausencia en este andlisis del fragmento del
cromosoma 5 detectado en PFGE. Sin embargo, confirmando parcialmente los
resultados obtenidos mediante PFGE que mostraban una gran delecion en el cromosoma
1 en esta cepa, este cromosoma también mostré aneuploidia (tres copias) en una region
de aproximadamente 800 Kb (desde la 0rf19.6248 hasta orf19.4883). Estos resultados
junto a los obtenidos mediante PFGE apuntan a una tetrasomia méas que a una trisomia
en esta zona, ya que solo podrian explicarse si existen cuatro copias truncadas del Crl
(dos copias truncadas de 2221 Kb, aproximadamente el tamafio del Cr2, y dos copias
truncadas de 1769 Kb, aprox. el tamafio del Cr3; véase Fig. 8.2B). Finalmente, CGH
detectd tres copias de un fragmento del cromosoma R de un tamafio aproximado de 280
Kb (desde la orf19.6119 hasta orf19.7279). En ausencia de datos adicionales, es dificil
realizar especulaciones practicas acerca de los posibles reordenamientos. Puesto que
CGH fue realizada con cultivos derivados de colonias que a su vez derivaban de un
cultivo permanente y fueron enviados a otro laboratorio (Universidad de Minneapolis,
MN), es posible que los cariotipos de estas cepas sean inestables y puedan variar
considerablemente en los descendientes de cada auxotrofo. En todo caso, se necesitan

experimentos adicionales para entender estos reordenamientos.
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Fig. 8.2: (A) Mapa cromosdmico como resultado de la CGH en la cepa his*.2 (ver también Fig. 7.2).
Debajo se muestra el mapa del Cr6 con la localizacién de algunos marcadores. (B) Posibilidades de
truncacién como resultado de los datos obtenidos mediante CGH en el cromosoma 1.

2.9. Los cariotipos de las cepas his* son altamente inestables.

Si las deleciones cromosomicas observadas son debidas a la ausencia de Rad52,
se esperaria que el cariotipo de cada cepa his* fuera en si mismo inestable y por tanto
no representara productos finales. De hecho el andlisis de diferentes muestras de dos
cultivos permanentes, tres derivadas de la serie A, Al (Fig. 9.2A panel 1), A2 (Fig.
9.2A panel 2) y A3 (Fig. 9.2A panel 3), y una de la serie B (B1) (Fig. 9.2A panel 4), ya
mostro variabilidad en los cariotipos (resumidos en la Tabla 6.2). Por ejemplo, cuando
se compard con su correspondiente de la muestra Al, la cepa his*.2 de la muestra A2
mostré nuevas bandas cromosomicas ausentes en la primera, una entre los Cr2 y Cr3, y
la otra entre los Cr4 y Cr5. Estas bandas estaban ausentes en la muestras A3 y B1, pero
en la segunda de ellas un fragmento cromosémico que migraba delante del Cr7 fue
sustituido por otro de tamafio significativamente menor. La cepa his*.4 carecia de un
CrR completo en las muestras A2, A3 y B1. En la muestra A2, esta cepa mostré un
nuevo fragmento que migraba considerablemente mas rapido que el cromosoma 7.
Finalmente, la cepa his*.6 de la muestra B1 mostr0 una banda con un tamafo
intermedio entre los Cr5 y Cr6 que nunca se habia observado en las muestras de la serie
A. El anélisis Southern revel6 que los fragmentos derivados del Cr4 detectados en las
cepas de la muestra Al se conservaban en las nuevas muestras. La Unica excepcion
correspondio a la nueva banda de la cepa his*6 de la muestra B1 que hibrido con la
sonda CZF1, lo que la identifica como un fragmento del Cr4. Sin embargo, debemos
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hacer notar que en las muestras Al y A2 esta cepa mostré una nube que hibridaba con la
misma sonda. Estos resultados indican que las diferentes cepas his* ya contienen
subpoblaciones con diferentes cariotipos, los cuales se manifiestan en los diferentes
clones seleccionados que son analizados. También sugieren que estas cepas, y muy
especialmente his*.2, poseen una acentuada inestabilidad cromosémica.

En un segundo grupo de experimentos, se estudiaron las variaciones en los
cariotipos electroforéticos de los descendientes de estas cepas tras sucesivos pases.
Como se muestra en la Fig. 9.2B y C, y se resume en la Tabla 6.2, se detectaron
alteraciones en los cariotipos cuando se usaron los dos protocolos descritos en
Materiales y Métodos (protocolo | y Il). La cepa his*.1 fue particularmente estable, ya
que, en los clones del primer protocolo, solo mostré obvios GCR en el CrR, mientras
que conservo el fragmento que migra a nivel del Cr7 y que, una vez mas, se identifico
como una copia truncada del Cr4 en la hibridacion Southern (ver Fig. 9.2B). Esta banda
también se conservd cuando se usé el segundo protocolo (Fig. 9.2C). La extrabanda
derivada del Cr5 de la cepa his*.2 no se detectd en los clones del primer protocolo; de
hecho, aparecié una banda por debajo (que segun los resultados de CGH podria
proceder del Cr6, aunque no se descarta que pueda derivar de una truncacién mayor del
Cr5) que mostro variaciones de tamafio entre los clones analizados, confirmando la alta
inestabilidad cromosdmica de esta cepa. Esto también fue evidente cuando se usé el
segundo protocolo, ya que la banda procedente del Cr5 estuvo otra vez presente en los
tres clones, pero la nueva banda de menor tamafio reaparecio en los clones procedentes
de los pases 6 y 10. En ambos protocolos, todos los clones de la cepa his*.3 conservaron
el fragmento derivado del Cr4 que migra por encima del Cr5 (como muestra la
hibridacion Southern), pero en el clon procedente del pase 10 en el segundo protocolo
se observo una banda de tamafio inferior al Cr7. Las tres colonias de la cepa his*.4 en el
primer protocolo retienen el fragmento del Cr4 que migra a la altura del Cr6 (como se
muestra en la hibridacion Southern). Ademaés, una nueva banda, que no hibridé con la
sonda de CZF1, migré por debajo del Cr7 en los clones procedentes de los pases 6 y 10
del primer protocolo. En el pase 1 de este protocolo no se detectd una copia completa
del Cr4. El tamafio menor de la posible banda correspondiente al Cr4 en el cariotipo
electroforeético, junto a que ésta no hibrido con una sonda de CZF1, sugiere que, si es un
derivado del Cr4, éste ha perdido una parte del brazo derecho. No se detectaron cambios
en el cariotipo de esta cepa cuando se usé el segundo protocolo. En el caso de la cepa

his*.5, el fragmento derivado del Cr4 que migra por debajo del Cr7 se detectd otra vez
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en los clones de los pases 1 y 6 del primer protocolo y en los tres clones del segundo
protocolo, pero estuvo ausente en el clon del pase 10 del primer protocolo. El clon
procedente del pase 10 en el segundo protocolo mostré una banda de tamafio entre el
Cr2 y Cr3 que podria representar un Cr2 o un CrR truncados. Las tres colonias de la
cepa his*.6 en el primer protocolo mostraron un fragmento truncado del Cr4 (ya que
hibrid6 con una sonda de CZF1) que migro entre el Cr5 y Cr6. Interesantemente, este
fragmento estuvo presente tambien en un derivado de la serie B (B1). Puesto que las
cepas sometidas a pases derivan del cultivo A, es claro que la subpoblacién representada
por estos clones estaba inicialmente presente en ambos cultivos. Finalmente, para la
cepa his*.7, no se observaron cambios distinguibles en todas las colonias examinadas.
Estos resultados indican que aunque para una determinada cepa his* el cariotipo
parece inestable, los clones individuales llevan fragmentos discretos de DNA que

podrian ser indicativos de la existencia de sitios fragiles.

Alteraciones en el cariotipo

Cultivos originales Cambios en los pases
Cepas A B Protocolo I (nimero de pases) Protocolo Il (nimero de pases)
Al A2 A3 Bl 1 6 10 1 5 10
TCR2.1.1  Ninguna Ninguna Ninguna Ninguna Ninguna Ninguna Ninguna Ninguna Ninguna Ninguna
his*.1 CrR CrR CrR CrR CrR CrR CrR CrR CrR CrR
Crg 673K 5 4*(673Kb) Cr4’ 673 Kb) Cr4673Kb) Cr4" (673 Kb) Cr4 673Kb) Cra 673K 5pg*(673KD) Cr4673Kb) Cr4 673 Kb)
his*.2 cr’® cr'® cr'® cr1® crn® cr1® cr1® cr® cr’® cr®
Cr5 @50K) (55350 Kb) Cr5" (350 Kb) _ _ _ _ Cr5 (350 Kb) Cr5 (350 Kb) Cr5 (350 Kb)
- Cro(Cr2-cr3) _ _ _ - _
Cro*(Cra-Crs) _ Cricr-crs) _ _ _ _ _ _
cr?” - - - - cr?” cr?’
his*.3 Crg'G2KD) 5 g*(322Kb) Cr4"(322Kb) Cr4(322Kb) Cr4"(322Kb) Cr4 322 Kb) Cra (2K 5pg*(322Kb) Cr4(322Kb) Cr4"(22Kb)
- - - - - - cr?” - - .
his*.4 - CrR" CrR" CrR’ CrR" CrR’ CrR’ - - -
Cr4 690K (54 (690 Kb) Cr4’ (690 Kb) Cr4(690Kb) Cr4" (690 Kb) Cr4 690 Kb) Crg 60K 54690 Kb) Cr4 690 Kb) Cr4 690 Kb)
_ _ _ _ Cr4*100Kp) _ _ _ _
Cr?"<c ) Cr?"<¢ Cro"<cn
his*.5 Cr4*(1000 Kb) Cr4*(1000 Kb) Cr4*(1000 Kb) Cr4*(1000 Kb) cr4*(1000 Kb) Cr4*(1000 Kb) _ Cr4*(1000 Kb) Cr4*(1000 Kb) Cr4*(1000 Kb)
R R R - B - B *(?) *(?)
CrR CrR
- cr2®
his*.6 - - - Cr4 620 Kb) Cr4" (620 Kb) Cr4 620 Kb) Cr4* G20 Kb)
his*.7

Tabla 6.2: Alteraciones cromosémicas observadas en los cultivos originales y durante los distintos pases.
Los pases se realizaron a partir de células procedentes del cultivo A. Los cromosomas truncados se
muestran con un asterisco y entre paréntesis se muestra el tamafio aproximado de la delecion si es
conocida, y con ? si se desconoce 0 no se sabe de que cromosoma se trata.

104



MENU SALIR

~
Y2,

A PN, PS8 A AL e e A AL L8 e A
CFEFIPI I IS P EEFEEE $8dF @

B
TCR2.1.1 his* 1 his®2 his®3 TCR2.1.1 his*1 his*2 his*3
pase 1 6 10 1 6 10 1 6 10 1 6 18 101 6 10 1 8 10 1 6 10

. S .
cravk d P P

CrS —» emaw =

Cr7 —r” -
.

his=4 his*5 his*6 his*7 his*4 his=5 his™6 his~7
6 10 1 6 10 1 6 16 01 6 101 6 10 1 6 10

.

-~
- ™ — (156
:

Cr4
CrS»

89)

105



MENU SALIR

TCR2.1.1 his*1 his*.2 TCR2.1.1 his" 1 his*.2

pase 1 5 10 1 5 100 1 5§ 10 1 5 10 1 5 10 1 5 10
o A TR e AR
e Q’.;*: T e '2; 4

e P 2

Crd »
Cr5»

&

his*3  his®4  his"5  his"6  his"7 his*3 his~4  his*5  his"6  his"7
1 5101 510 1 5 101 510 1 510 1 10151015101 510 1 510

“---o"-....

- +— (C15
Cro —s -

SuperCr —» =

Fig. 9.2: Inestabilidad cromosémica en las cepas his*. (A) Cariotipos electroforéticos e hibridacion
Southern usando una sonda del gen CZF1 (ver Materiales y Métodos) de tres colonias independientes
procedentes de cultivos permanentes de la serie A (Al, A2 y A3), y de una colonia procedente de un
cultivo permanente de la serie B (B1) (B y C) PFGE e hibridacién Southern (con la misma sonda que en
A) de colonias independientes procedentes de pases a partir de masa celular (protocolo I1)(B), o a partir de
colonias individuales (protocolo I1)(C). Las flechas sefialan el marcaje de las bandas truncadas que
derivan del Cr4.
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DISCUSION CAPITULO II

El objetivo global del presente estudio fue determinar el efecto de la ausencia de
HR en la estabilidad gendmica de C. albicans. Para ello, hemos analizado la frecuencia
de aparicidon espontanea de auxoétrofos para histidina en cepas nulas rad52. Segln
nuestros estudios, las diferentes cepas del linaje SC5314 son heterozigdticas para HIS4
(HIS4/his4), pero no para ningan otro de los genes implicados en la biosintesis de
histidina. En este escenario, la ORF HIS4 es el candidato mas probable cuya alteracion
puede conducir a la auxotrofia para histidina. Hemos encontrado que los mutantes
rad52 de C. albicans exhiben una frecuencia media de produccion de cepas His™ de 2-3
x 1073, al menos 100 veces mayor (y probablemente 10° veces mayor, ver mas adelante)
que la cepa parental. Puesto que solamente hemos analizado 23000 colonias de la cepa
CAl4, no podemos hacer comparaciones mas precisas. Sin embargo, Forche et al.,
(2003) encontraron una frecuencia de 10”° eventos de recombinacién/célula/generacion
en la conversion de gall/GAL1 en gall/gall. Con independencia del mecanismo que
cause LOH (es decir, la generacion de cepas gall/gal), se puede concluir que la
inactivacion simultanea de dos alelos funcionales es extremadamente baja en aislados
clinicos de C. albicans. Nuestros resultados son notables en el sentido de que las
alteraciones genéticas analizadas en este trabajo surgieron espontaneamente y no
estuvieron influenciadas por agentes mutagénicos, como FOA, frecuentemente usados
como agentes de contraseleccién en el analisis de GCR (Yoshida et al., 2003; Chen and
Kolodner, 1999).

Los estudios de complementacion de los auxdtrofos no produjeron resultados
concluyentes. Por este motivo, hemos utilizado la nomenclatura his*.x, para referirnos a
las siete cepas His analizadas, siendo x el orden en que fueron seleccionadas en el
correspondiente escrutinio. La transformacion de las cepas rad52 de C. albicans es muy
ineficiente, debido a una intrinsecamente baja eficiencia de transformacion o a
problemas de mantenimiento de plasmidos (Tesis A. Ciudad). Sin embargo, hemos
demostrado que todos los auxotrofos analizados llevaban exclusivamente el alelo
inactivo de HIS4, lo que indica que son his4, sin perjuicio de que puedan estar afectados
en otro gen HIS.

Las cepas nulas rad52 exhibieron una alta inestabilidad genética en forma de

mutaciones puntuales. Debemos hacer notar que estas mutaciones puntuales no eran
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necesarias para inactivar la ORF, ya que, como acabamos de resaltar, todos los
auxotrofos para histidina llevaban sélo el alelo inactivo, mientras que no encontramos
ningun alelo activo con una mutacion de pérdida de funcién (ej., G929—T929) entre los
21 clones secuenciados. Debemos mencionar sin embargo que uno de los clones
representativos del alelo no funcional llevaba G929, lo que indica que podia haber
reganado Gly310 y por tanto la actividad His4p. Sin embargo, el andlisis de varios
revertientes (uno de cada cepa his*) indico que el caso comentado era la excepcion y no
la regla.

Las células diploides rad52 de S. cerevisiae exhiben un incremento significativo
(24 veces mayor) en la frecuencia de inactivacion del marcador URA3 (mutaciones
intragénicas) en comparacion con la cepa silvestre (Yoshida et al., 2003). En la misma
linea, una basqueda de genes que previenen la acumulacion de mutaciones en el gen
CANL1 de S. cerevisiae, reveladas por originar resistencia a canavanina, selecciono a
RAD52 (ademas de otros genes). En este sistema, el mutante nulo rad52 mostré un
incremento de unas 14 veces en la frecuencia de mutacién. Se ha reportado que RAD52,
asi como otros miembros del grupo epistatico de genes de recombinaciéon homologa,
suprimen las mutaciones originadas por las polimerasas pronas a causar error, Rev3 y
Pol32, asi como una gran variedad de reordenamientos cromosdémicos (Huang et al.,
2002, 2003; Kunz et al., 1998). Viceversa, la ausencia de Rad52 podria dejar a las
polimerasas Rev3 y Pol32 como Unicas responsables para rellenar las deleciones
mediante “sintesis translesion”, con la consiguiente introduccién de mutaciones.

La auxotrofia para histidina en las cepas rad52 de C. albicans estuvo
acompariada por un a explosion de eventos de LOH, la mayoria de ellos derivados de la
pérdida de cromosomas, estando particularmente afectados a primera vista aquéllos que
llevan mas genes HIS. Asi, el Chr5 (HIS1) se habia hecho totalmente homozigdtico en
todas las cepas his*, y lo mismo ocurrié con el Chr7 (HIS2 e HIS7), mientras que el
cromosoma 4 (HIS4, HIS5, e HIS6) se hizo homozigotico en todas las cepas excepto en
una que resultd ser hemizigética para dos de sus genes, HIS4 e HIS5, como
consecuencia de una fragmentacion. Por tanto, la frecuencia de pérdida de los
cromosomas 5 y 7 fue al menos tan alta como la calculada para auxotrofos His", y la del
cromosoma 4 ligeramente menor. Por otra parte, las siete cepas his sélo conservaron el
alelo no funcional de HIS4, una indicacion de que habiamos seleccionado para la
pérdida del alelo funcional. En seis casos, este evento ocurrié por pérdida del Chr4 que

contenia dicho alelo. El andlisis de los cariotipos sugirié que la pérdida del cromosoma
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4 parecio estar acompafiada de una duplicacion del homdlogo residual. Ademas, la
cuantificacion de la intensidad de las bandas marcadas radiactivamente sugirié que
cuando la copia original o una de las dos copias resultantes de esta duplicacion sufrio
una truncacion (durante el acto de replicacién o en una de las copias resultantes), la
copia residual aparentemente se re-duplicd. Estas sugerencias fueron confirmadas por
CGH al menos para las cepas his*.3 e his*.5. Es probable que la pérdida de un
cromosoma precediera a la duplicacion del homdlogo residual, lo que podria representar
un intento de restaurar la dosis génica. En este contexto, es también pertinente sefialar
que para los dos cromosomas analizados, Chr4 y Chr5, la pérdida siempre afectd al
mismo homdlogo. Aunque se ha demostrado que, al menos en ciertas cepas, puede
perderse cualquier homologo del cromosoma 5 y ademés con la misma frecuencia, en
otras un homologo se perdi6 con una frecuencia mucho mayor. Hasta la fecha no se ha
reportado nada similar para el cromosoma 4. Nuestros datos sugieren que el homdlogo
residual de este cromosoma lleva alelos funcionales de genes esenciales que estan
presentes en versiones deletéreas 0 menos activas en el homdlogo perdido.

La pérdida de cromosomas es un fenotipo bien conocido en diploides rad52 de
S. cerevisiae (Mortimer et al., 1981; Haber and Hearn, 1985) y un comportamiento
similar se ha observado en otros mutantes de recombinacién, tales como rad51 y rad54
(Klein, 2001). Por otra parte, los mutantes de recombinacion rad50, rad51, rad52,
rad50 rad52, rad51 rad52 de células diploides de S. cerevisiae (en el que el Chrlll que
Ilevaba una heterozigosis LEU2/leu2 se habia hecho hemizigético para URA3 y ADE2),
exhibieron un incremento significativo de LOH. Por ejemplo, la frecuencia de LOH en
células rad52 fue 27 veces mayor que en células silvestres, siendo la mayoria de los
eventos (50%) pérdida de cromosoma. Los mutantes rad52 también exhibieron una
frecuencia reducida de todos los tipos de recombinacion y un incremento significativo
(x 25) en la frecuencia de mutaciones puntuales intragénicas. Esta observacion indica
que rutas mutagénicas han sustituido a HR. La importancia de rad52 en HR es
subrayada por la ausencia de haplotipos recombinates en los 29 clones de HIS4
secuenciados derivados en las cepas rad52, mientras que si se observaron haplotipos
aparentemente recombinantes en la cepa SC5314 asi como en su isogénica ura3/ura3
CAI4, de la cual procedia el mutante rad52 utilizado.

Un resultado inesperado fue la alta frecuencia de GCR observada en las cepas
His™ rad52 (diferentes a pérdida de cromosoma). Al menos 4 (y en algunas muestras 5)

de las 7 cepas his* contenian copias truncadas del Cr4, y en un caso se observo una
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copia truncada del Cr5. No esta claro porqué las deleciones son tan frecuentes en el
cromosoma 4. A primera vista, el hecho de que afecten a la porcion izquierda del
cromosoma donde se localiza el marcador heterozigético HIS4 (23 kb del centrémero)
apunta a la seleccion de la auxotrofia para histidina como una razon de su abundancia.
Sin embargo, el Unico caso en que la auxotrofia deriva exclusivamente de la truncacion
de HIS4 es el representado por his*.3, lo que sugiere que pueden existir otras razones
para la alta frecuencia de truncaciones en este cromosoma. Una posibilidad es que la
truncacion preceda a la pérdida de cromosoma. En este escenario his*.3 seria una cepa
intermedia destinada a perder el cromosoma truncado. Sin embargo, nuestros analisis de
estabilidad han indicado que el fragmento truncado de ésta y de otras cepas es bastante
estable. La otra posibilidad es que, como hemos especulado anteriormente, la rotura
ocurra tras la pérdida del cromosoma homdlogo, en cuyo caso parece estar no
relacionada y ser dispensable para la adquisicion del nuevo fenotipo. Un caso claro de
este situacion lo encontramos en la cepa his*.2, que posee una truncacion en el brazo
izquierdo del cromosoma 5 no relacionada con la adquisicién de auxotrofia para
histidina, ya que el Unico gen HIS de este cromosoma, HIS1, ademas de ser
aparentemente homozigotico se localiza cerca del extremo derecho. Por tanto, mientras
que es posible, e incluso probable, que hayamos seleccionado para la pérdida de alelo
activo del cromosoma 4 (lo que ocurrié principalmente por pérdida de cromosoma), no
hemos seleccionado para deleciones cromosomicas, las cuales, en la mayoria de los
casos, no parecen estar relacionadas con la adquisicion del fenotipo seleccionado. Es
mas probable que representen acontecimientos frecuentes que surjan tras la pérdida del
homdlogo del cromosoma 4 que lleva el alelo HIS4 funcional y por tanto represente un
rasgo frecuente de las cepas rad52 de C. albicans. En un estudio previo, hemos
observado también deleciones cromosdmicas en los mutantes Sou® derivados de rad52,
pero en este caso s6lo investigamos las que implicaban al cromosoma 5 (Andaluz et al.,
2007).

Se piensa que DBSs ocurren espontaneamente en las células silvestres. Sin
embargo, ello no resulta necesariamente en fragmentacion de cromosomas, puesto que
la transicién del primer evento al segundo requiere el arrastre de cada una de las
cromatidas hermanas a una célula hija por el huso acromatico. En S. cerevisiae, la
fragmentacion es normalmente evitada por la induccion del checkpoint de dafio a DNA,
que detiene las células en metafase dando tiempo para reparar el dafio cuando las

cohesinas aun mantienen unidas ambas cromatidas. De hecho, se ha descrito que a este
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respecto las funciones del checkpoint actian sinérgicamente con las funciones de HR
(Klein, 2001; Myung et al., 2001). Incluso en células deficientes en HR, el checkpoint
de dafio a DNA podria facilitar la adicién de telémero, ya que la telomerasa es mas
activa durante las fases S o G2 del ciclo celular (Diede and Gottschling, 1999; Marcand
et al., 2000). Si la reparacion es lenta, las células se adaptan a la parada por checkpoint
y el cromosoma roto segrega erroneamente. Estudios recientes han mostrado que, en
celulas silvestres, durante la metafase las dos mitades del cromosoma roto son
mantenidas juntas por los componentes de la maquinaria de recombinacién, incluyendo
el complejo Rad50-Mrell-Xrs2 y Rad52, que se unen a y mantienen ligados los
extremos de DNA. La eliminacién de estos componentes promueve la pérdida de
asociaciones intracromosomicas entre los fragmentos centricos y acentricos (que no
contienen el centromero) en la entrada en metafase, con lo que las cromatidas rotas no
pueden repararse. En la transicion metafase-anafase, el fragmento cromosdmico
acéntrico es segregado junto con su cromatida hermana en la misma célula. Ademas, en
estos mutantes, el fragmento céntrico también segrega de manera correcta menos
frecuentemente que el cromosoma no roto (Kaye et al., 2004, Lobachev et al., 2004).
Por lo tanto, la presencia de defectos intrinsecos en la reparacién de DBS espontaneos
en los mutantes rad52 de C. albicans podria explicar la frecuente pérdida de un
homologo (segregacion incorrecta del fragmento céntrico). De manera analoga, la
pérdida de las interacciones intracromosomicas (entre fragmentos rotos) derivada
también de la pérdida de Rad52 y podria explicar la alta frecuencia de fragmentacion de
cromosomas observada en estos mutantes (segregacion incorrecta del fragmento
acéntrico).

Todas las deleciones analizadas en este estudio parecen corresponder a roturas
de cromosomas que son reparadas mediante la adicion de telémeros mas que a
deleciones intersticiales, como sugiere la ausencia de marcadores adyacentes o cercanos
al telémero en el brazo correspondiente de los cromosomas truncados. La alternativa es
que los telémeros o las secuencias subteloméricas que carecen de ORFs actlen como
sustratos de recombinacion para originar deleciones intersticiales (ej. SSA u otros tipos
de HR) en C. albicans. Esto es improbable, puesto que ocurrieron en cepas rad52 que
son deficientes o estan muy afectadas en las rutas de HR. Se ha reportado que la
mayoria de GCR ocurridos en células de S. cerevisiae deficientes en HR implicaban
adicion de telémeros, un proceso que requiere una telomerasa funcional (Pennaneach

and Kolodner, 2004), mientras que la frecuencia de las translocaciones disminuia con
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respecto a la cepa silvestre (Myung et al., 2001; Pennaneach et al., 2006). La naturaleza
exacta del dafio al DNA que conduce a GCR no se ha caracterizado definitivamente.
DBS espontaneas pueden generarse por agentes que dafian el DNA o endonucleasas,
pero también por errores durante la replicacion del DNA o la progresion de la horquilla
de replicacion tras las lesiones. Por ejemplo, una mella en la banda lider o retardada
conduce a la formacién de extremos romos 0 con extremos 3 -protuberantes
respectivamente. (Friedberg, 2005). Cuando las DBS no son reparadas por HR, como
ocurre en ausencia de Rad52, la porcion céntrica del cromosoma (el fragmento que
contiene el centromero) puede todavia ser reparado mediante la adicién de un nuevo
telomero; los extremos 3’ de cadena sencilla, generados por la reseccion del extremo del
cromosoma roto, parecen ser las dianas mas probables para la adicion de novo de
telomero in vivo (Kramer y Haber, 1993; Schulz and Zakian, 1994; Myung and
Kolodner, 2003; Pennaneach et al., 2006). Una posibilidad es que los puntos de rotura
que estamos observando ocurran en genes que estan siendo transcritos activamente,
puesto que se sabe que la transcripcién estimula la recombinacion mitética (Aguilera,
2002). Sin embargo, es también posible que las roturas ocurran en sitios fragiles cuya
presencia en levaduras ha sido ya sugerida (Cha and Kolodner, 2002). Estos sitios
podrian contener secuencias que presentan dificultades de replicacion, debido a una
combinacién de un avance lento de las horquillas de replicacion (por ejemplo por
reduccion en la expresion de la subunidad catalitica de la DNA polimerasa o, Pollp -
Lemoine et al., 2005-), otras perturbaciones en la replicacion del DNA (tal como
mutaciones en la DNA polimerasas a 0 &; -Gordenin et al., 1993-) y la presencia de
secuencias con repeticiones invertidas. La replicacion incompleta o retardada conduce a
la formacion de huecos en las bandas recién replicadas y en consecuencia a la aparicién
de DSB (revisado por Arlt et al., 2006). Bajo condiciones normales, la HR repara las
lesiones y produce un incremento en la frecuencia de eventos de recombinacion
mitotica, incluyendo intercambio entre crométidas hermanas. Por el contrario, es de
esperar que en ausencia de HR, se produzcan roturas de cromosomas. Un analisis
sistematico de puntos de rotura en nuestro sistema puede ayudar a entender las
caracteristicas de los sitios fragiles en C. albicans.

La alta frecuencia de truncaciones sugiere que las cepas his* han adquirido un
nivel adicional de inestabilidad genética, que estaba ausente en la cepa rad52 de la cual
derivaron. Esta inestabilidad queda reflejada en la extrema inestabilidad de los
cariotipos, cuando se comparan con el de la cepa parental rad52, asi como por la alta
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frecuencia de reversion a la prototrofia para histidina, que contrasta con la alta
estabilidad de una cepa His obtenida por disrupcion del alelo funcional. Del mayor
interés resultd la observacion de que el andlisis de varios revertientes no fuera nunca
causado por la reversion T929 —G929, lo que sugiere que la alta inestabilidad genética
habia generado mutaciones de segundo sitio que de alguna manera introducen Gly en
lugar de la Val codificada por el triplete en la posicion 310 de His4p. ElI cambio de
aminoacido podia estar mediado por una sustitucion C — A en el anticodon de uno de
los tRNAs de Gly, (i.e. CCC — CAC). Una alteracion similar origind un fenotipo
mutador en Escherichia coli, que resulté estar mediado por una corrupcion traduccional
de la DNA polimerasa Ill, a través de la modificacion de la subunidad catalitica (o) o de
lectora de pruebas (¢) (Al Mamun and Humayun, 2006). Entre los potenciales
candidatos a sufrir corrupcién por errores traduccionales se encuentran las diferentes
subunidades de las DNA polimerasa (véase mas adelante). La menor tasa de
crecimiento de los revertientes encajaria en una situacion de este tipo.

Nuestros resultados sugieren que C. albicans difiere de S. cerevisiae en muchos
aspectos. Primero, en un estudio llevado a cabo por Yoshida et al. (2003) en S.
cerevisiae, solo un raro clon rad52 experimentd LOH por pérdida de cromosoma
seguida de duplicacion del homélogo restante, mientras que en los mutantes rad52 de C.
albicans la reduplicacion parece ser la regla. Segundo, la clase de eventos representados
por truncacion directa o duplicacion de cromosomas seguida de delecidén no se observd
en mutantes diploides rad52 (Yoshida et al., 2003), mientras que fue muy frecuente en
cepas rad52-AA de C. albicans. Es claro que la rotura de cromosomas ocurre (0 esta
muy incrementada) como consecuencia de la ausencia de Rad52, puesto que no se ha
reportado durante la reversion de células silvestres (Rad52") Sou™ a Sou”, un proceso
que tiene lugar por duplicacion de la copia residual del Cr5 (Janbon et al., 1999). Por el
contrario, la rotura de cromosomas se ha observado durante la generacion de mutantes
Sou™ a partir de mutantes rad52 (Andaluz et al., 2007). Interesantemente, la truncacion
cromosOmica seguida de la adicion de novo de telomero contribuyd al 45 % de GCRs en
un ensayo experimental basado en la presencia de marcadores seleccionables
localizados en el segmento terminal no esencial del cromosoma V en una cepa haploide
silvestre de S. cerevisiae (Chen and Kolodner, 1999), y su frecuencia se incremento en
los derivados rad52 (Myung et al., 2001; ver también mas arriba). Por tanto, en este

respecto, C. albicans se parece mas a células haploides que a diploides de S. cerevisiae.
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Y tercero, los eventos genéticos que conducen a la auxotrofia para histidina en C.
albicans parecen ir acompafiados por maltiples alteraciones genéticas, principalmente
pérdida y/o truncaciéon de cromosomas y mutaciones puntuales, no relacionadas a con
aqueélla, como si algunas células hubieran adquirido un fenotipo mutador excepcional,
una de cuyas manifestaciones seria la auxotrofia para His. Ye hemos especulado que
una o mas lesiones en el DNA causadas por la mutacién rad52 podia conducir a la
corrupcion de una o mas DNA polimerasas, que serian las responsables més directas de
la asombrosa inestabilidad genética de las cepas his*.

En humanos, un buen nimero de enfermedades estdn asociadas a respuestas
defectivas a diversos tipos de dafio al DNA (Frieberg et al., 2005), y el desarrollo y
progresion del céncer se correlacionan con la inestabilidad genética que conduce a
reordenamientos cromosomicos (GCR). Por ejemplo, mutaciones en BCRAL y BCRA2
estan implicadas en el 15-25% de casos familiares de cancer de mama. BCRA2 se une
directamente a Rad51 y recuerda las funciones mediadoras de Rad52 en eucariotas
superiores, lo que sugiere que en eucariotas superiores BCRA2 ha reemplazado a Rad52
en muchas funciones. Por otra parte, C. albicans es, al igual que las células somaticas
humanas, diploide y posee una elevada cantidad de polimorfismos. Estas caracteristicas,
junto con los recientes avances en el conocimiento tanto de su genoma como de su
biologia molecular, convierten a C. albicans en un sistema genético atractivo para
identificar y caracterizar reordenamientos genéticos, lo que proporciona una nueva

dimensidn al andlisis de los procesos de recombinacion en C. albicans.
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CONCLUSIONES

1. Lacepa de C. albicans SC5314 y su derivado CAIl4 son heterozigoticos para el gen
HIS4. Dentro de la ORF HIS4 hemos encontrado 11 SNPs, siete sinGnimos y cuatro
no sindnimos que definen dos haplotipos. La funcionalidad est4 determinada por la
base presente en el SNP*?°, de manera que G determina funcionalidad y T determina
no funcionalidad debido a la presencia de Gly**® o Val®™, respectivamente. Este
cambio se encuentra dentro del mddulo His4B de la proteina His4, por lo que
afectaria a su actividad como fosforibosil-ATP pirofosfatasa.

2. La generacion de auxotrofos para histidina en estas cepas tras tratamiento con luz
UV parece involucrar (1) recombinacién mitética entre alelos, seguida de la
segregacion del alelo no funcional dentro de la misma célula, (2) pérdida de una
copia del Cr4 (donde se localiza HIS4), o (3) una combinacion de ambos procesos.

3. Hemos encontrado indicios de una frecuencia significativa de recombinacién
mitotica dentro de la ORF del gen HIS4, que puede haberse producido por
recombinacion intragénica entre los dos alelos existentes.

4. El SNP*® se identifico también en la cepa 3153A gque mantenemos en nuestro
laboratorio, si bien esta cepa no origind auxotrofos para histidina debido a que
contiene tres copias del Cr4. En cambio dicho SNP estuvo ausente en otras cepas
comunmente utilizadas en diferentes laboratorios como la 1001, 1006 y 4918. A
diferencia de las cepas SC5314 y CAI4, estas tres cepas no originaron auxotrofos
para histidina tras el tratamiento con luz UV.

5. EIl andlisis de la region promotora del gen HIS4 de C. albicans identificd las
secuencias de union de algunos activadores transcripcionales, incluyendo los
involucrados en el control transcripcional de la sintesis de aminoacidos en
levaduras. Los dos alelos HIS4 de la cepa CAl4 se expresan simultaneamente en la
célula, aunque parece que el alelo inactivo se expresa en menor medida. La
presencia de un SNP (posicién -146; G alelo 1, A alelo 2) en la regién promotora del
gen HIS4 podria explicar este resultado. Ademas, la presencia o ausencia de
histidina en el medio no afecta significativamente el nivel relativo de expresion del
alelo activo.

6. Los mutantes rad52 de C. albicans mantienen los dos alelos HIS4 presentes en el
linaje de la cepa SC5314.
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7.

10.

Los mutantes rad52 de C. albicans exhiben una frecuencia media de LOH
(determinada por la aparicion de auxotrofos para histidina) al menos 100 veces
mayor que la cepa parental CAl4, siendo la pérdida de cromosoma el evento mas
comun que la origina. La ausencia de clones recombinantes entre los clones HIS4
obtenidos de estos mutantes sugiere que la recombinacion mitdtica esta disminuida
respecto a la observada en los parentales SC5314 y CAl4.

Las cepas nulas rad52, asi como sus derivados His", exhibieron también una alta
frecuencia de mutacion puntual dentro de ORF HIS4. Esta frecuencia de mutacion
puede ser la responsable de la alta frecuencia de reversion que sufren los derivados
His’, aunque este proceso es independiente de la restauracién de Gly*'°.

Finalmente, las cepas rad52 His™ muestran alta frecuencia de fragmentacion de
cromosomas que no esta relacionada con la adquisicion de la auxotrofia. Ademas,
parece que tras la pérdida o rotura de un cromosoma tiene lugar una duplicacion del
homdlogo residual o del homélogo no truncado, respectivamente. Las roturas que
originan los cromosomas truncados en estas cepas parecen ser reparadas mediante la
adicion de telémero de novo. Estos cromosomas truncados se mantienen
razonablemente estables a lo largo de varias generaciones.

Hemos sugerido que la inestabilidad genética tan acentuada que presentan las cepas
rad52 His™ es debida a una mutacion adicional ocurrida en el parental rad52, como
consecuencia del fenotipo mutador de este mutante. La nueva mutacién podria

afectar a componentes clave de la maquinaria de replicacion.
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MATERIAL Y METODOS

I. Cepasy condiciones de cultivo.

Cepa Genotipo Parental Referencia
SC5314 Wild type Gillumetal., 1984
CAF2 Aura3::imm434 SC5314 Fonzi e lrwin, 1993
CAl4 Aura3::imm434/Aura3::imm434  CAF2 Fonzi e Irwin, 1993
1001 Wild type (ATCC 64385)
Navarro-Garcia et al.,,
1998
1006 Arg’, Ser, Lys’, ura3, Mpa® CBS5736* Van Uden &Buckely, 1970
834 (STN57) Suzuki et al., 1986
ATCC32032 Goshorn et al., 1992
DSM3454 Chuetal., 1993.
IFO1856
3153A Wild type Evans et al., 1974
4918 Wild type Manning & Mitchell, 1980
H47A2A Aura3::imm434/Aura3::imm434  CAIl4 Este trabajo
Ahisd:: hisG/Ahis4:: hisG
SN148 argd/argd leu2/leu2 hisl/hisl RM1000#2 Noble and Johnson, 2005
ura3::imm434/ura3::imm434
irol::imm434/irol::imm434
TCR2.1 Aura3::imm434/4ura3::imm434  CAl4 Ciudad et al., 2004
Arad52::hisG/Arad52::hisG-
URA3-hisG
TCR2.1.1 Aura3::imm434/4dura3::imm434  CAl4 Ciudad et al., 2004

Arad52::hisG/Arad52::hisG

Tabla I: Cepas utilizadas en este estudio. * Diferentes nombres de la cepa CBS5736/ATCC32032

Las cepas utilizadas en este estudio estan indicadas en la Tabla I; y provienen de
la cepa prototréfica SC5314, la cual fue usada para secuenciar el genoma de C.
albicans. Las células fueron crecidas normalmente a 28° C en medio YEPD (2% de
Glucosa, 1% de extracto de levadura y 2% de Peptona). Para el aislamiento de los
auxoétrofos His’, las células fueron crecidas en medio sintético SC completo y las
colonias resultantes fueron replicadas en placas de medio SC menos histidina. Cada
colonia original de los siete auxotrofos para histidina procedentes de la cepa TCR2.1.1
(his*.1-7) se reaisld en YEPD y se comprobd que originaba células que no crecian en
medio SC menos histidina. Una de las nuevas colonias se utiliz6 para inocular dos

matraces de medio YEPD que se crecieron hasta DO = 1. Estos cultivos se recogieron
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independientemente (series A y B), se dividieron en pequefios lotes y se guardaron a -
80°C.

Il. Transformacion de C. albicans.

El método de transformacion de C. albicans usado en este estudio esta basado en
el que se ha descrito en Wilson et al., 1999. Cultivos crecidos durante toda la noche se
usaron para inocular, en una dilucién de 1/100, 50 ml de YEPD +uridina, y se incubaron
a 30° C durante dos generaciones (3-4 horas). Las células se recogieron, y una vez
lavadas con 25 ml de agua estéril, se resuspendieron en 1 ml de tampén LATE (0,1M de
Acetato de Litio, 10 mM de Tris-HCI pH 7.5, 1 mM de EDTA). 0,1 ml de esta
suspension se mezcl6 con 10 ul de DNA de esperma de salmén sonicado (Stratagene),
1-25 nug de DNA control, y 600 ul de tampdn PLATE (50 % de Polietilenglicol 4000 en
el tampdn LATE), y se vorted fuertemente. Después de una incubacién a 30° C durante
toda la noche, la mezcla se somete a un choque térmico a 42° C durante 15 minutos. Las
células son recogidas, y una vez lavadas con 1 ml de agua esteril se siembran en placas

de medio selectivo (SC-Ura). Las placas se incuban a 30° C durante 2-3 dias.

I1l. Test de fluctuacion.

Este test fue realizado para calcular la frecuencia de auxétrofos His™ en las cepas
CAF2, CAl4, TCR2.1 y TCR2.1.1. Ocho colonias aisladas en YEPD de las cepas CAl4
(16 horas) y TCR2.1.1 (48 horas) fueron diluidas en agua y cerca de 2500 colonias
fueron sembradas en placas de medio completo YEPD a una densidad cercana a 300
células por placa. Después de 24 horas, en el caso de la cepa CAl4 y CAF2, y 48 horas
para las cepas TCR2.1.1 y TCR2.1, las colonias se replicaron en medio SC sin histidina
y fueron analizadas a las 24 horas y 48 horas después, respectivamente. Los posibles
auxotrofos para histidina encontrados fueron verificados mediante replica de nuevo en

el mismo medio (SC sin histidina).
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IV. Analisis de la estabilidad de cariotipos.

Para abordar esta cuestion, analizamos en primer lugar posibles variaciones en
las dos series de cultivos permanentes guardados a -80°C (series A y B, ver apartado I).
Se tomaron tres muestras de la serie A (Al, A2, y A3) y una de la serie B que se
sembraron en una placa de YEPD. En cada caso los cariotipos se obtuvieron a partir de
una colonia de esta placa seleccionada al azar; después los cariotipos electroforéticos se
sometieron a hibridacién Southern utilizando una sonda del cromosoma 4 (CZF1). En
una segunda serie de experimentos, analizamos los cariotipos de los descendiente de
celulas de la serie A, utilizando dos protocolos complementarios. El primer protocolo
(protocolo 1) se disefid para determinar cambios no acumulativos presentes en la
poblacién (Fig. 9.2B). Con este objetivo, células de un cultivo permanente guardado a -
80°C se utilizaron para inocular por estria una placa de YEPD. Se tom6 masa celular de
la region de crecimiento confluente y se pas6 sucesivamente a 9 nuevas placas con el
mismo medio. Se tomd una colonia aislada de las placas de los pases 1, 6 y 10, y se
crecio en medio YEPD liquido para preparar las muestras para el analisis de los
cariotipos. El segundo protocolo (protocolo I1) se disefid para detectar cambios
acumulativos en los pases sucesivos (Fig. 9.2C). Una nueva placa de YEPD se inocul6
por estria con células de un cultivo permanente de la serie A, y los pases se hicieron
igual que antes pero siempre a partir de una colonia aislada. Colonias de los pases 1, 5
and 10 se seleccionaron al azar y procesaron como en el caso anterior para analizar los

cariotipos.

V. Extraccion de acidos nucleicos y analisis.

a. Analisis Southern.

La extraccion de DNA se llevo a cabo mediante el método de obtencion de
protoplastos con Zymoliasa (Sherman et al., 1982). En otros experimentos se utilizo el
método basado en el protocolo “Smash and Grab” (Hoffman y Winston, 1987). Un
cultivo de 15 ml crecido hasta una DO entre 1 y 2 se centrifugd a 3000 rpm durante 5
min. A continuacion las células se suplementan con 200 ul de “breaking buffer” (2%
Triton X-100, 1% SDS, 100 mM NaCl, 100 mM Tris.Cl pH 8, y 1mM EDTA pH 8),
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200 ul de “glass beads” (Sigma) y 200 ul de wuna solucién PCI
(Fenol/Cloroformo/Alcohol Isoamilico) al 24:24:1 y se lisan mediante agitacion en
“vortex ” (durante 4 min.). El extracto se centrifugé tras la adiccion de TE (200 pl; 10
mM Tris; 1 mM EDTA). El sobrenadante se precipitd con Etanol absoluto (2.5 V) y se
lavé con Etanol al 70 %, resuspendiéndose en 400 ul de TE. La suspension fue
suplementada con 3 ul RNAasa (10 mg/ ml) para eliminar el RNA. Tras la incubacién a
37° C, el DNA se precipitdé nuevamente con 7.5M de NH4OAc (5.3 ul) y 1 ml de
Etanol, y se lavé con Etanol al 70 %.

Anadlisis mediante hibridacion Southern sometié al DNA gendmico a digestion
con las enzimas de restriccion indicadas, y a electroforesis transferida a nitrocelulosa e
hibridada con un fragmento de DNA utilizado como sonda marcado radiactivamente
con P (a** —dCTP). La solucién de hibridacién contenia 6x SSC, 12.5x reactivo
Denhardt’s [1% (p/v) ficoll, 1% (p/v) polyvinylpyrrolidona, 1% (p/v) BSA fraccion V],
0.5 % (p/v) SDS y 100 pg/ml de DNA de esperma de salmon (Stratagene). Después de
la hibridacion la membrana se lavé primero a 65° C con una solucién 5x SSC/0.1 %
SDS y luego con otra 0.1x SSC/0.1 % SDS. Las bandas marcadas se revelaron
utilizando el Molecular Imager FX (Bio-Rad Laboratories). La cuantificacion de las
bandas marcadas isotopicamente se realizo utilizando el Quantity ONE-1D Software
(Bio-Rad).

Las sondas utilizadas se sintetizaron utilizando los oligonucleétidos indicados en
la Tabla Il. Los genes CZF1 y PHR1 exhiben un polimorfismo de restriccion (RFLP)
asociado a las enzimas Sspl y BamHI respectivamente (Xi Chen, comunicacién
personal; Chen et al., 2004).

b. Analisis Northern.

Para el andlisis Northern, todas las cepas fueron crecidas en agitacion a 30° C en
medio sintético con histidina. Las muestras de RNA fueron extraidas mediante el
método “hot phenol” (Schmitt et al., 1990). 15 ug de cada una de las muestras fue
corrido en condiciones desnaturalizantes. Para ello, las muestras se incubaron a 65° C
durante 10 minutos en 1x tampon de RNA (0,02 M MOPS, 5 mM acetato sédico, 1mM
EDTA pH 7), 50% (v/v) de formamida y 15% (v/v) de formaldehido al 37% (p/v).
Previa adicion de 4ul de 6x tampdn de carga [74 % (p/v) sacarosa, 0,2% SDS, 8% de
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azul bromofenol saturado], se cargaron en un gel al 1% de agarosa con 1x tampon de
RNA y 15% de formaldehido al 37%, y se corrieron en 1x tampon RNA y 15% de
formaldehido. Una vez corrido se transfiri6 a membrana de nitrocelulosa. Tras la
transferencia ésta fue hibridada con las sondas correspondientes marcadas con *2P (o —
dCTP). Primeramente, se utiliz6 como sonda un fragmento de de 624 pb del gen HIS4
amplificado por PCR a partir del DNA de la cepa CAI4 mediante los oligonucledtidos
HIS43-F e HIS44-R (Tabla Il; Fig. 8.1). La sonda para determinar expresion de ACT1
se amplificé igualmente por PCR usando los oligonucledtidos indicados en la Tabla I1.
Tras la transferencia a membranas de nitrocelulosa, estas fueron hibridadas con las

sondas correspondientes marcadas con **P.

Sonda Oligonucle6tidos Tamano

CZF1 CZF1-F 5',—CACAATCTGTAGGTTACCTAG—;% 382 pb
CZF1-R 5 -TGCTGCTCTGATGGAGACAA-3

PHR1 PHRl-F5':TAAACGTGACGTCAAGTATT-B’ 425 pb
PHR1-R 5"-ACGATCATCTAATGAACCAC-3

RBT7 RBT7-F Si—GAGTGAAAAATAAGTGACGAAC—,B' 1009 pb
RBT7-R5 -TTAGGATGTACCACACTTCATC-3

HIS4 HIS43-F 5°- ATTGCCGAAATTAGATAGTA-3’ 624 pb
HIS44-R 5°- TTTTTCTTTTGGTAATTGTG-3’

ACT1 ACT-F 5’-GCTGCTTTAGTTATCGATAACGG-3 279 pb

ACT-R’5’-GTGGAGCAACTCTCAATTCATTG-3’

Tabla I1: Oligonucle6tidos utilizados para la sintesis de las sondas correspondientes.

c. PCR alelo-especificay RT-PCR.

Las reacciones fueron disefiadas esencialmente como descrito en Holmes et al.,
2006. Para la PCR alelo-especifica fue usado como primer comun y directo el
oligonucle6tido HIS42-F (ver Tabla Ill), localizado en la posicién 370 de la ORF del
gen HIS4, junto con los primers reversos especificos de los dos alelos correspondientes
(activo e inactivo). Como primer especifico del alelo 2 (activo) fue usado el
oligonucledtido correspondiente al SNP en la posicion 769 (C/G, 769G), mientras que
el primer especifico del SNP 929 (T/G, 929T) fue el especifico del alelo 1 (inactivo).
Esta PCR fue optimizada a una temperatura de anillamiento de 50° C y como molde

fueron usados 50 ng de DNA genomico. La utilizacion del primer comdn junto con el
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reverso especifico del alelo 1 amplifica una banda de 579 pb, mientras que con el primer
reverso especifico del alelo 2 la banda es de 419 pb.

Para la RT-PCR, todas las cepas se crecieron en agitacion a 30° C en medio
sintético con histidina. Las muestras de RNA fueron extraidas mediante el método “hot
phenol” (Schmitt et al., 1990) y tratadas con DNA-asa (Roche) para eliminar la
contaminacion de DNA. Las muestras tratadas (10 pg) se usaron como molde para la
produccion de cDNA usando el primer HIS43-R (Tabla Ill) y la Retrotranscriptasa
reversa (SuperScript 11 (RT) RNA-ase H-Reverse Transcriptase; Invitrogene), en el caso
de la RT-PCR especifica de alelo, y con Random Primer (Invitogene) y la misma
retrotranscriptasa para la RT-PCR convencional. Las reacciones control, para confirmar
que la amplificacion no fue resultado de la contaminacion de DNA en las muestras de
RNA, se trataron de la misma manera pero sin la adicion de SuperScript Il. La presencia
del alelo 1 o 2 en las muestras de cDNA fue confirmada usando los mismos primers y
condiciones utilizadas para la PCR alelo-especifica. Los oligonucleétidos utilizados
para la RT-PCR convencional se exponen en la Tabla I11.

PCR Alelo-especifica

Primer directo comdn (HIS42-F) 5’-GAAATATAATGCCAATGAAA-3’
Primer especifico alelo 1 (9290FF-R) 5’-TAAACGTTTAGTGTAGGACA-3’
Primer especifico alelo 2 (7690N-R) 5’-ACCATAAACTGAATCACATC-3

RT-PCR alelo-especifica

Primer reverso para produccion cDNA (HIS43-R)  5’-GTTTAGTGTAGGACCCTTCA-3’

Primers alelo 1 y2 Como los primers para la PCR alelo especifica

RT-PCR Tamano

HIS4 HIS42-F 5’-GAAATATAATGCCAATGAAA-3’ 571 pb
HIS43-R 5’-GTTTAGTGTAGGACCCTTCA-3’

ACT1 ACT-F 5’-GCTGCTTTAGTTATCGATAACGG-3’ 276 pb
ACT-R 5’-GTGGAGCAACTCTCAATTCATTG-3’

Tabla I11: Oligonucledtidos utilizados para la PCR alelo-especifica y la RT-PCR.

V1. Electroforesis de campo pulsante (PEGE).

Se inocularon 10 ml de YPD con 0.1 ml de muestra de un cultivo exponencial de

C. albicans. El cultivo fue mantenido en agitacion a 30° C durante 48 horas. Las células
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se centrifugaron, se lavaron dos veces con 50 mM de EDTA, pH 8, y se resuspendieron
en 1 ml de CPES (40 mM Acido Citrico, 120 mM Fosfato de Sodio, 20 mM EDTA, pH
8, 1.2 M Sorbitol y 5mM dithiotreitol) suplementado con 0.2 mg de Zymoliasa 20000.
Una alicuota de 1ml de CPE (igual que el CPES pero sin sorbitol y DTT), que contiene
1% de agarosa de bajo punto de fusion a 50° C, se suplemento y el total fue mezclado
fuertemente. Alicuotas de 200 ul se transfirieron después a un molde de muestras y se
mantuvieron a -20° C. Cuando los bloques (“plugs”) se solidificaron, fueron transferidos
a tubos de test, suplementados con 6ml de CPE, e incubados a 30° C durante 4 horas. El
CPE se remplazo despuées con 5ml de tampon TESP (1M Tris-HCI, 0.5 M EDTA, 2%
SDS, 1 mg /ml de Proteinasa K) y se incub6 durante toda la noche a 50 °C. Las muestras
se lavaron después 3 veces con TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA) a 50° C y 6 veces a
temperatura ambiente. Los “plugs” se almacenaron a 4° C en 50 mM EDTA, pH 8.

Dos protocolos diferentes fueron usados para separar los cromosomas. En el
primer protocolo, todos los cromosomas se separaron excepto para los homélogos del
Cr6 y Cr7. Las muestras se sometieron a electroforesis en un aparto de electroforesis de
campo pulsante (Rotaphor, Biometra), en un gel de 0.6 % de agarosa durante 24 horas a
80V con una rampa lineal de 120-300 segundos, y después 48 horas a 80V con 420-900
segundos de rampa lineal. Un segundo protocolo fue usado para separar ambos
homologos de los cromosomas mas pequefios, Cré y Cr7 (Legrand et al., 2004; Lephart
et al., 2005). En este caso, las muestras se corrieron en un gel al 1% de agarosa a 180V
con una rampa lineal de 60-120 seg., 120° de angulo durante 48 horas; y después a 120

V con 300-420 seg. de rampa lineal, 120° durante 48 horas, en el mismo aparato.

VII. Anélisis de los polimorfismos en el Cr4 y Cr5.

Se comprueba la heterozigosidad existente en el locus MTL (Cr5) mediante
PCR, utilizando los primers y el protocolo descrito en Rustad y colaboradores (2002)
(excepto la temperatura de anillamiento que fue a 55° C en vez de a 57° C), para la
amplificacion de tanto el gen MTLal como MTLalphal. El estado del Cr4 se
comprueba mediante el analisis del polimorfismo de restriccion (RFLP) existente en tres
loci: RBT7 (4N), CZF1 (4H) y PHRL1 (4F2). En el del gen RBT7, se amplificé por PCR
un fragmento de 1009 pb usando los primers RBT7-F y RBT7-R (ver Tabla II). El

producto de PCR fue cortado con la enzima Alul, proporcionando dos fragmentos de
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310 pb y 279 pb que diferencian los dos alelos. En el caso de los polimorfismos de los
genes CZF1 y PHR1, el DNA fue cortado con las enzimas Sspl y BamH1,
respectivamente. EI DNA se transfirio e hibrid6 con sondas amplificadas por PCR
usando los oligonucledtidos CZF1-F y CZF1-R (ver Tabla II), que amplificaron una
sonda de 382 pb para el gen CZF1, y PHR1-F y PHR1-R (ver Tabla II), que
amplificaron una sonda de 425 pb en el caso del gen PHR1. Las bandas
correspondientes proporcionadas tienen un tamafio de 2.3 kb y 1.8 kb en el caso del gen
CZF1,y 8.4 kby 7.4 kb para el PHR1.

VIII. Hibridacion Gendémica Comparada (CGH).

La hibridacion genémica comparada (CGH; Comparative Genomic Hybridation)

fue realizada como se describié en Selmeki et al., 2005.

IX. Construcciéon del casete de interrupcién del gen CaHI154.

Se utiliza el vector pDMHIS4 (Navarro-Garcia et al., 1998), el cual contiene
clonada la ORF silvestre del gen HIS4 (2517 pb) de la cepa 1001 de Candida albicans.
El fragmento EcoRI-Sacl de 3628 pb procedente de este vector se subclond en los
mismos sitios del vector pPGEM-7Z(+). La construccion resultante (pHIS4) se corta con
Pstl para eliminar la parte central del gen (1536 pb), y después de tratamiento con la
enzima Klenow, se inserta el URA-blaster (Fonzi and Irwin, 1993) mediante extremos
romos. Se obtiene asi el vector pH4, cuyo fragmento de 5813 pb Xhol-Sacl es utilizado
para transformar la cepa silvestre de C. albicans CAl4 (Fonzi and Irwin, 1993). Las
cepas resultantes interrumpidas en el locus HIS4 son identificadas mediante Southern
blot empleando como sonda el fragmento Xhol-Sacl utilizado como casete para la
interrupcién del gen (datos no mostrados). Alternativamente, los transformantes se

analizaron por PCR utilizando los oligonucle6tidos mostrados en la Tabla 1V.
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Oligonucleotidos Secuencia Tamafio
URA1 5-GGTATAGAAATGCTGGTTGG-3" 4 7 1
HIS45-R 5- CTTTAGCTTGTCTCTCCACT-3 :
HIS41-F 5- TCCTCCACAAGTGATAAGTT-3 4 oc p
URA2 5’-CGAATCAATGGCACTACAGC-3’ '
HIS41-F 5- TCCTCCACAAGTGATAAGTT-3  , 5 \p
HIS45-R 5- CTTTAGCTTGTCTCTCCACT-3 '

Tabla IV: Oligonuclettidos utilizados para detectar la interrupcion correcta de uno de los alelos HIS4 en
la cepa CAl4. La localizacion de alguno de ellos se muestra en la Tabla V1.

Los transformantes correctamente interrumpidos en el locus HIS4 se utilizaron
para comprobar el estado del alelo restante o no interrumpido. Para ello, el DNA de
estas cepas (16 en total) fue extraido, y utilizado como molde para amplificar una zona
del locus HIS4 (726 pb) que habia sido sustituida por el casete en el alelo interrumpido.
El casete de integracion se integra desde las posiciones 524 a 2061 del gen HIS4 de C.
albicans. Los primers utilizados fueron el HIS44-F (posicion 1352) e HIS45-R
(posicion 2059); de tal manera que el producto de PCR sintetizado, y luego
secuenciado, nos pondria de manifiesto los SNPs existentes entre la G/C'™*® al T/A™

del alelo no interrumpido.

X. Mutagénesis Dirigida.

Con objeto de originar cambios en aminoacidos especificos del gen HIS4 de la
cepa 1001, se utilizé un KIT de Mutagénesis Dirigida (QuikChange® 11 Site Directed
Mutagenesis Kit; Stratagene). Los cambios fueron realizados en el vector pRMH1
(Navarro-Garcia et al., 1998), que contiene dicho gen. Mediante oligonucleétidos
especificos que contienen las sustituciones deseadas en una posicion central (ver Tabla
V), fueron introducidos, de manera independiente, cambios directos en las posiciones
769 (G—C) y 929 (G—T) de la secuencia nucleotidica. Se utiliz6 como molde para la
mutageénesis el vector de pHIS4 de 6625 pb (ver arriba), el cual contiene el gen HIS4 de
la cepa 1001. Una vez realizada la reaccion de mutagénesis, las construcciones
resultantes fueron secuenciadas para comprobar el cambio correcto en las posiciones
correspondientes. El fragmento EcoRI-Sacl de 3628 pb de las correctas fue subclonado
mediante relleno con Klenow en el sitio Sma | del vector pRM1 (Pla et al., 1995). De

esta manera, se obtuvo el vector pPRMHL1 con el cambio correspondiente en la posicion
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769 (pPRMH1-C769) y otro en la posicion 929 (pRMH1-T929) que fueron utilizados

para complementar la mutacion his4A4 de la cepa H47A2A (ver Tabla I).

Oligo Cambio Secuencia

MUTA769-F G/C 5’-GGATTGTGACTCTCATGTGATTCAGTTTATGGTGGAGC-3’
MUTA769-R G/C 5’-GCTCCACCATAAACTGAATCACATGAGAGTCACAATCC-3’
MUTA929-F G/T 5’-GATTGGAAAATGCACCTGAAGTGTCCTACACTAAACG-3’
MUTA929-R GIT 5’-CGTTTAGTGTAGGACACTTCAGGTGCATTTTCCAATC-3’

Tabla V: Oligonucledtidos utilizados para la realizacién de mutagénesis dirigida en los sitios
especificados. En italica se muestra la base sustituida en la secuencia silvestre (posiciones 769 y 929).

XI. Secuenciacion del gen CaHIS4.

El gen HIS4 de C. albicans (2517 pb) fue amplificando por PCR utilizando un
par de oligonucle6tidos localizados en la posicion -71 y +21 de la ORF (Ver Tabla). Se
utiliz6 como molde el DNA cromosomico de la cepa CAl4 y sus derivados generados
en este estudio. De esta manera, fue sintetizado de cada cepa un fragmento que contenia
el gen de 2600 pb, el cual fue clonado en el vector pPGEM-T (Promega). Los clones
correctos se sometieron a secuenciacion (secuenciador automatico ABI Prism; Applied
Biosystems; en el Servicio de Secuenciacion de la Facultad de Farmacia, Universidad
Complutense, Madrid) mediante la utilizacion de cuatro parejas mas de oligonucle6tidos
(4 directos y 4 reversos) localizados en posiciones relativas similares a lo largo del gen
(Ver Tabla VI), de manera que todas las secuencias proporcionadas por cada “oligo” se
superponen generando una secuencia fiable. Cada clon suministr6 10 secuencias, que
fueron analizadas con el software SeqMan (DNAStar, Lasergene) obteniendo una
secuencia Unica correcta. El conjunto de todas las secuencias consenso obtenidas de
cada cepa, se compar6 mediante el software MegAlign (DNAStar, Lasergene) con las
existentes en la base de datos (ambos alelos de la cepa SC5314 y un alelo de la cepa
1001). Los SNP se confirmaron mediante la secuenciacion del producto de PCR
amplificado a partir del DNA gendmico de las cepas SC5314 y CAIl4 de dos regiones:
una de 1031 pb mediante la utilizacion de los oligonucle6tidos HIS42-F e HIS44-R
(contiene los SNP entre las posiciones 266 y 929), y la otra de 726 pb utilizando los
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oligonucleotidos HIS44-F e HIS45-R (contiene los SNP entre las posiciones 1719 y

1983).

Oligonucleotido Secuencia 5’- 3’ Posicion Relativa
HIS41-F TCCTCCACAAGTGATAAGTT -71
HIS41-R AGAGAACTTTACCAAGATGC +40
HI1S42-F GAAATATAATGCCAATGAAA 372
HIS42-R GAATCACTGGAACGTAGTTT 469
HI1S43-F ATTGCCGAAATTAGATAGTA 876
HIS43-R GTTTAGTGTAGGACCCTTCA 943
HI1S44-F TTTGATGGTGTAAAACTTGA 1354
HIS44-R TTTTTCTTTTGGTAATTGTG 1500
HI1S45-F ATTTTGTTGCTAGTAATTTG 1952
HIS45-R CTTTAGCTTGTCTCTCCACT 2080
HIS4P-F GATGTTCAAATGGGGTTAGGTGTG -616
HIS4P-R TGGTCGGTGGTGGCATTATCAA 185

Tabla VI: Oligonucledtidos utilizados para la amplificacién y posterior secuenciacion de la ORF HIS4
(2517 pb) de Candida albicans, y su regién promotora (802 pb). Son denominados como F los directos, y
como R los reversos en la secuencia. Se muestran en negrita los primers utilizados para la amplificacion
del fragmento que contiene el gen completo (ORF). Se refiere como posicion relativa al nimero de base
desde el extremo 5 del oligo dentro de la propia ORF, expresdndose en negativo el nimero de bases
antes del inicio de la ORF y con positivo las bases posteriores al final de la misma.

La region promotora del gen HIS4 de C. albicans se secuencié de la misma
manera que la ORF. Para ello, se amplifico por PCR utilizando dos oligonucleo6tidos
especificos (HIS4P-F e HIS4P-R; ver Tabla VI) una regién de 802 pb de la cepa
SC5314 comprendida entre las posiciones -616 y +185 de la ORF, y el producto
obtenido fue clonado en el vector pPGEM-T (Promega). Las construcciones resultantes
fueron sometidas a secuenciacién utilizando el mismo par de oligonucleétidos que se
usaron para la amplificacion. En el caso de las cepas 2C y 4C, se amplifico por PCR una
region de 1557 pb comprendida entre las posiciones 616 antes del inicio de la ORF y
922 dentro de la misma en ambas cepas. Para ello, se utilizaron los oligonucledtidos
HIS4P-F e HIS43-R, los cuales solo producen amplificacion del alelo no interrumpido,

y el producto en cada caso fue secuenciado utilizando los mismos primers.
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Candida albicans como problema médico.

CANDIDIASIS

Tratamiento: Compuestos azolicos

Problematica; Resistencias
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Caracteristicas de Candida albicans:

1. Diploidia

2. Polimorfismo

3. Reproduccion predominantemente clonal

4. Adaptabilidad
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Diploidia

 Cuantificacion de DNA

 Cantidad DNA = diploides de S. cerevisiae
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EL GENOMA DE C. albicans
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EL GENOMA DE C. albicans

« Secuenciacion del genoma de la cepa SC5314 reveld una sorprendente cantidad
de heterozigosidad natural
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LOH y Recombinacién mitética
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Ejemplos LOH en C. albicans:

. Adaptacion a sorbosa: Perdida de una copia del Cr5

. Conjugacion: Homozigosidad en el locus MTL

X
2N
. Resistencia a azoles: Homozigosidad en TAC1
Procesos de LOH en C. albicans:
1. Pérdida de cromosoma
2. Recombinacién mitética Unica fuente de variabilidad

3. Mutaciéon puntual
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LOH y Recombinacién mitética

Maqguinaria de mantenimiento de la integridad del DNA

RADS52 en S. cerevisiae
» Defectos en:
* Conversion génica
» BIR (Reparacion inducida por rotura)
* SSA (Anillamiento de cadena sencilla)
* Recombinacion entre repeticiones invertidas
* Mantenimiento de telémeros en ausencia de telomerasa
* Pérdida de cromosoma
* Aumento de mutacion puntual

RAD52 en C. albicans

» Defectos:
* Integracion homoéloga
* Reparacion de DNA

« Mantenimiento de telbmeros
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OBJETIVOS

El objetivo principal del presente trabajo fue investigar si la
recombinacion homologa esta implicada en el mantenimiento de la
estabilidad gendmica en C. albicans.

1. Deteccion y caracterizacion de un marcador auxotrofico
heterozigotico presente en el linaje de la cepa modelo SC5314 de C.
albicans.

2. Mediante la utilizacion de este marcador, analizar los eventos de
pérdida de heterozigosidad y reordenamientos cromosémicos ocurridos en
mutantes rad52-AA de C. albicans.
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CAPITULO 1

Identificacion de HIS4 como marcador heterozigo6tico en la cepa CAl4

LUZ UV (20 3/m?2)

— ) ==

= o = - SsC¢

— P

— — — e
- — —SCas =
—

— SC-Ag

His : 6/2515 —— Frec. =2-3x10° mmmp his4.1-his4.6
Arg-:0/8369 —» Frec.=<10*

La cepa CAIl4 es heterozigotica para algun gen implicado en la ruta biosintética
de la histidina
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Identificacion de HIS4 como marcador heterozigo6tico en la cepa CAl4

PRPP ATP Candida albicans HIS4 (U RA3)

- )( - ,A‘i’s4e°"‘ HIS4: 838 aa

D oxfriosi ATP piofosfusss crda 271-360 (90 aa)

/ His4A
fosfonbosi-AMP

o —\| e s, ¢ 1-270 (271 aa)

FostonbasiformmincAlCAR-fosfato

His-
his4.1-his4.6

Cr4
Fesforibosiformiming- AICAR.P
L-ghtarmra -
Lgtamato SnaA
ol
D-entro-imdazalgiceral
fosfato

> .J V :-‘" E - Cr2

Imidazol acetal-fosfato
Lgutamma hislidinos fosf
L-histainal-iasfato
B~ rinkdnciali MHis3 Cr7
7] fostan o——/ H|S4C
hisbdinol /
f WD HIS¢
NADH + H* o-/ > H|S4C:cr4
et / 361-838 (477 aa)
NAD + HO ~ e il rresaraa M54 Cr4 . Ot
woiil P s o R La cepa CAl4 es heterozigotica para HIS4
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CAPITULO 1

Identificacion de los eventos genéticos gue conducen a la auxotrofia

para histidina

3 = x e
I G4 Y o
cra X X 1 1. | I ] 1622 M0 e RETT PR " czf1-1
) G1 L L I 1
- N = H hisd RAT7-2 Pmu.?. C2F1-2
S v ¢ < & ¥ <
< g £ £ L 0 L Hs¢  RBT71 Frie-1 CZF1-1
O £ £ £ £ £ £ ] +
I I A A
e e R
279 pb» locus higt  RET7:2 PHR1-2  CZF1-2
1 1 1 ! 1
hisd RBT7-2 PHR1.2 C2F1-2

@

@

Mitosis l .
!

'

4 Recombinacion mitoética

2. Pérdidade cromosoma

RBT7-2 - -
hisd . PHR1-2 Y CZF1-2

hisd.1, his4.2, his4d.4 e his4.5

Mitosis l
&
. 4
his4.6
Pérdida de
cromosoma
/v &
his4.3
\ .
his4.1, his4.2, his4.4 e his4.5
Mitosis
O
o
his4.3
L

-
his4.1, his4.2, his4.4 e his4.5
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Analisis de los SNPs de la ORF HIS4

266 405 496 769 929 1719 1770 1825 1890 1908 1938 1983
1001 C C G G G G T C T T T T
scsele OO ot g ¢ 1 6 T ¢ T T T A
CAIl4-1 C C G C T G T C T T T T
CAIl4-2 C C G C T G T C T T T T
CAIl4-3 C C G C T G T C T T T T
CAIl4-4 C C G C T G T TS) T T T T
CAI4-5 C C G C T G T

SC5314-2 C C G C T G T C T T T
SC5314-3 C C G S

SC5314-4 C C G C

SC5314-5 C C G C

SC5314

Nuestros C(S)/ G(E)/ C(H)/ T(V)

datos TP cESNC @ W e D) WNEE) $G/IC TIC TG TIA  TIC  TIA
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Analisis de los SNPs de la ORF HIS4

1. La cepa CAl4 posee dos alelos que difieren en 11 posiciones y definen
dos haplotipos

2. Los haplotipos son relativamente estables y ya existian en el precursor
SC5314, lo que sugiere que no son fruto de las manipulaciones
genéticas que originaron la cepa CAIl4 a partir de la cepa SC5314

3. Existen, no obstante, indicios de recombinacion mitética dentro de la
ORF del gen HIS4, que puede haberse producido por recombinacion
entre cromatidas no hermanas
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Analisis funcional de los alelos HIS4 en el linaje de la cepa SC5314

cCco
— o g > URAL =p
A hisG URA3 MJG§:> =< —
Casete de interrupcion de HIS4 - 43 hisG
‘ A WSF b WSUT = o oaca
Inactivo His e
. Stann
>— 9116
m“’ctl: GACA P—— —_—
2 2.21 3 ':::‘l __\
4= HIS45R HISALF wp  HISHTF wp
- cca QT TTTY
Activo CAl4 e
P T ¢ URAL =)
DUPLICACION 5/16 —— e
URA3
2/16
B
Transformantes
- HIS4
< <+
O 4 2 3 4 5 8 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
wt (2,2 Kb) —p
Interrumpido (1,7 Kb) —%
: Mek1  GTF GT! GT GT GT GT GT GT
| Haplotipe 1 ..., ¢c cc cc cc cc cc cc cc cc cc CC €C CC CC CC |
g e + + + + + + + + F + - - o+ o+ o+ o+ o+

para histidina
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CAPITULO 1

Identificacion del SNP responsable de la inactivacion del alelo 1.

266 405 496 769 929 1719 1770 1825 1890 1908 1938 1983
1001 C G G G G T C T T T
Alelo 1 C G C T G T C T T T T
SC5314  C(S)/
reportado T(L) CIT G C T G T C T T T TIA
SC5h314 C(S) CIT G(E) CH) TV G/IC TIC TIG T/IA TIC TIA
Nuestros  T(L) C(Q G(Db) /G(G)
datos /‘\

HIS4 (1001): CCG-769G(Asph-929G(Gly)IGTCTTTT

CCG-769C(His)-929G(Gly)-GTCTTTT

CCG-769G(Asp)-929T(Val)-GTCTTTT

Hist His-
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CAPITULO 1

Identificacion del SNP responsable de la inactivacion del alelo 1.

PRPP ATP

profestte r
ATP Fostoribosirancinesa

HiSt

Cromosoma de
Candida albicans

Cr5

His4B
Fasforbosl-ATR /

HO | FosfonbosiATP pirstostatsns
pirofosphato ¢--/

fosfornbosi-AMP

HO —\ fosfonkosd-AMP cciohdrolass

FosfonbosiformminaAlCAR-fosfate
fosforkesd-S-aming-1-
fosfonoosi4-
ORI DR MaR

Fesforibosiformming- AICAR.P

L
g = mdasgicen fosfrls

Lghzamato — i

AICAR A
D-ertro.imdazalgicerd-
tasfato
HO imidsao! gliceratfesfaln
dehiutass
Imidazol scetol-fosfato
Loamm = hislidnol fosfain
Tampiiwak — amindiransfesm
L-histdina-iosfato
o risidincifostatisa,
iy "]
hisbdincl
NAD \
Fsiing deshcrogaisny
NADH 4 HY "]
histidinal
NAD + HO \

Wesding desiroperass
NADH 4N "]

HiS4

57

Crd

Crd

Cr4

Cr7

Cr2

Cr4

Cr7

Crd

Cr4

271-360 (90 aa)
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Analisis de la heterozigosidad de HIS4 en otras cepas de C. albicans

ORF Position

Strains 496 634 642 726 729 769 798 882 893 929 957
SC5314 GF/E® G° A T A Cc'e® A G G TYG® C

1001 GE G A T A A G G C

1006 GF G AIG TIC AT AIG G/IA GSCT CIT
3153A GE Gt A A G G TVIEG° C
4918 G A S o | Gum G C C
3153A His- ;: 0/9239

SCh314 His - : 13/56529 — Frec. =2-3 x 103
Cra —xi X I Io - ] 1622 Mb
| BB N F2 H

SC5314
3153A

310 pb —»‘E ! : 3\
e T | e e RBT7
oo || Prr:
2.3Kb —|
1.8 Kb —»] S CZF1
SC5314 3153A
saoNGTC|lAaGGoTC
l l HIS4

Posicion 929{

GAAGGGTCC (activo)
GAAGTGTCC (inactivo)
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CAPITULO 1

Analisis de la heterozigosidad de HIS4 en otras cepas de C. albicans

ORF Position
Strains 496 634 642 726 729 769 798 882 893 929 957

SC5314 GTlGe G° A T A Ce®P A G G TUE® C
1001 Gf€® G A T A A G G C
1006 GF/IE° G AIG TIC AT AIG G/IA GSCT CIT
3163A GFIE®R G A T A A G G TVYE® cC
4918 G A S o | Gum G C C
Comin=p 2 8
Alelo 1 (-) — — e
C T
ACAGG== OFF-R
ComuUn =»
Alelo 2 (+)
G G
CAGG== OFF-R
o 14 v o o o o v 4 o o (1 4 o o o o
IR D U R R A et B VR s B2 Y g2 oy B2 Y 2 Yy 2 v o2 e « o
g&z&g&.g{tz&g.‘t 2 b &b 2L Z2Zb0b 20 22L& 2& 28 2.
‘ QG" O Q a0 O DEREE O 2" O B0 OO0 OO0 o0 OO0 0 OO0
DNA - 1001 1006 3153A 4918 Scs314 CAM 2C 4C his4.1 his4.2 his4.3 hisd.4 hisd.5 his4.6

Prototrofia His - + + + + + + - " - - - - -
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CAPITULO 1

Analisis de la heterozigosidad de HIS4 en otras cepas de C. albicans

ORE Position Los resultados de Ia
Strains 496 634 642 726 729 769 798 882 893 929 957 PCR alelo especifica
SC5314 G~ g GG A T A CG A G G T/ C coincidieron con los
1001 G G A T A A G G C -
1006 GYE° G A/G TIC AT AIG GIA GSCT CIT obtenidos por
3153A G/8° G A T A A G G TVG® C secuenciacion directa, vy
N
918 G A A C T G G C c por lo tanto este ensayo
puede ser utilizado
Comun=p 8 & . ]
Alelo 1 (-) ——1 — rutinariamente para
L analizar la configuracion
o, JTACA=— ON-R alélica del gen HIS4 de
Comun =» C. albicans en otros
Alelo 2 (+) — e 3js|ados.
G G
CTACA== ON-R
o o o o o o o [ (1 4 o o o o o
o 1 o ¥ Vil 1 o ' o ] 3 0 o 1 ' ' [Vl ' 1 o 1 . 0
s 26 26 2L Z& 26 & ZE 3 Z& ZE JE ZE ZE 2
Q0" Q (o} o O O O 00 QO o 00 OO0 0 QO OO0 OO0
DNA = 1001 1006 3183A 4918 scs314 CAM 2C 4C his4.1 his4.2 his4.3 his4.4 his4.5 his4.6

Prototrofia His +
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CAPITULO 1

Estudio de la secuencia promotora del gen HIS4 de C. albicans

RBT5 HIS4 PEXS

Mapa ORF

PEX5
ABATATIGGATTTGAATCAAT TCAGAGGCGAATTTAGT] |CTACA;§§>TATA
TAGGGTA/TG CAAAATTGCAAATTATTATTTTTOTAGCT
GTAATGAGAAAATAI TATTTTTTTTTTCCTCCACAAGTGA
TAAGGTTTTTTTITTI TCATTTTCTTITCAACGCTTCCTACCACC

HIS4
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CAPITULO 1

Estudio de la secuencia promotora del gen HIS4 de C. albicans

Diferencias alélicas en el promotor de HIS4

Base de datos

Cepas Secuencia

1001 TGT.......... G-TTTTTTTTTTTTTTTTTT (18T)

SC5314 AT N S GGTTTTTTTTTTTTTTTTTT (18T)
Nuestros resultados

Clones Secuencia

2C TAT......GGTITTITTITTTTTTITT (I8T)

4C TGT.......... G-TTTTTTTTTTTTTTTTT (17T)

HIS4P.1 TAT.......... G-TTTTTTTTTTTTTTTTTT (18T)

HIS4P.2 TAT.......... G-TTTTTTTTTTTTTTTTTTT (19T)

HIS4P.3 TAT.......... G-TTTTTTTTTTTTTTTTTT (18T)

HIS4P.4 AT . G-TTTTTTTTTTTTTTTTT (17T)

HIS4P.5 TGT.......... G-TTTTTTTTTTTTTTTTTT (18T)
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Analisis de la expresion de ambos alelos HIS4

CAl4
2C

4C
his4-AA

HIS4

Ambos alelos pueden expresarse desde sus respectivos promotores
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OBJETIVOS

El objetivo principal del presente trabajo fue investigar si la
recombinacion homologa esta implicada en el mantenimiento de la
estabilidad gendmica en C. albicans.

1. Deteccion y caracterizacion de un marcador auxotrofico
heterozigotico presente en el linaje de la cepa modelo SC5314 de C.
albicans.

 Lacepa CAl4 y su parental SC5314 son heterozigdticos para el gen HIS4
2. Mediante la utilizacion de este marcador, analizar los eventos de

pérdida de heterozigosidad y reordenamientos cromosémicos
ocurridos en mutantes rad52-AA de C. albicans.
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CAPITULO II

Generacion de auxotrofos His-en mutantes rad52-AA

O O
S ———
rad52-AA
P

O --

C =——— O

o =
o

3,4,1,2,2,3,3,3

ra52-AA (Uri*/Uri): 21/8800 —— Frec.=3x 103
CAF2/CAI4 : fN/25ooo —+ Frec.=<5x10°
<7

7 = his*.1-his*.7
HIS4 (URA3)

His-
Uri-
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CAPITULO II

Generacion de auxotrofos His-en mutantes rad52-AA

Sy o .
S ———
rad52-AA
P

O --

S ——

o
—
———

3,4,1,2,2,3,3,3

rad52-AA (Uri*/Uri-): 21/8800 —— Frec. =3 x 103
CAF2/CAI4 : fN/25ooo —+ Frec.=<5x10°
<7

7 = his*.1-his*.7

Complementacién con HIS4:
Cepa his4/his4  his*.1 his*.2 his*.3 his*.4 his*.5 his*.6 his*.7

Transf. 16 1 5 1 1 - 1 3

cNo(:gnnei;(; Uri”* 163 985 1440 892 2162 - 1018 1047
His" 157 1 1 24 93 - 3 8
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CAPITULO II

Analisis de la configuracion alélica de HIS4 en los mutantes rad52-AA

182 189 236 266 299 361 405 495 496 769 929 1071 1116 1719 1770 1890 1908 1938 1983 2088 2355

Alelol AD) T AK) C(8) T(V) AS) ¢ T GE) CH) T(V) G G G T T T T T AD C

TCR2.2.14

TCR2.1.1-1

A C

erzi1a A T A C T T T
T T GV) C

R4 A C G(R) C T

e @
[p!
-
o
o
e @
- ]
- ]
- ]

Los dos alelos de HIS4 presentes en la CAl4 se encuentran también en las
cepas rad52-AA, pero las ORFs exhiben una alta frecuencia de mutacion
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CAPITULO II

|élica de HIS4 en los las cepas his*

Ve

iguracion a

de la confi

ISiS

Anal

4-440
4-NO

4-440

4-NO

Y-440
4NO

4-440
4-NO

4-440
4-NO
Y-440
4NO
Y-440
4NO
d-440
4-NO
4-440
4NO
d-440
4-NO

CAl4 TCR2.1.1 his*.1 his*.2 his*.3 his*4 his*.5 his*.6 his*.7

DNA

2246

2146

1890 1908 1938 1983
T

1862

841

1

1778

1719 1

1629

1605

G T 6 AK T TV TV

1458a

1280

126

1247

T T MKy T

1227

1040

1025

£25 92 1011

711 70 754 T £

677

A

03 4% 657

N5 a6

Aledlol AMQ A A AE) Q5 O C MM T €

2

T

A

ME) T

GOV ALY A CHD A TV) T

A

3

A

hee*ly
heet21

A

6N T 6 & A CF)

C

c

A

heet22

A

A

h2d

A

he®31

o

A

C(H)

hasil

T ) T T

T

(AE)

G

c c

GG

i

A

hiz%32

A

sl

R4 2

AA

Ma®33
M3

Ms=32

A

A

-

A

A

Ms=JS1
bl

-

A

A
A

Mi%62
Mi%63
Mav71

¢

o1 GR

T

T

A

A
A
A

Miv72

b7y
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OSSR (O

Los auxotrofos rad52 His- producen revertientes His+ a través de
mecanismos diferentes a la restauracion G929 (Gly310)

Reversion independiente de la generacion de Gly310

Todos los auxotrofos his* producian abundantes revertientes

Los revertientes aumentaban a lo largo del tiempo de incubacion
La frecuencia de reversion diferia ampliamente entre los auxotrofos

Es exclusiva de los mutantes rad52

His*en 4C: 0/21000 ——> Frec. de reversion espontanea del alelo 1 menor de 4 x 10

NUmero de colonias

Células

sembradas
Cepas por placa Dias de incubacion TOTAL

2 5 6 8 12 16 19 20 30

his*.1 48x10° 3,5 24 48 30 66 28,5 4,5 0 0 3595
his*.2  143x10° 0 31,5 29 10 10,5 0,5 0 0 0 1165
his*.3  63x10° 0(0,5)° 0(20,5) 0(96,5) 0(6,5) 14(71) 25(13,5) 11(0) 38 10 240,5(354)
his*.4  170x10° 0,5 22,5 15 6,5 11,5 5 1 0O 0 93
his*5  74x10° 0,5 41,5 25,5 18 39,5 11,5 1 0O 0 188
his*.6  29x10° il 15 22,5 5 17,5 8 1,5 0 0 120
his*.7  77x10° 0,5 122 34 sT 9 4,5 0 0 0 2314
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CAPITULO II

1. El alelo activo se ha perdido en las cepas his*, por lo tanto estas cepas
son his4

2. [Estas cepas exhiben una alta frecuencia de reversion, que es
generalmente independientes de la generacion de Gly310

3. Esta alta frecuencia de reversion puede explicar la aparicion de cepas
revertientes en los ensayos de complementacion con HIS4
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CAPITULO II

Analisis de cariotipos electroforéticos de las cepas his*

N

NP
& &g
PO

NV L s e A

9. ;'. ;w ;‘. é('. ;. P
€ FEE ¢

La mayoria, si no todos, los auxotrofos derivados de rad52A exhiben alteraciones en sus
cariotipos electroforéticos
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CAPITULO II

Analisis de los reordenamientos cromosdmicos en los mutantes His-

rad52-AA
; "5.5 S S S S S \
f&‘“’eeeewee «o"f‘*eaee&w«é"@"eeweeeé
» S HIS5 | HIS4 | VMAG6 MNN42 | PHR1

IR — R ———
Cr 5 — "
300Kb '
5 Cr6—
Cr7—= GOOKb

700 Kb

Supernumerario —» #—.
1000 Kb

@
VMAG
HIS4

5
PHR1
HIS6
MNN42

crd I IT————t+—T§t T — ] 1622Mb

BB N F2 H
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Analisis de los reordenamientos cromosdmicos en los mutantes His-

rad52-AA
A .
PN S e s A PN S e s A
FE G EEEEE f«féeeeeee@"'faeeeeee
e GDC11 CDC1/SNP118

- .-o--.-

Bt

o DB oD -M‘.“-.‘-‘--‘.

‘-n--.’

Crs

Cr6
Cr7

Supernumerano ...¢~ — -
> 250 Kb i > 250 Kb
]
N '\N

' B &' :.\ DLk 9 0 c

'. L& EEFEFEEEE

" RPL11SNP110 , - 5 -
3 2 § 3 = 88
m—l—m 1.19 Mb

M MRS |

R s «— Cr5
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CAPITULO II

Analisis de los reordenamientos cromosdmicos en los mutantes His-
rad52-AA

FEFP&S &S
ARG4

A S O O O O S A O
FEFI I I FEFI I TG B FEFIES S ¢
orf19.5525 | COX12

- PP p—

X T EEE £ L

- - - -

‘3 2 3 2 3 3
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CAPITULO II

Analisis de los polimorfismos de los cromosomas 4 en las cepas his*

N
2 N
S ¥ &N LY Y e 6 A
F F L ¢ ¢ ¢
%2&82:[3_'- - gy ---—| PHR1
2,3Kb —»
' — — | ——
oic _.‘ = - -‘ CZF1
e
FEPIP8 &8
"
((Sb'\ *"\ *()/ *‘.") ’(-?‘ *?D *.% */‘\ e
& & .o : : : &
S ¥ FEE S
310 pb — . RBT7 - -
279 pb — Cr 5 —»
7 T ’
Supernumerano —« N
© g g—o =i gr'
: 35 8s 5 3 3 : kg
Yl > I n Irwm @ o %= = 0
Cr4 18— | ﬂ.::l:ﬂ:l:l 1.622 Mb
BB N F2 H
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Analisis de los polimorfismos de los cromosomas 5 en las cepas his*

N VoD o % © A Q-y‘@-"\.,x 3 3 0 & B 4
. . . . : L& F ¥V

CDC1/SNP118 /GDC11

% x
%
%

P
% x
%
% x

SC5314 CAl4 QO

MTL a1l _,

MTL a1 "

g fak — PR RI———

-
— bt
Cr5 Ll 1] 1.19Mb
M MRS |
Pérdida de Duplicacion
‘ \Sromosoma .'
his*.1, his*.3, his*.4, his*.5, his*.6, his*.7

o
Dupligaciér\ .

truncacion ..
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CAPITULO II

CGH ratifica las truncaciones observadas en PFGE vy delimita las zonas

Cepa

Cambio Nimero Cromosoma Region de aneuploidia

de rotura EFEL PS8 &S

MNN42 | PHR1

de copias
TCR2.1.1 Ninguna No se dectaron aneuploidias
his*.1 Ninguna No se detectaron aneuloidias

his*.2

his*.3
his*.4
his*.5

3X
3X
3X
3X
3X
3X

NI Do T

19.6119-19.7279
19.6248-19.4883
19.3474-extremo derecho
MPEZ1-extremo derecho
19.4349-19.7281
EFB1-extremo derecho

1000 Kb

i

1

i

20
'l
i 2 v—v‘v’%‘rrl‘"ﬁ ALl b e i e e e

o 3 e g A ik Laassman. 322 Kb

L s o T o T e & ) e -

B A e L R R e e )

e

v ——.v‘v Vot A et P e et A e iy ,»-'vm,.-,..‘ T e et

w o M0

o

“x

- vw‘v‘r—-#rrrﬁr‘ Py iy

Ay A s R et gy b e

o x 200 o
B D T e '_#,‘,‘ S

"

4

372 gt hes ey ey py-sb—:

e ol Lldnting

% o wo =) (5] aa o wo "ee

o 0
IR PArTRTVIREETISNS FEFET P T AL S S TVSPY S SR PRI ST S R S SV
"

e . s A
~*r \nis - Y Y T ity

200

107 v b Arer b sy e ey oy YR vy e ey e

X ™ 280%

i ity gy by e Ml i iy 1095 Kb

-

0t 1 Py gy oy pt e o sty trod vl Ay

B0

L At Rena i o e e S~ A

o

his*.5

-

0 000 G000 G000 GDGO 00 4180 008

| vmas

l HIS4
HISS
MPE1
RBT7

Cr4

N HIS6
) MNNG2
= CZF1

] 1,622 Mb

EFB1
1

T
N
- u
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CGH ratifica las truncaciones observadas en PFGE vy delimita las zonas

de rotura

Cepa Cambio Nimero Cromosoma Regidn de aneuploidia

de copias
TCR2.1.1 Ninguna No se dectaron aneuploidias
his*.1 Ninguna No se detectaron aneuloidias
his*.2 3X R 19.6119-19.7279

3X 1 19.6248-19.4883

3X 6 19.3474-extremo derecho
his*.3 3X 4 MPE1-extremo derecho
his*.4 3X R 19.4349-19.7281
his*.5 3X 4 EFB1-extremo derecho
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CAPITULO II

Analisis de la estabilidad de cariotipos en las cepas his*

CZF1

*Existencia de subpoblaciones con diferentes cariotipos en las cepas his*

La cepa his*.2 acentuada inestabilidad cromosomica
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CAPITULO II

Analisis de la estabilidad de cariotipos en las cepas his*
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CAPITULO II

Analisis de la estabilidad de cariotipos en las cepas his*

Colonia Colonia Colonia
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Colonias individuales
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CAPITULO II

Analisis de la estabilidad de cariotipos en las cepas his*
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CAPITULQO II

Analisis de la estabilidad de cariotipos en las cepas his*
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CAPITULO II

Analisis de la estabilidad de cariotipos en las cepas his*

Protocolo

1
1 5 10 Pases

TCR2.2.1
his*2 original

Cepa Cambio Nimero Cromosoma Region de aneuploidia

de copias
TCR2.1.1 Ninguna No se dectaron aneuploidias
his*.1 Ninguna No se detectaron aneuloidias
his*.2 3X R 19.6119-19.7279

3X 1 19.6248-19.4883

3X 6 19,3474-extremo derecho
his*.3 3X 4 MPEZ1-extremo derecho
his*.4 3X R 19.4349-19.7281
his*.5 3X 4 EFB1-extremo derecho

Aunque para una determinada cepa his* el
cariotipo parece inestable, los clones
individuales llevan fragmentos discretos de
his*.2 DNA gque podrian ser indicativos de la
existencia de sitios fragiles.
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CONCLUSIONES

1. La cepa de C. albicans SC5314 y su derivado CAI4 son heterozigéticos para el gen HIS4. Dentro
de la ORF HIS4 hemos encontrado 11 SNPs, siete sinbnimos y cuatro no sindbnimos que definen
dos haplotipos. La funcionalidad esta determinada por la base presente en el SNP929, de manera
gue G determina funcionalidad y T determina no funcionalidad debido a la presencia de Gly310 o
Val310, respectivamente. Este cambio se encuentra dentro del médulo His4B de la proteina His4,
por lo que afectaria a su actividad como fosforibosil-ATP pirofosfatasa

2. La generacion de auxotrofos para histidina en estas cepas tras tratamiento con luz UV parece
involucrar (1) recombinacion mitética entre alelos, seguida de la segregacion del alelo no funcional
dentro de la misma célula, (2) pérdida de una copia del Cr4 (donde se localiza HIS4), o (3) una
combinacion de ambos procesos

3. Hemos encontrado indicios de una frecuencia significativa de recombinacion mitética dentro de la
ORF del gen HIS4, que puede haberse producido por recombinacion intragénica entre los dos
alelos existentes

4, El SNP929 se identificé también en la cepa 3153A que mantenemos en nuestro laboratorio, si bien
esta cepa no origind auxotrofos para histidina debido a que contiene tres copias del Cr4. En cambio
dicho SNP estuvo ausente en otras cepas comunmente utilizadas en diferentes laboratorios como
la 1001, 1006 y 4918. A diferencia de las cepas SC5314 y CAI4, estas tres cepas no originaron

| auxotrofos para histidina tras el tratamiento con luz UV

5. El analisis de la region promotora del gen HIS4 de C. albicans identifico las secuencias de union de
algunos activadores transcripcionales, incluyendo los involucrados en el control transcripcional de
la sintesis de aminoacidos en levaduras. Los dos alelos HIS4 de la cepa CAI4 se expresan
simultaneamente en la célula, aunque parece que el alelo inactivo se expresa en menor medida. La
presencia de un SNP (posicion -146; G alelo 1, A alelo 2) en la regiéon promotora del gen HIS4
podria explicar este resultado. Ademas, la presencia o ausencia de histidina en el medio no afecta
significativamente el nivel relativo de expresion del alelo activo
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10.

CONCLUSIONES

Los mutantes rad52 de C. albicans mantienen los dos alelos HIS4 presentes en el linaje de la cepa
SC5314

Los mutantes rad52 de C. albicans exhiben una frecuencia media de LOH (determinada por la
aparicion de auxotrofos para histidina) al menos 100 veces mayor que la cepa parental CAl4,
siendo la pérdida de cromosoma el evento mas comun que la origina. La ausencia de clones
recombinantes entre los clones HIS4 obtenidos de estos mutantes sugiere que la recombinacion
mitética esta disminuida respecto a la observada en los parentales SC5314 y CAl4

Las cepas nulas rad52, asi como sus derivados His-, exhibieron también una alta frecuencia de
mutacion puntual dentro de ORF HIS4. Esta frecuencia de mutacion puede ser la responsable de la
alta frecuencia de reversion que sufren los derivados His", aunque este proceso es independiente
de la restauracion de Gly310

Finalmente, las cepas rad52 His- muestran alta frecuencia de fragmentacion de cromosomas que
no esta relacionada con la adquisicion de la auxotrofia. Ademas, parece que tras la pérdida o rotura
de un cromosoma tiene lugar una duplicacién del homologo residual o del homdélogo no truncado,
respectivamente. Las roturas que originan los cromosomas truncados en estas cepas parecen ser
reparadas mediante la adicion de telomero de novo. Estos cromosomas truncados se mantienen
razonablemente estables a lo largo de varias generaciones

Hemos sugerido que la inestabilidad genética tan acentuada que presentan las cepas rad52 His es
debida a una mutacion adicional ocurrida en el parental rad52, como consecuencia del fenotipo
mutador de este mutante. La nueva mutacion podria afectar a componentes clave de la maquinaria
de replicacion
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