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El grupo de trabajo comenzd a desarrollar su labor hace
unos 15 afios, cuando la linea de investigacion anterior
(Secrecion y glicosilacion en levaduras) fue dando paso
paulatinamente a la de «Reparacion de DNA y morfogé-
nesis en C. albicans». En el afio 2007 se publico el Gltimo
trabajo en el primer tema, en tanto que el primero de
la linea actual se publicd en 1996. Ello significa que el
grupo se dedica al estudio exclusivo de C. albicans solo
hace seis afios. Este grupo esta formado actualmente por
dos Catedraticos (German Larriba y Encarnacién Andaluz),
un Profesor Titular (Rosario Cueva), un Contratado Doc-
tor (Toni Ciudad), un post-doctoral contratado (Jonathan
Gémez Raja), un Becario predoctoral (Alberto Bellido), y
un Técnico de Laboratorio (Belén Naranjo).

C. albicans es un organismo generalmente diploide con
un genoma de unas 32 kb (16 x 2) distribuido en 8 pares
de cromosomas. En la naturaleza y en el laboratorio su
reproduccion es clonal (vegetativa), pero en el afio 2000 se
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descubri6 un ciclo parasexual que implica conjugacion de
células de distinto o incluso del mismo sexo. El tetraploide
formado no sufre meiosis, sino que regresa a la fase diploi-
de por pérdida concertada de cromosomas. Recientemente,
se han aislado cepas haploides, las cuales surgen, igual-
mente, de un diploide por pérdida concertada de cromoso-
mas. Evidentemente, estas células haploides han eliminado
los alelos recesivos deletéreos de la poblacién diploide de
C. albicans, en la que las mutaciones letales en un ale-
lo pasan inadvertidas debido a la funcionalidad del alelo
residual. Los procesos de recombinacion mitética traen a
homozigosidad alelos beneficiosos surgidos por mutacion,
una manera habitual de adaptacion de C. albicans a estreses
ambientales incluida la presencia de antifingicos.
Nuestros esfuerzos se han dedicado a la caracteri-
zacion de genes de C. albicans implicados en recombinacion
homoéloga (HR) y fusion de extremos no homélogos (NHEJ,
non-homologous end-joing) y a la generacién de los corres-
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Morfologia colonial y celular de mutantes rad52-AA (izquierda) y de cepa silvestre (CAl4) (derecha) de

C. albicans. Arriba: colonias jévenes en placas de YPD. Medio: células en YPD liquido. Abajo: células
procedentes de medio liquido tefiidas con DAPI para la observacién de nicleos (obsérvese que en rad52-AA
aparecen células anucleadas).

pondientes mutantes, utilizando diferentes técnicas (URA
blaster, SAT-flipper, PCR-based short-flanking cassettes). Asi,
poseemos ahora una coleccion amplia de mutantes simples,
dobles y triples, necesarios para abordar el estudio detallado
de procesos especificos de recombinacion. También hemos
combinado estas mutaciones con construcciones que poseen
proteinas etiquetadas con GFP, V5, HA, TAP, etc. En HR nos
hemos concentrado en RAD51, RAD52, y RAD59, mientras que
en NHEJ hemos estudiado LIG4, y KU70.

Utilizando mutantes rad52-AA y aprovechando la hetero-
zigosidad, descubierta en nuestro laboratorio, existente en el
locus HIS4 de la cepa de referencia SC5314 (Gomez-Raja et
al., 2007) aislamos por vez primera cepas de C. albicans que
son totalmente homozigdticas y aparecen espontaneamente
en los cultivos. Este trabajo (Andaluz et al., 2011) fue pre-
cursor del descubrimiento de cepas haploides (Hickman et
al., 2013, Nature doi:10.1038/nature11865).

Hemos analizados la sensibilidad de los mutantes a
diferentes genotoxinas incluyendo quimicos (MMS, agen-
tes oxidantes —H,0,, menadiona), radiacion ionizante (IR)
y ultravioleta (UV), y drogas antitumorales (bleomicina
—BLM— y campthotecina —CPT—). Tanto la cepa sil-
vestre de C. albicans como sus mutantes de recombinacién
son entre 40 y 100 veces mas resistentes a BLM que las
correspondientes cepas de S. cerevisiae. De igual manera,
los mutantes de recombinacién de C. albicans son signifi-
cativamente mas resistentes a CPT que los de S. cerevisiae.
En cambio, los mutantes en HR de S. cerevisiae son mas
resistentes a IR y UV que los de C. albicans. Por otra parte,
tanto Rad52 como Rad51 son necesarios para la virulencia

de C. albicans (Chauhan et al., 2005). Finalmente, todos los
mutantes analizados mostraron la misma sensibilidad que
la cepa silvestre frente amphotericina B, anidulafungina,
micafungina, y voriconazol, y solo los mutantes rad52-AA y
rad52-AA rad59-AA mostraron mayor sensibilidad a caspo-
fungina, fluconazol e itraconazol. Los mutantes rad51 rad59
mostraron una alta frecuencia de revertientes resistentes en
placas E-test (Bellido, resultados no publicados).

Los mutantes de recombinacién en genes importantes
para HR (rad51-AA, rad52-AA) exhiben un fenotipo fila-
mentoso (Andaluz et al., 2006), similar al observado en la
cepa silvestre en presencia de genotoxinas como MMS o HU
(hidroxiurea). Como se deduce de la ausencia de filamenta-
cion en los dobles mutantes rad9 rad52 y rad53 rad52, este
fenotipo esta mediado por las proteinas Rad9 y Rad53 de
la cascada de sefializacion de dafio en el DNA. Actualmente
trabajamos para conocer el mecanismo por el cual el dafio
en el genoma induce crecimiento hiperpolarizado en C. albi-
cans. Una observacion interesante es que, a diferencia de
S. cerevisiae, los telomeros de C. albicans estan sujetos a
recombinacién en presencia de telomerasa (Ciudad et al.,
2004; Chico et al., 2011).

Poseemos varias colaboraciones internacionales. Con
Richard Calderone (Georgetown University, Washington,
DC) hemos colaborado durante la iniciacion de la linea de
trabajo, especialmente en estudios de virulencia. BB Magee
y Judy Berman (Universidad de Minnesota) han proporcio-
nado fosmidos y colaborado ocasionalmente en el analisis
genémico (hibridacién genémica comparada) de nuestras
cepas. Kaustuv Sanyal (JCASR. Bangalore, India) solicit6
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nuestra colaboracion en la determinacion epigenética de
localizacion de centromeros en C. albicans, a la que hemos
aportado la interaccion entre Rad52 y la proteina centro-
mérica Cse4. Neal Lue participé muy decisivamente en el
analisis de telémeros de mutantes rad52 y ku70; Christophe
d'Enphert (Institute Pasteur, Paris) trabaja en determina-
cion de haplotipos utilizando nuestras cepas homozigoéticas;
colaboramos con el Dr. Ruiz-Herrera (CINVESTAV, Irapuato,
Mx) en recombinacion homéloga en Yarrowia lipolytica; y
asesoramos a la Maestra Alejandra Espinosa Texis (BUAP,
Puebla, Mx), en la caracterizacién de cepas de Candida tro-
picalis aisladas en México, y en la construccion y analisis de
mutantes de recombinacion en esta especie.
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