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Abreviatura Significado  

µ Micro 

5FOA Ácido 5-fluoroorótico 

AP Sitio apúrico/apirimidínico 

BER Reparación por escisión de bases 

BIR Break Induced Replication 

BLM Bleomicina 

BrEt Bromuro de Etidio 

CaCl2 Cloruro cálcico 

CEN Centrómero 

CFU Unidades Formadoras de Colonias 

Chr Cromosoma  

CL Pérdida de cromosoma 

CO Crossover  

CT Rotura de cromosoma 

CTP Camptotecina 

dHJ Doble intermediario de Holliday 

DNA  Ácido desoxirribonucleico 

dNTPs Desoxirribonucleótidos trifosfato 

DO Densidad óptica 

DSB Rotura de doble cadena 

DSBR Double Strand Break Repair 

dsDNA DNA de cadena doble 

DTT Ditiotreitol 

EDTA EtilenDiaminoTetraAcético 

et al. Y colaboradores 

FOAR Resistencia a ácido 5-fluoroorótico 

GC Conversión génica 

GCR Grandes reordenamientos cromosómicos 

HCl Ácido Clorhídrico 

hDNA DNA heterodúplex 

Hm Homozigoto 

HR  Recombinación homóloga 
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Ht Heterocigoto  

IPTG Isopropil β-d-tiogalactopiranósido 

Kb Kilopares de bases 

LOH Pérdida de heterozigosidad 

MgCl2 Cloruro magnésico 

min Minuto 

MMS Metil metanosulfonato 

MRS Major repeat sequence 

MTL Mating type locus 

NaCl Cloruro sódico 

NaOH Hidróxido sódico 

NER Reparación por escisión de nucleótidos 

NHEJ Recombinación ilegítima 

ºC Grados centígrados 

ORF Open Reading Frame 

PABA Ácido para-aminobenzoico 

pb Pares de bases 

PCI Fenol/Cloroformo/Ácido isoamílico 

PCR Reacción en cadena de la polimerasa 

PFGE Electroforesis en campo pulsante 

pg Picogramos 

RFLP Polimorfismo de longitud de fragmento de restricción 

RNA Ácido ribonucleico 

RPA Replication Protein A 

rpm Revoluciones por minuto 

SDS Dodecil sulfato sódico 

SDSA Sintesis Dependent Strand Annealing 

seg Segundo  

SNP Polimorfismo de un solo nucleótido 

SSA Single Strand Annealing 

SSC Solución compuesta de 3M de NaCl y 300 mM de citrato 

trisódicodihidratado a pH = 7 

ssDNA DNA de cadena sencilla 
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T10E1N50 Solución compuesta de 10 mM de Tris-HCl pH 8, 50 mM de ClNa y 1 

mM de EDTA pH 8. 

TAE Tris-Ácido acético-EDTA 

TE Tris EDTA 

Tm  Temperatura de fusión 

URA Uracilo 

Uri Uridina 

UV Ultravioleta 

V Volumen 

Wt Cepa silvestre 

X-gal 5-bromo-4-cloro-3-indol β-D-galactósido  

YEPD Yeast Peptone Dextrose 

YNB Yeast Nitrogen Base 

Δ Deleción  
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I.1.  Candida albicans: importancia como agente patógeno 

Candida albicans es una levadura que vive como comensal en la piel y en las 

mucosas del hombre y otros animales de sangre caliente y está distribuida por todo el 

planeta. En los individuos sanos suele encontrarse de forma saprófita, donde existe en 

equilibrio con la microbiota y el sistema inmunitario del hospedador. Dicho equilibrio 

se mantiene gracias a la competencia con la flora bacteriana normal, la integridad de 

piel y mucosas y la actividad del sistema inmunológico, pero bajo determinadas 

condiciones puede invadir cualquier tejido del cuerpo, y manifestar carácter patógeno 

(Hube y Naglik, 2001). Por tanto, C. albicans es considerada un patógeno oportunista. 

C. albicans puede producir distintos tipos de patologías llamadas genéricamente 

candidiasis. La incidencia de las candidiasis en las últimas décadas ha aumentado 

debido a la concurrencia de varios factores que hacen que hongos habitualmente 

saprófitos se conviertan en patógenos oportunistas. Entre estos factores se puede citar, la 

aplicación de tratamientos inmunosupresores, la utilización de antibióticos de amplio 

espectro o el empleo de materiales terapéuticos, tales como catéteres (Agabian et al., 

1994; Bodey, 1993; Dixon et al., 1996; Kurtz et al., 1988; Odds, 1988). 

Las candidiasis se clasifican en superficiales e invasivas. Las superficiales 

afectan principalmente a la piel y mucosas e incluyen las candidiasis vaginal, oral y 

mucocutánea crónica. Las invasivas pueden ser localizadas cuando afectan a uno o más 

órganos, aunque por lo general van acompañadas de septicemias, en las que el hongo se 

distribuye a muchos órganos denominándose entonces candidiasis sistémica. Las 

infecciones sistémicas son las más peligrosas, afectando principalmente a individuos 

inmunocomprometidos. Tanto su diagnóstico como su tratamiento son poco eficaces 

(Calderone, 2002; Myskowski et al, 1997).  

El tratamiento de las candidiasis se realiza con diversos tipos de antifúngicos 

(Tabla 1). Durante mucho tiempo, la anfotericina B, que actúa sobre el ergosterol 

presente en la membrana plasmática de las células fúngicas, fue el único antifúngico 

disponible para controlar las infecciones fúngicas graves. La flucitosina se empezó a 

utilizar en los años 60, resultando útil únicamente en combinación con anfotericina B. A 

finales de los años 70, aumentaron las opciones para tratar infecciones sistémicas con el 

desarrollo de los azoles miconazol y ketoconazol. En la siguiente década se pusieron a 

punto nuevos azoles: el fluconazol y el itraconazol, que son los compuestos empleados 

con más frecuencia en la actualidad, aunque en muchas ocasiones no resultan útiles por 
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su falta de eficacia contra algunos patógenos y la aparición de resistentes (De Backer et 

al., 2000).  

 

Tipo Diana Compuestos Actividad frente a 
Polienos 

(unión a Ergosterol) 
Ergosterol 

Anfotericina B 
Nistatina 

Candida, Cryptococcus, 
Aspergillus 

5-fluorocitosina (AN, 
DNA) (Induce muchas 

resistencias) 

Ácidos 
nucleicos 

5-FC 
Varios, combinado con 

otros 

Inhibidores (biosíntesis 
Ergosterol) 

Ergosterol 

Azoles 
Morfolinas 

Tiocarbamatos 
Alil-aminas 

Infecciones localizadas 
(imidazoles: miconazol) 
y sistémicas (triazoles: 

fluconazol) 
Equinocandinas 

(inhiben síntesis de β-
glucano) 

β-glucano 
Caspofungina 

Anidulafungina 
Micafungina 

Candida, Aspergillus 
(infecciones sistémicas) 

Tabla 1. Drogas antifúngicas y modos de acción. 

  

En los últimos años se han desarrollado compuestos azólicos más potentes y ha 

aparecido una nueva familia de agentes antifúngicos, las equinocandinas, cuya diana es 

la glucán sintetasa por lo que inhibe la formación de 1,3-β-D-glucano, componente 

esencial de la pared celular fúngica. Entre ellas cabe destacar la caspofungina, un 

compuesto tan eficaz como la anfotericina B pero con menos efectos secundarios 

(Carrillo-Muñoz et al., 2001). Otra equinocandina de reciente aparición es la 

anidulafungina, un lipopéptido obtenido a partir de un producto de fermentación de 

Aspergillus nidulans. Este compuesto presenta actividad fungicida frente a especies de 

Candida y se utiliza principalmente para tratar candidiasis invasivas (Sabol y Gumbo, 

2008). 

 

I.2. Características de Candida albicans 

Además de ser un patógeno importante para el hombre, C. albicans muestra una 

serie de características biológicas que le convierten en un organismo interesante: la 

transición dimórfica, diploidía obligada sin que se haya descrito una fase haploide, alta 

adaptabilidad y reproducción predominantemente clonal.  

C. albicans es un organismo polimórfico, debido a su alta capacidad para crecer 

como levadura (también conocidas como blastosporas, Figura 1A) o en forma de 

filamentos (pseudohifas y verdaderas hifas, Figura 1B y C respectivamente). El paso de 

una a otra morfología se conoce como transición dimórfica, proceso que puede 
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antifúngicos como anfotericina B y azoles (Perepnikhatka et al., 1999; Cowen et al., 

2000; Rustad et al., 2002; Coste et al., 2004), así como en medios de cultivo que 

presentan compuestos tóxicos como el 5’-FOA, utilizado para contra-seleccionar las 

células que no pueden sintetizar uridina (Uri–). Gran parte de esta adaptabilidad deriva 

de la condición diploide del organismo y de sus altos niveles de heterozigosidad natural. 

Estudios de genética de poblaciones en C. albicans realizados por Pujol et al. 

(1993) indicaban que la levadura se reproducía exclusivamente de forma clonal. Estos 

autores analizaron los haplotipos de 21 loci mediante análisis de restricción y 

concluyeron ausencia total de recombinación. Estudios posteriores usando métodos que 

se basaban en el análisis de marcadores bi-alélicos mediante RADP (DNA polimórfico 

amplificado aleatoriamente; Graser et al., 1996) o MLST (multi-locus sequence typing; 

Tavanti et al., 2004; Odds et al., 2007), encontraron que existían trazas de 

recombinación entre alelos, sugiriendo que aunque la reproducción era 

predominantemente clonal, podría existir una baja frecuencia de conjugación. Hull y 

Johnson (1999) identificaron regiones del genoma de C. albicans similares a los locus 

mating type, MATa y MATα, de S. cerevisiae que denominaron regiones MTL (mating-

type locus). Como podría esperarse del hecho de que ambas levaduras derivan de un 

precursor común, ambos loci sexuales, MAT en S. cerevisiae y MTL en C. albicans, 

codificaban para tres reguladores transcripcionales, a1, α1 y α2, con acentuadas 

homologías entre ambos organismos. La orientación y localización de estos genes 

estaba conservada. Sin embargo, también se encontraron diferencias entre ellos, como 

podría igualmente esperarse de su divergencia durante unos 300 millones de años. 

Mientras que S. cerevisiae posee copias silenciosas de ambos loci, HMR y HML, C. 

albicans posee copias únicas. El locus MTL (8.8 kb) es mucho mayor que el MAT (0.7 

kb), y posee tres genes adicionales con un bajo grado de identidad entre los dos alelos 

de cada uno de ellos (66%) (Figura 2A). MTLa codifica para otro regulador 

transcripcional, a2, ausente en S. cerevisiae (Figura 2B), similar a proteínas HGM 

presentes en otros hongos (Tsong et al., 2003). Como se indica en la figura 2A, la 

mayoría de las cepas de C. albicans son heterozigóticas para este locus: un alelo incluye 

los genes MTLa1 y MTLa2 y el otro los genes MTLα1 y MTLα2. 
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DNA-RPA y la ligasa Cdc9. De todo el grupo de epistasis de Rad52, sólo la proteína 

Rad52 es requerida en S. cerevisiae para casi todos los acontecimientos que ocurren por 

HR, si bien los mutantes rad52 de esta cepa pueden aún reparar por NHEJ. NHEJ es 

mutagénica y utiliza proteínas diferentes: Ku70, Ku80, ligasa 4 (Dnl4), así como sus 

proteínas asociadas Lif1 y Lif2 (Frank-Vaillant y Marcand, 2001; Kegel et al., 2001; 

Valencia et al., 2001). 

 

I.3.1. Sistemas de reparación del DNA 

En los organismos eucariotas, la existencia de diferentes lesiones en el DNA ha 

llevado al desarrollo de mecanismos para repararlas. Los sistemas de reparación del 

DNA consisten en sistemas que reparan desapareamientos provocados por defectos en 

la lectura de pruebas (mismatch repair, MMR), así como otros daños que surgen de 

procesos de metilación/oxidación de las bases. Entre estos últimos se encuentra la 

reparación por escisión de nucleótidos (NER) y la reparación por escisión de bases 

(BER). Además, las células poseen mecanismos de tolerancia a daño replicativo, en la 

que está implicado la ruta de translesion synthesis (TLS). 

MMR repara bases y pequeñas inserciones/deleciones desapareadas generadas 

como errores en la replicación del DNA. En S. cerevisiae participa un heterodímero 

(Msh2-Msh6) que reconoce la lesión, mientras que Mlh1-Pms1 recluta otras proteínas 

para la reparación del desapareamiento. También participan una exonucleasa (Exo1) 

que hidroliza la región de desapareamiento en la doble cadena y una polimerasa (polδ) 

que incorpora el nucleótido correcto (Kunkel y Erie, 2005). 

En BER la lesión (en S. cerevisiae) es reconocida por un conjunto de DNA 

glicosilasas que cortan el enlace glicosídico. El hueco generado (AP) puede ser 

procesado mediante una exonucleasa o bien por una fosfodiesterasa (ver Capítulo II). 

La ruta NER elimina distorsiones en el DNA, y en S. cerevisiae participan Rad2 

(cortando en el extremo 3’) y el complejo proteico Rad1-Rad10 (cortando en el extremo 

5’) (Habraken et al., 1993; Davies et al., 1995) (ver Capítulo II). 

Por último, el mecanismo de TLS es el proceso por el cual la lesión causada en 

el DNA es sobrepasada mediante la incorporación de nucleótidos opuestos a la lesión. 

En S. cerevisiae participan tres polimerasas TLS: Rev1, Polζ (Rev3/7) y Polη (Rad30).  

En la introducción de cada capítulo de resultados de esta tesis se comentan 

aspectos más concretos de estas rutas de recombinación y reparación del DNA, por lo 

que en esta Introducción sólo haremos referencia a la recombinación homóloga (HR). 
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I.3.2.1. DSBR 

El modelo de la reparación de DSB (DSBR) fue propuesto por primera vez para 

explicar el mecanismo de reparación en plásmidos y es actualmente el modelo más 

aceptado para racionalizar el entrecruzamiento con la conversión génica durante la 

recombinación homóloga (Orr-Weaver et al., 1981; Szostak et al., 1983). En este 

modelo, los extremos 5’ de un DSB son degradados para producir extremos 3’ de 

cadena sencilla que puedan iniciar la invasión del dúplex homólogo. Siguiendo a esta 

invasión, y ya en el dúplex homólogo, el extremo 3’ es extendido mediante síntesis de 

DNA. El bucle formado por la invasión es ligado con el otro lado del DSB, y el extremo 

3’ de la cadena no invadida es también extendido mediante síntesis de DNA, 

generándose un doble intermediario de Holliday (dHJ) (Figura 7). Para separar los 

dúplex recombinantes el dHJ debe ser eliminado mediante la actividad de una helicasa y 

de una topoisomerasa para producir sólo productos de GC sin intercambio de cadenas 

(NCO, non crossover), o bien por escisión endonucleolítica generando productos con 

intercambio de cadenas o entrecruzamiento (CO, crossover). El DNA heterodúplex 

(hDNA), que se forma por el emparejamiento de una hebra de un dúplex con una hebra 

complementaria del otro dúplex, es un distintivo de recombinación homóloga y puede 

formarse durante la invasión inicial de cadena y/o por captura del segundo extremo. La 

reparación de los emparejamientos erróneos presentes en el hDNA pueden dar lugar a 

conversión génica o restauración de la secuencia original (Boiteux y Jinks-Robertson, 

2013) (Figura 7, parte central). 

 

I.3.2.2. SDSA 

 

Mientras que el modelo DSBR explica muchas de las propiedades de la 

recombinación meiótica, la recombinación mitótica muestra una asociación entre 

entrecruzamiento (CO) y la conversión génica (GC) menor que la observada durante la 

recombinación meiótica. Esta observación dio lugar a una variación del modelo DSBR, 

el modelo SDSA, para explicar la menor incidencia de los COs asociados durante la 

reparación mitótica del DSB (Nassif et al., 1994; Ferguson y Holloman, 1996; Paques et 

al., 1998). El modelo SDSA propone que ambos extremos 3’ ssDNA invaden el dúplex 

homólogo y después de la síntesis de DNA son desplazados por DNA helicasas; las 

cadenas nacientes complementarias hibridan y después de la síntesis de los huecos y 
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posterior ligación se generan exclusivamente productos NCO (Nassif et al., 1994) 

(Figura 7, derecha).  

 

I.3.2.3. BIR 

La recombinación inducida por rotura (BIR) es un proceso de replicación 

dependiente de recombinación que da lugar a la transferencia no recíproca del DNA 

donante al cromosoma receptor. Para la reparación por BIR, sólo un extremo del DSB 

invade el dúplex homólogo de DNA e inicia la replicación hasta el final del cromosoma 

(Kraus et al., 2001; Llorente et al., 2008) (Figura 7, izquierda). Como BIR puede 

resultar en LOH masiva, este proceso se suprime cuando los DSBs tienen dos extremos 

homólogos finales con el fin de que la reparación se produzca mediante un mecanismo 

HR más conservador. De hecho, la frecuencia de BIR en un DSB inducido por 

endonucleasa es < 1%, pero puede ser sustancialmente mayor si la conversión génica es 

prevenida por la limitación de homología a un lado de la rotura (Malkova et al., 1996, 

2005; Bosco y Haber, 1998). Los pasos iniciales de BIR parecen ser similares a los de 

DSBR y SDSA (Davis y Symington, 2004). BIR puede incluir varias rondas de invasión 

de banda – síntesis de DNA – disociación, resultando en reordenamientos 

cromosómicos cuando la disociación y re-invasión ocurren en secuencias repetidas 

dispersas (Smith et al., 2007; Ruiz et al., 2009). Por tanto, la naturaleza altamente 

mutagénica de BIR podría contribuir a la evolución del genoma y el desarrollo de 

enfermedades en los seres humanos. 
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Cada vez hay más evidencias que muestran que, durante el proceso de infección, 

el éxito del organismo depende en gran medida de su capacidad para adaptarse a los 

diferentes nichos en el huésped humano a través de cambios genéticos, principalmente 

por mutaciones puntuales, translocaciones, pérdida de heterozigosidad (LOH) y 

aneuploidías (Ford et al., 2015). En las células humanas, estas alteraciones acompañan 

o preceden cáncer (Aguilera y García-Muse, 2013; Gaillard et al., 2015), pero en C. 

albicans no sólo son toleradas (Bouchonville et al., 2009), sino que se utilizan como un 

mecanismo de adaptación al estrés ambiental, incluyendo la presencia de fármacos 

antifúngicos. La presencia de LOH y aneuploidías son comunes entre los aislados 

clínicos. Por ejemplo, aislados de pacientes tratados con azoles, frecuentemente 

presentan un isocromosoma formado por dos brazos izquierdos del Chr5. Este evento 

puede ser acompañado por reordenamientos adicionales, incluyendo quimeras de otros 

cromosomas. Es importante destacar que las cepas resistentes a azoles que llevan LOH 

y aneuploidías exhiben una alto fitness, incluso en ausencia de la droga, lo que sugiere 

que las alteraciones genéticas subyacentes no afectan o incluso pueden mejorar la tasa 

de crecimiento (Selmecki et al., 2008). Otros estreses, como el peróxido de hidrógeno 

(H2O2) inducen LOH y pérdida de cromosoma (CL) (Forche et al., 2011). En pacientes 

con cáncer, las células endógenas de C. albicans están sometidas a estreses específicos 

derivados de tratamientos con radiación ionizante (IR) y de la administración de drogas 

que causan DSB (bleomicina -BLM-) o interfieren con la replicación del DNA 

(camptotecina -CPT-, o temozolomida -TMZ-, un agente alquilante). Tenemos 

evidencias de que la reparación de los daños causados en el DNA resultan en cepas que 

llevan LOH y GCR. Es importante destacar finalmente, que un estudio ha demostrado 

que el tratamiento de C. albicans con un número de medicamentos contra el cáncer (5-

fluorouracilo, cis-platino, peplomicina) o la irradiación con 137Cs, generan 

supervivientes con virulencia incrementada, como se observa en sus mayores tasas de 

crecimiento, aumento de la adherencia celular, capacidad de unión a lectinas, secreción 

de proteasas, resistencia a neutrófilos y a los medicamentos antifúngicos (Tanida et al., 

2001). Sin embargo, no hay investigaciones adicionales sobre el origen de estas 

alteraciones fenotípicas. 

Nuestro principal objetivo es conocer el daño que causan estas drogas, y en 

particular, el agente alquilante MMS y el antitumoral CPT, sobre el DNA, así como los 

mecanismos de supervivencia de C. albicans, en concreto, el papel que juega HR en 
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dicha supervivencia (Capítulos II y III).También nos propusimos analizar el papel de 

genes HR en la reparación de lesiones causadas por luz ultravioleta (Capítulo II). 

Otras alteraciones implican cambios en el número de repeticiones. Casi la mitad 

de las ORFs de C. albicans (alrededor de 2600) contienen repeticiones, un número de 

tres y diez veces superior a la encontrada en los genomas de Saccharomyces cerevisiae 

y Schizosaccharomyces pombe respectivamente (Braun et al., 2005). Se cree que la 

variación en el número de repeticiones causadas por el deslizamiento durante la 

replicación y la recombinación puede proporcionar ventajas evolutivas, ya que aporta a 

la población un número de proteínas que difieren en propiedades funcionales y pueden 

ser seleccionadas en condiciones apropiadas en un entorno altamente cambiante. Nos 

hemos propuesto analizar la competencia entre las vías de recombinación que llevan a la 

pérdida espontánea de un marcador flanqueado por repeticiones directas (hisG) en C. 

albicans (Capítulo I). 
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III.1. Microorganismos utilizados y conservación 

Las siguientes tablas muestran las cepas de C. albicans (Tabla 2) y las de S. 

cerevisiae (Tabla 3) utilizadas, así como la procedencia de las mismas. 

 

Cepa 
(nombre 
antiguo) 

Genotipo 
Cepa 

parental 
Fenotipo Referencia 

SC5314 Wild type  Wild type Gillum et al., 1984 
CAF2-1 Δura3::imm434/URA3 SC5314 Wild type Fonzi e Irwin, 1993 

CAI4 Δura3::imm434/ Δura3::imm434 CAF2-1 Uri– Fonzi e Irwin, 1993 

CAGL1 
Δura3::imm434/ Δura3::imm434 
RAD52/Δrad52::hisG-URA3-hisG 

CAI-4 
Uri+ 

Rad52+ Este trabajo 

CAGL2 
(TCR1)* 

Δura3::imm434/ Δura3::imm434 
RAD52/Δrad52::hisG-URA3-hisG 

CAI-4 
Uri+ 

Rad52+ Ciudad et al., 2004 

CAGL3 
Δura3::imm434/ Δura3::imm434 
Δrad59::hisG/Δrad59::hisG 

RAD52/Δrad52::hisG-URA3-hisG 
CAGL17 

Uri+ 

Rad59+ Este trabajo 

CAGL4 
Δura3::imm434/ Δura3::imm434 
Δrad59::hisG/Δrad59::hisG 

RAD52/Δrad52::hisG-URA3-hisG 
CAGL17 

Uri+ 

Rad59+ Este trabajo 

CAGL5 
Δura3::imm434/ Δura3::imm434 
Δrad51::hisG/Δrad51::hisG 

RAD52/Δrad52::hisG-URA3-hisG 
CAGL19 

Uri+

Rad51– 
Rad52+ 

Este trabajo 

CAGL6 
Δura3::imm434/ Δura3::imm434 
Δrad51::hisG/Δrad51::hisG 

RAD52/Δrad52::hisG-URA3-hisG 
CAGL19 

Uri+ 

Rad51– 
Rad52+ 

Este trabajo 

CAGL7 
(TCR2.1)* 

Δura3::imm434/ Δura3::imm434 
Δrad52::hisG /Δrad52::hisG-URA3-

hisG 
CAGL13 

Uri+ 

Rad52– Ciudad et al., 2004 

CAGL8 
(TCR2.2)* 

Δura3::imm434/ Δura3::imm434 
Δrad52::hisG /Δrad52::hisG-URA3-

hisG 
CAGL13 

Uri+ 

Rad52– Ciudad et al., 2004 

CAGL9 
Δura3::imm434/ Δura3::imm434 

Δrad52::hisG /Δrad52::hisG-URA3-
hisG 

CAGL1 
Uri+ 

Rad52– Este trabajo 

CAGL10 
Δura3::imm434/ Δura3::imm434 
Δrad59::hisG/Δrad59::hisG 

Δrad52::hisG/Δrad52::hisG-URA3-hisG 
CAGL4 

Uri+ 

Rad59– 
Rad52– 

Este trabajo 

CAGL11 
(TYB6.1)* 

Δura3::imm434/ Δura3::imm434 
Δrad59::hisG/Δrad59::hisG 

Δrad52::hisG/Δrad52::hisG-URA3-hisG 
CAGL17 

Uri+ 

Rad59– 
Rad52– 

Bellido et al., 2015 

CAGL12 
(EAT2)* 

Δura3::imm434/ Δura3::imm434 
Δlig4::hisG/Δlig4::hisG 

Δrad52::hisG/Δrad52::hisG-URA3-hisG 
EAT1.1 

Uri+ Lig4– 
Rad52– Ciudad et al., 2004 

CAGL13 
(TCR1.1)* 

Δura3::imm434/ Δura3::imm434 
RAD52/Δrad52::hisG 

CAGL2 
Uri–

Rad52+ 
Ciudad et al., 2004 

CAGL14 
(TCR2.1.1)* 

Δura3::imm434/ Δura3::imm434 
Δrad52::hisG /Δrad52::hisG 

CAGL7 
Uri+ 

Rad52– 
Ciudad et al., 2004 

CAGL15 
(TCR2.2.1)* 

Δura3::imm434/ Δura3::imm434 
Δrad52::hisG /Δrad52::hisG 

CAGL8 
Uri+ 

Rad52– 
Ciudad et al., 2004 

CAGL16 
(BNC1.1)* 

Δura3::imm434/ Δura3::imm434 
Δrad59::hisG/Δrad59::hisG-URA3-hisG 

CAI4 
Uri+ 

Rad59– 
García-Prieto et al., 

2010 
CAGL17 

(BNC23.1)* 
Δura3::imm434/ Δura3::imm434 
Δrad59::hisG/Δrad59::hisG 

CAGL16 
Uri– 

Rad59– 
Bellido et al., 2015 

CAGL18 
(JGR5)* 

Δura3::imm434/ Δura3::imm434 
Δrad51::hisG/Δrad51::hisG-URA3-hisG 

CAI4 
Uri+ 

Rad51– 
García-Prieto et al., 

2010 
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CAGL19 
(JGR5A)* 

Δura3::imm434/ Δura3::imm434 
Δrad51::hisG/Δrad51::hisG 

CAGL18 
Uri– 

Rad51– 
García-Prieto et al., 

2010 

CAGL20 
(BYJ26)* 

Δura3::imm434/ Δura3::imm434 
Δrad59::hisG/Δrad59::hisG 

Δrad51::hisG/Δrad51::hisG-URA3-hisG 
CAGL17 

Uri+ 

Rad59– 
Rad51– 

Bellido et al., 2015 

CAGL21 
(BYJ261)* 

Δura3::imm434/ Δura3::imm434 
Δrad59::hisG/Δrad59::hisG 
Δrad51::hisG/Δrad51::hisG 

CAGL20 
Uri–

Rad59– 
Rad51– 

Bellido et al., 2015 

CAGL22 
(TYB7.1)* 

Δura3::imm434/ Δura3::imm434 
Δrad59::hisG/Δrad59::hisG 
Δrad52::hisG/Δrad52::hisG 

CAGL11 
Uri–

Rad59– 
Rad52– 

Bellido et al., 2015 

CAGL23 URA3/ Δura3::imm434 CAI4 Uri+ Este trabajo 

CAGL24 
URA3/ Δura3::imm434 

Δrad59::hisG/Δrad59::hisG 
CAGL17 

Uri+ 
Rad59– 

Este trabajo 

CAGL25 
URA3/ Δura3::imm434 

Δrad51::hisG/Δrad51::hisG 
CAGL19 

Uri+ 
Rad51– 

Este trabajo 

CAGL26 
URA3/ Δura3::imm434 

Δrad59::hisG/Δrad59::hisG 
Δrad51::hisG/Δrad51::hisG 

CAGL21 
Uri+ 

Rad59– 
Rad51– 

Este trabajo 

Tabla 2. Cepas de C. albicans utilizadas en este trabajo. Las cepas señalas con asterisco (*) han sido 
renombradas, entre paréntesis aparece el nombre original. 
 
 

Cepa  Genotipo Referencia 
W303 

haploide 
MATa; ADE2 RAD5 met17-s ade2-1 trp1-1 his3-11,15 can1-100 

ura3-1 leu2-3,112 
Cedida por L. 

Symington 

Scrad59-Δ 
MATa; ADE2 RAD5 rad59::LEU2 met17-s ade2-1 trp1-1 his3-

11,15 can1-100 ura3-1 leu2-3,112 
Cedida por L. 

Symington 

Scrad51-Δ 
MATa; ADE2 RAD5 rad51::LEU2 met17-s ade2-1 trp1-1 his3-

11,15 can1-100 ura3-1 leu2-3,112 
Cedida por L. 

Symington 
Scrad59-Δ 

rad51-Δ 
MATa; ADE2 RAD5 rad51::HIS3 rad59::LEU2 met17-s ade2-1 

trp1-1 his3-11,15 can1-100 ura3-1 leu2-3,112 
Cedida por L. 

Symington 

Scrad52-Δ 
MATα; ADE2 RAD5 rad52::TRP1 met17-s ade2-1 trp1-1 his3-

11,15 can1-100 ura3-1 leu2-3,112 
Cedida por L. 

Symington 
Scrad59-Δ 

rad52-Δ 
MATα; ADE2 RAD5 rad59::LEU2 rad52::TRP1 met17-s ade2-1 

trp1-1 his3-11,15 can1-100 ura3-1 leu2-3,112 
Cedida por L. 

Symington 

W303 
diploide 

MATa/α; ADE2 RAD5 met17-s/met17-s ade2-1/ade2-1 trp1-
1/trp1-1 his3-11,15/his3-11,15 can1-100/can1-100 ura3-1/ura3-1 

leu2-3,112/leu2-3,112 

Cedida por L. 
Symington 

Scrad59-ΔΔ 
MATa/α; ADE2 RAD5 rad59::LEU2/rad59::LEU2 met17-

s/met17-s ade2-1/ade2-1 trp1-1/trp1-1 his3-11,15/his3-11,15 
can1-100/can1-100 ura3-1/ura3-1 leu2-3,112/leu2-3,112 

Este trabajo 

Scrad51-ΔΔ 
MATa/α; ADE2 RAD5 rad51::LEU2/rad51::LEU2 met17-

s/met17-s ade2-1/ade2-1 trp1-1/trp1-1 his3-11,15/his3-11,15 
can1-100/can1-100 ura3-1/ura3-1 leu2-3,112/leu2-3,112 

Este trabajo 

Scrad59-ΔΔ 
rad51-ΔΔ 

MATa/α; ADE2 RAD5 rad59::LEU2/rad59::LEU2 
rad51::HIS3/rad51::HIS3 met17-s/met17-s ade2-1/ade2-1 trp1-

1/trp1-1 his3-11,15/his3-11,15 can1-100/can1-100 ura3-1/ura3-1 
leu2-3,112/leu2-3,112 

Este trabajo 

Scrad52-ΔΔ 
MATa/α; ADE2 RAD5 rad59::TRP1/rad59::TRP1 met17-

s/met17-s ade2-1/ade2-1 trp1-1/trp1-1 his3-11,15/his3-11,15 
can1-100/can1-100 ura3-1/ura3-1 leu2-3,112/leu2-3,112 

Bellido et al., 2015 

Scrad59-ΔΔ 
rad52-ΔΔ 

MATa/α; ADE2 RAD5 rad59::LEU2/rad59::LEU2 
rad52::TRP1/rad52::TRP1 met17-s/met17-s ade2-1/ade2-1 trp1-
1/trp1-1 his3-11,15/his3-11,15 can1-100/can1-100 ura3-1/ura3-1 

leu2-3,112/leu2-3,112 

Este trabajo 

JKM139 Wild type Oum et al., 2011 
Scrad59-Δ* Δrad59::KAN Oum et al., 2011 
Scrad51-Δ* Δrad51::URA3 Oum et al., 2011 
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Scrad51-Δ 
Scrad59-Δ* Δrad51::URA3 Δrad59::KAN Oum et al., 2011 

Tabla 3. Cepas de S. cerevisiae utilizadas en este trabajo. Con asterisco (*)  se indican las cepas que 
proceden de JKM139. 
 
 

Las cepas se conservaron a corto plazo a 4ºC. Para poder mantenerlas periodos 

más prolongados se utilizaron ultracongeladores a -80ºC, en este caso se guardaban en 

glicerol al 40% las bacterias y en glicerol al 16% las levaduras. 

 

III.2. Medios de cultivo y condiciones de crecimiento 

Las levaduras se crecieron en medio complejo YEPD (Lodder, 1970) (2% 

glucosa, 1% extracto de levadura y 2% peptona bacteriológica) o medio mínimo 

selectivo SC (2% glucosa, 0,7% YNB sin aminoácidos) a 28ºC. Cuando se trataba de 

medios líquidos, los cultivos eran crecidos en agitadores orbitales a 200 rpm, y cuando 

se trataba de medios sólidos, se añadía agar a una concentración final del 2% y las 

placas eran incubadas en estufas a 28ºC. A los medios selectivos se les añadía 0,2% de 

mezcla completa de aminoácidos1 y en el caso de las cepas con auxotrofías Ura– o His–

de C. albicans, los medios se suplementaban con uridina o histidina a una concentración 

final de 25 µg/ml o de 10 µg/ml, respectivamente. Durante la construcción de los 

distintos mutantes de C. albicans, los transformantes Uri+ fueron seleccionados en 

medio SD sin uridina y las cepas Uri– en medio 5FOA (2% Glucosa, 0,7% YNB con 

aminoácidos, 0,1% ácido 5-fluoroorótico, 25 µg/ml uridina) (Boeke et al., 1984; 

Andaluz et al., 2001; Ciudad et al., 2004). 

Las bacterias se crecieron en medio LB (1% bactotriptona, 0,5% extracto de 

levadura, 1% NaCl pH 7) a 37ºC. En el caso de medios líquidos, los cultivos eran 

crecidos en agitadores orbitales a 200 rpm, y cuando se trataba de medios sólidos se 

añadió agar al 2%, incubando las bacterias en estufas a 37ºC. Cuando fue necesario, los 

medios fueron suplementados con ampicilina a una concentración final de 100 µg/ml. 

 

III.3. Construcciones  

Para obtener los mutantes que llevaban una copia (CAGL1, CAGL3, CAGL4, 

CAGL5 y CAGL6) o dos copias (CAGL9 y CAGL10) interrumpidas del gen RAD52, se 

siguió el protocolo descrito en Ciudad et al., (2004). En este caso, tanto los mutantes 

                                                            
1  La Mezcla completa de aminoácidos contiene: 4,5% Ala, Arg, Asn, Asp, Cys, Gln, Glu, Gly, His, Ile, 
Lys, Met, Phe, Pro, Ser, Thr, Trp, Tyr y Val; 8,9% Leu; 1,1% Ade; 0,5% PABA (Rose et al., 1989) 
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heterocigóticos (RAD52/rad52::hisG-URA3-hisG) como los homocigóticos Ura+ 

(rad52::hisG/rad52::hisG-URA3-hisG) se comprobaron por PCR usando los 

oligonucleótidos RV3 y URA2 (Tabla 4). 

Para la construcción de los mutantes que llevaban una copia de URA3 en su 

propio locus (CAGL23, CALG24, CAGL25 y CALG26), se usó el fragmento de 4,9 Kb 

digerido con PstI-BglII del plásmido pLUBP que contiene una copia funcional del 

marcador URA3 de C. albicans (Noble y Johnson, 2005). Los transformantes Uri+ (que 

llevan inserto una copia de URA3 en su propio locus), fueron seleccionados en medio 

sin uridina, y la integración se comprobó por PCR usando los oligonucleótidos URA3 

left flank y URA3 right flank (Tabla 4, Noble y Johnson, 2005). 

  

III.4. Técnicas de manipulación de ácidos nucleicos  

III.4.1. Extracción de DNA plasmídico de E. coli 

El proceso se basa en el método de lisis alcalina descrito por Birnboim y Doly 

(1979). 

Cultivos crecidos durante toda la noche en 50 ml de LB ampicilina a 37ºC hasta 

saturación se recogieron por centrifugación, desechando el sobrenadante. El precipitado 

obtenido se resuspende en 1 ml de solución P1 (25 mM Tris-HCl pH 8, 10 mM EDTA 

pH 8, 50 mM Glucosa) incubándolo 5 minutos a temperatura ambiente, tras lo cual se 

adicionan 2 ml de solución alcalina P2 (200 mMNaOH, 1% SDS) invirtiendo el tubo 

hasta la formación de una solución mucosa. Se incuba en hielo durante 5 minutos y se 

añade finalmente 1,5 ml de solución de acetato potásico P3 (3 M acetato potásico, 

11,5% ácido acético glacial) mezclándolo bien por inversión e incubándolo 

posteriormente durante 30 minutos en hielo, centrifugando y traspasando el 

sobrenadante a un nuevo tubo. Se adiciona 2,5V de etanol al 100% frío, para precipitar 

el DNA, se centrifuga y se lava posteriormente con etanol al 70%. El precipitado 

obtenido se resuspende en 500 µl de agua estéril, se traspasa a un eppendorf y se 

adiciona RNAsa a una concentración final de 20 µg/ml, incubando 30 minutos a 37ºC. 

Pasado ese tiempo se realizan dos extracciones fenol/cloroformo (1:1) y una extracción 

con cloroformo/alcohol isoamílico (24:1). La fase acuosa finalmente se precipita con 

0,1V de acetato sódico 3M pH 5,3 y 2,5V de etanol al 100%, se lava con etanol al 70% 

y se resuspende el DNA obtenido en 50 – 100 µl de agua. 
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III.4.2. Extracción de DNA cromosómico de levaduras 

Para la extracción de DNA genómico se usó el método de “Smash and Grab” 

(Hoffman y Winston, 1987), partiendo de cultivos de 15 ml crecidos durante toda la 

noche hasta una DO600 de 1 – 2. Se recogen las células por centrifugación para 

resuspenderlas en 200 µl de “Breaking buffer” (2% Triton X-100, 1% SDS, 100 

mMNaCl, 100 mM Tris-HCl pH 8, 1 mM EDTA pH 8), las células en la solución se 

traspasan a un eppendorf que contiene 200 µl de bolas de vidrio (425 – 600 µ; Sigma) 

y 200 µl de PCI (25:24:1). La mezcla se agita durante 5 minutos vigorosamente, tras lo 

cual se añaden 200 µl de TE (10 mM Tris-HCl pH 8, 1 mM EDTA pH 8) para 

centrifugar a 12000 rpm y recuperar la fase acuosa en un nuevo eppendorf. A 

continuación la muestra se precipita con 0,1V de acetato sódico 3 M pH 5,3 y 2,5V de 

etanol al 100%, lavando posteriormente con 1ml de etanol 70%. Seguidamente se 

resuspende en 400 µl de TE y se incuba con RNAsa (20 µg/ml) a 37ºC durante 30 

minutos. Finalmente se precipita el DNA con 0,013V de acetato amónico 7,5 M pH 8 y 

2,5V de etanol al 100%, se lava con etanol al 70% y se resuspende en un volumen 

adecuado (30 – 50 µl) de agua. 

 

III.4.3. Digestión de DNA con enzimas de restricción y separación en geles de agarosa  

Se utilizaron enzimas de restricción de Fermentas siguiendo las indicaciones de 

la casa comercial. El volumen final de reacción fue entre 20 – 50 µl según los casos. La 

separación de los fragmentos generados se realizó mediante electroforesis en geles de 

agarosa al 1% en tampón TAE 1x (TAE 50x: 5,6% ácido acético glacial, 50 mM EDTA 

pH 8, 2 M Tris-Base) al que se le adicionó bromuro de etidio (BrEt) a una 

concentración final de 0,5 µg/ml. Cuando queríamos distinguir entre bandas pequeñas 

de tamaño parecido, los geles se hicieron al 2% en las mismas condiciones. 

Las muestras se mezclaban con 1/6  de tampón de muestra (5 mM EDTA pH 8; 

30% glicerol; 0,025% azul de bromofenol y 52,5% de T10E1N50 (10 mM Tris-HCl pH 8, 

50 mMClNa, 1 mM EDTA pH 8)) para darles densidad y visualizar el frente de 

electroforesis. La electroforesis se realizó a voltajes constantes que oscilaron entre 50 – 

100 voltios en tampón TAE 1x. Los geles fueron fotografiados con un procesador de 

imágenes gelprinter plus. 
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III.4.4. Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

La amplificación de fragmentos de DNA se llevó a cabo con diferentes 

finalidades, pero de una forma general se trataba de muestras de 25 µl que contenían: 1 

µl de MgCl2 (50 mM); 2,5 µl de tampón comercial sin MgCl2 10X (Boline); 1 µl de 

mezcla de dNTP 10mM (Fermentas), 0,2 µl de Biotaq polimerasa 5 u/µl  (Bioline), 1 µl 

de cada uno de los oligonucleótidos (10 µM); 0,1 – 0,5 µg del DNA molde y agua hasta 

completar los 25 µl de reacción. 

Se utilizó un termociclador T100TM ThermalCycler (Bio-Rad) con el siguiente 

programa: 

1. Etapa de inicio (2 min a 94ºC). 

2. Etapa de desnaturalización (1 min a 94ºC). 

3. Etapa de hibridación de los oligonucleótidos, 30’’ a 50ºC (aunque para 

optimizar la PCR en algunos casos se varió la temperatura de hibridación). 

4. Etapa de elongación (2 min a 72ºC).  

5. 30 ciclos (de la etapa 2 a la etapa 4). 

6. 10 min a 72ºC para terminar de amplificar las hebras incompletas. 

Los oligonucleótidos utilizados en este trabajo se detallan en las Tablas 4 y 5 

(casa comercial StabVida). 

Oligonucleótido Secuencia 5’  3’ 
Fragmento 

amplificado (pb) 
Oligonucleótidos usados para comprobar interrupción del gen RAD52 

RV3 CGTGGCATTTATGGCCTCTTC 
2500 

URA2 CGAATCAATGGCACTACAGC 
Oligonucleótidos usados para comprobar integración de URA3 en su locus* 

URA3 left flank GATGTTCTTGAAGCGTAAAAC 
1658 

URA3 right flank CACCGTCGATAGTTTTACGG 
Oligonucleótidos usados para comprobar evento de SSA 

RV1 CAACCACGACCACCACAACAA Wt: 1600 
rad52::hisG: 1300 RV2 TGCGGTATACCCGAAGAAGGA 

Oligonucleótidos usados para comprobar la inactivación mutacional 
RV1 CAACCACGACCACCACAACAA 

1300 
URA3-det-R GTATGGGGTTGTTGCTCAGG 

Oligonucleótidos usados para comprobar el test cromosoma del Chr6 
RAD52_501F AGCGGTAAATTTTCAGTA 

793 
RAD52_1290R GTCCATTGTTTGTCGTTT 

 

Tabla 4. Oligonucleótidos utilizados en las reacciones de PCR. * Noble y Johnson, 2005. 
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III.4.5. Purificación de fragmentos de DNA 

Para la purificación de fragmentos de DNA obtenidos mediante PCR se usó el 

kit “PCR Purification Kit” (Qiagen). Mientras que para el aislamiento de fragmentos 

específicos de DNA a partir de geles de agarosa se utilizó el kit “GeneClean II” (Q-Bio-

Gene). En ambos se siguieron las instrucciones del fabricante. 

 

III.4.6. Ligación 

Las reacciones de ligación se realizaban en un volumen de 20 µl, con una 

relación 1/10 vector/fragmento, 2 µl de tampón comercial 10x (Fermentas), 1 µl (U/µl) 

de ligasa del fago T4 (Fermentas) y agua; se incubaban a 16ºC durante toda la noche.  

 

III.5. Preparación de muestras para el análisis de SNPs (SNP-RFLP) 

Las muestras para el análisis de SNPs se obtuvieron por amplificación en PCR a 

partir de DNA genómico de cada una de las cepas a estudiar, utilizando los 

oligonucleótidos adecuados, Forche et al., 2009 (Tabla 4). La reacción de PCR utilizada 

fue la siguiente (volumen final de 50 µl): 

1. Etapa de inicio (3 min a 95ºC). 

2. Etapa de desnaturalización (1 min a 94ºC). 

3. Etapa de hibridación de los oligonucleótidos, 30’’ a 57ºC. 

4. Etapa de elongación (1 min a 72ºC).  

5. 35 ciclos (de la etapa 2 a la etapa 4). 

6. 5 min a 72ºC para terminar de amplificar las hebras incompletas. 

Las muestras fueron visualizadas en un gel de agarosa 1% (5 µl de muestra). El 

resto de la muestra (45 µl) se precipitó con 0,1V de acetato sódico y 2,5V de etanol 

100%. Se centrifugó a 12000 rpm durante 10min, se lavó con etanol 70% y se 

resuspendió finalmente en un volumen adecuado de agua estéril (20 – 30 µl).Las 

muestras posteriormente se trataron con la enzima de restricción adecuada según el SNP 

amplificado (Tabla 4). Tras la digestión, las muestras se sometieron a electroforesis en 

un gel al 2% de agarosa. 
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Oligonucleótidos Tamaño (pb) Enzima 
Fragmentos generados 
tras la digestión (pb) 

122-F 
227 ApoI* a: 91 + 136 

122-R b: 227 
123-F 

268 BfaI* a: 122 + 144 
123-R b: 268 
132-F 

256 Sau96I* a: 256 
132-R b: 47 + 209 

RAD52_501F 
793 TaqI 

a: 305 + 251 + 237 
RAD52_1290R b: 542 + 251 

Tabla 5. Oligonucleótidos usados en este trabajo con la técnica SNP-RFLP. “a” y “b” corresponde a 
cada uno de los homólogos del cromosoma (* Tomado de Forche et al., 2009). 
 

III.6. Hibridación de ácidos nucleicos 

III.6.1. Marcaje radiactivo de sondas de DNA 

Fragmentos de DNA amplificados por PCR u obtenidos por digestión de DNA 

plasmídico fueron marcados con 32α-PdCTP (PerkinElmer) utilizando el kit 

“Randomprimed DNA Labeling kit” (Roche). La mezcla de reacción fue la siguiente: 

entre 20 – 25 ng de DNA, 1 µl (10 mM) de cada uno de los dNTPs (excepto dCTP), 2 µl 

(10x) de hexanucleótidos, 2,5 µl de 32α-PdCTP (10 µCi/µl) y 1 µl (2 U) de enzima 

klenow, todo ello en un volumen final de 20 µl. 

La reacción se deja incubar durante 30 min a 37ºC, y posteriormente el DNA 

marcado se purifica mediante columnas de purificación MicroSpin (GE Healthcare). 

Para ello se drenó la columna durante 2 min a 3000 rpm, y seguidamente se añadieron 

los 20 µl de reacción más 30 µl de agua. Finalmente se centrifugó durante 4 min a 3000 

rpm recuperando en un eppendorf un volumen final de 50 µl. 

 

III.6.2. Análisis Southern blot 

Una vez extraído el DNA genómico de las levaduras y digerido con la enzima 

específica (según caso), los fragmentos fueron separados en un gel de agarosa al 1% 

para posteriormente ser transferidos a una membrana de Nylon (Biodyne) mediante 

capilaridad. Para ello el gel es sometido a desnaturalización durante 45 min en agitación 

en 200 ml de la solución desnaturalizante (1,5 M NaCl, 0,5 M NaOH), posteriormente 

se neutraliza durante 30 min en agitación en 200 ml de la solución neutralizante (1 M 

Tris-Base, 1,5 M NaCl, ajustada con HCl a pH 7,5). Para realizar la transferencia se 

dispusieron los siguientes elementos, enumerados según su orden de colocación: una 

bandeja que contenía SSC 20x (3 M NaCl, 0,45 M ácido cítrico, ajustado a pH 7 con 

NaOH 10N), dentro de ella un soporte sobre el que se dispuso un papel de filtro 
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Whatmann 3MM embebido en esta solución de transferencia y con sus extremos en 

contacto con dicha solución, el gel invertido con el DNA a transferir, la membrana de 

Nylon humedecida en la solución de transferencia (cortada a la misma medida del gel y 

colocada asegurando que no quedaran burbujas entre ambas capas) y tres papeles de 

filtro Whatmann 3MM humedecidos en dicha solución SSC 20x. Por último se colocó 

papel de filtro y un soporte sobre el que se depositó un objeto de peso con el fin de 

asegurar el contacto entre todos los elementos. Se dejó transfiriendo durante toda la 

noche, y al día siguiente la membrana se lavó durante 5 min en solución SSC 2x. Por 

último se fijó el DNA en un Spectrolinker (120 mJ/cm2) XL-1000 UV Crosslinker 

(Spectronics Corporation). 

Una vez tenemos el DNA transferido, la membrana se somete a pre-hibridación 

en un horno de hibridación ProBlotHybridization Oven (Labnet) durante 2 horas a 65ºC 

en 15 ml de una solución que contiene SSC 6x, solución Denhardt’s 12,5x (1% ficoll, 

1% polivinilpirrolidona, 1% BSA fracción V), 0,5% SDS y 100 µg/ml de DNA de 

esperma de salmón (Stratagene). 

Pasado ese tiempo de pre-hibridación se añade la sonda previamente 

desnaturalizada a 95ºC durante 10 min y se deja hibridando a 65ºC durante toda la 

noche. Al día siguiente se lava la membrana dos veces con solución SSC 5x, 0,1% SDS 

y otras dos veces con solución SSC 0,1x, 0,1% SDS, manteniendo de 20 a 25 min cada 

lavado. Finalmente se lava en SSC 2x para quitarle los restos de SDS y se empaqueta en 

un “film” transparente para ponerlo finalmente en el casete de exposición. Las bandas 

marcadas se revelaron utilizando el Molecular Imager FX (BioRad) a las 4 – 6 horas de 

exposición. La cuantificación de las bandas marcadas isotópicamente se realizó 

utilizando el Quantity ONE-1D Software (BioRad). 

 

III.7. Electroforesis en campo pulsante (PFGE) 

Una muestra de 0,1 ml de un cultivo exponencial de C. albicans fue utilizada 

para inocular 10 ml de medio YEPD, que fue mantenido en agitación a 28ºC durante 48 

horas. Las células fueron centrifugadas y lavadas dos veces con agua estéril, y 

resuspendidas en 0,45 ml de tampón CPES (40 mM ácido cítrico, 120 mM fosfato de 

sodio, 20 mM EDTA pH 8, 1,2 M sorbitol, 5 mM DTT), suplementado con 0,2 mg de 

Zymoliasa 20000A. Una alícuota de 0,5 ml de CPE (igual que el tampón CPES pero sin 

sorbitol, sin DTT y sin Zymoliasa), que contiene agarosa al 1% de bajo punto de fusión 

a 50ºC, se adicionó y el total fue mezclado vigorosamente. Alícuotas de 200 µl fueron 
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transferidas después a un molde de muestras y se mantuvieron a -20ºC durante 20 min. 

Cuando los bloques formados (plugs) se solidificaron, fueron transferidos a tubos de 15 

ml, suplementados con 6 ml de CPE, e incubados a 30ºC durante 4 horas. El CPE se 

remplazó después por 5 ml de tampón TEST (1 M Tris-HCl pH 8, 0,5 M EDTA pH 8, 

2% SDS, 1 mg/ml de proteinasa K) y se incubó durante toda la noche a 30ºC o 55ºC 

(ver sección III.10). Las muestras fueron lavadas después 3 veces con TE (10 mM Tris-

HCl pH 8, 1 mM EDTA pH 8) a 50ºC y 6 veces a temperatura ambiente. Los plugs se 

almacenaron a 4ºC en 50 mM EDTA pH 8. 

El protocolo estándar de separación de los cromosomas de C. albicans, permite 

visualizar todos los cromosomas excepto los homólogos del Chr6 y Chr7. Las muestras 

fueron sometidas a electroforesis en campo pulsante (BIO-RAD), en un gel al 0,6% de 

agarosa durante 24 horas a 80 voltios con una rampa lineal de 120-300 seg, y después 

48 horas a 80 voltios con 420-900 seg de rampa lineal. Se usó también un segundo 

protocolo para separar ambos homólogos de los cromosomas más pequeños, Chr6 y 

Chr7 (Legrand et al., 2004; Lephart et al., 2005). En este caso, las muestras se corrieron 

en un gel al 1% de agarosa a 180 voltios con una rampa lineal de 60-120 seg, 120º de 

ángulo durante 48 horas; y después a 120 voltios con 300-420 seg de rampa lineal, 120º 

durante 48 horas, en el mismo aparato. 

 

III.8. Transformación 

III.8.1. Transformación en E. coli 

La transformación de bacterias requiere dos pasos: la obtención de células 

competentes y la transformación de dichas células. La obtención de células competentes 

de E. coli se basó en el método descrito por Chung et al. (1989). 

Células de la cepa JM109 son crecidas durante toda la noche a 37ºC en LB 

ampicilina para inocular un matraz de 250 ml a una DO de 0,2. Las células son 

incubadas a 37ºC durante dos horas hasta que alcancen una densidad óptica aproximada 

de 0,5 y se incuban en hielo otras dos horas. Posteriormente se recogen por 

centrifugación a 3000 rpm durante 15 min, desechamos el sobrenadante y las bacterias 

son resuspendidas en 10 ml de “trituration buffer” (100 mM CaCl2, 70 mM MgCl2 40 

mM acetato sódico pH 5,5). Se incuban en hielo durante 45 min y se recogen las células 

por centrifugación (3000 rpm durante 15 min). Finalmente las células son resuspendidas 

en una solución formada por el “trituration buffer” con glicerol al 15%. Se distribuyen 
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en alícuotas de 200 µl, rápidamente son congeladas en nieve carbónica y se mantienen a 

-80ºC hasta su utilización. 

Para transformar las bacterias se utilizaron alícuotas de E. coli competentes 

congeladas a - 80ºC, y se utilizó el método descrito por Kushner (1988). Una vez 

descongeladas se mezcla 10 µl del producto de la ligación con las células competentes, 

manteniéndolo en hielo durante 30 min. Tras lo cual calentamos a 42ºC durante 45 – 90 

seg y se vuelve a poner en hielo 2 min. Se añaden 200 µl de medio LB precalentado a 

37ºC y se incuba durante 1 hora a 37ºC. Tras la hora se centrifugan a 12000 rpm durante 

1 min para bajar las células, se resuspenden en 300 µl de agua, se siembran en las placas 

LB ampicilina y se incuban a 37ºC. 

 

III.8.2. Transformación en C. albicans 

El método utilizado para transformar a células de C. albicans se basó en el 

descrito por Wilson et al. (1999). A partir de cultivos crecidos durante toda la noche, se 

inoculan 50 ml de medio YEPD con uridina a una DO600 0,3. Tras aproximadamente 3 

horas de incubación y llegar hasta una DO aproximada de 1,2 – 1,3 se recogen las 

células y se lavan con agua estéril. El precipitado obtenido se pasa a un eppendorf, 

donde es lavado nuevamente con 1 ml de agua estéril y se resuspende en 300 µl de 

solución LATE (100 mM acetato de litio, 10 mM Tris-HCl pH 8, 1 mM EDTA pH 8). 

Una vez tenemos las células en la solución LATE, se prepara la mezcla de 

transformación que llevará 100 µl de suspensión celular, 10 µl de DNA de esperma de 

salmón 10 mg/ml, 5 µg de DNA (plásmido pL1 digerido con BamHI/KpnI) y 600 µl del 

tampón PLATE (50% de Polietilenglicol 4000 en el tampón LATE); todo ello se mezcla 

vigorosamente durante aproximadamente 10 seg y se incuba a 30ºC durante toda la 

noche. Al día siguiente se le da un choque térmico durante 15 min a 45ºC, tras el cual 

las células son lavadas con 1 ml de agua para finalmente sembrarlas en placas de 

selección SC-ura e incubarlas 28ºC durante aproximadamente 3 días hasta la aparición 

de colonias. 

 

III.9. Test de fluctuación: obtención de 5FOAR 

Las cepas fueron sacadas en medio sólido YEPD de cultivos a -80ºC e incubadas 

a 30ºC durante 48 horas. Una vez crecidas, fueron resembradas en nuevas placas de 

medio sólido YEPD para aislar colonias e incubadas a 30ºC durante 2-4 días. Diez o 

más colonias independientes fueron resuspendidas en 100 µl de agua estéril. 10 µl 



 

 

fuero

deter

fuero

conta

duran

duran

por e

(1992

Figur
 

III.1

creci

ensay

400 u

contr

(MM

(para

el po

Aldri

realiz

on usados 

rminar el nú

on sembrad

aron para as

nte la incub

nte 3-4 días

el método d

2). 

 

ra 9. Esquem

0. Tratami

Todos lo

idos a 28ºC 

En el efe

yos de CFU

unidades fo

rol. Con las

MS, Campto

a evitar la de

orcentaje de

ich, y la ca

zaron por du

para las d

úmero total 

dos en placa

segurar que

bación de l

s y las colo

de la median

a del protoco

iento de ag

os ensayos 

durante tod

ecto de la e

U (Figura 1

ormadoras d

 mismas dil

otecina). La

egradación 

e supervive

amptotecina

uplicado y r

diluciones 

de células 

as 5FOA (F

e se habían 

las placas 5

onias fueron

na (Lea y C

olo seguido pa

entes que d

se iniciaro

da la noche 

exposición c

0), se realiz

de colonias 

luciones se 

s placas se 

de algunas 

encia en ca

a por MBL 

repetidos tr

seriadas y 

sembradas 

Figura 9). S

generado d

5FOA. Toda

n contadas. 

Coulson, 194

ara obtener s

dañan el DN

on con cul

(en fase est

crónica (sie

zaron las d

(CFU) apr

sembraron 

incubaron 

drogas com

ada caso. E

Internation

es o más ve

sembrar e

en 5FOA; m

Sólo colonia

durante la fo

as las placa

Las tasas d

49) como d

segregantes 5

NA 

ltivos de C

tacionaria).

empre en pr

iluciones n

oximadame

las placas c

a 28ºC dur

mo el MMS)

El MMS fu

nal Corpora

eces. 

M

en placas 

mientras qu

as de tamañ

ormación de

as fueron in

de 5FOAR fu

describe Ree

FOAR. 

C. albicans 

resencia de 

ecesarias pa

ente en las p

con los agen

rante 48 hor

) y se contar

e suministr

ation. Todo

Materiales y M

de YEPD 

ue los otros 

ños parecid

e la colonia

ncubadas a 

fueron calcu

enan y Kolo

y S. cerev

la droga) e

ara obtener

placas de Y

ntes mutagé

ras en oscu

ron para cal

rado por Si

os los ensay

Métodos 

58 

para 

90 µl 

dos se 

a y no 

30ºC 

uladas 

odner 

 

visiae 

en los 

r 300-

YEPD 

énicos 

uridad 

lcular 

igma-

yos se 



 

 

diluc

Cros

repar

en ca

albic

ensay

Figur
Las p
(en lo
caso).

de la

expo

(para

incub

30ºC

mezc

CFU

deter

 

 

En el ca

ciones) fuer

sslinker. Se

ración medi

ada caso. La

cans (Ciuda

yos se realiz

 

ra 10. Esquem
lacas marcada

os experimento
. 

 

Para dete

a droga dura

onencial se r

a ensayos co

baron con M

C. Los contro

clas incubad

U) se sembr

rminar el nú

aso de la l

ron irradiad

e incubaron

iante fotolia

a fotoliasa e

ad et al., 200

zaron por d

ma del protoc
as con * se su
o con luz UV

erminar la s

ante un peri

resuspendie

on MMS) o

MMS dura

oles se man

das se diluy

raron en pl

úmero de co

luz UV, las

das con las 

n a 28ºC 

asa y se con

está present

04; Legrand

duplicado y 

colo seguido 
uplementaron c
, no se suplem

supervivenc

iodo de tiem

eron en 1 m

o en 1 ml d

ante 30 min

ntuvieron en

yeron 10-3 v

lacas de YE

olonias.  

s placas de

dosis indic

durante 48

ntaron para c

te en S. cere

d et al., 200

fueron repe

en el tratami
con las concen

mentaron y fue

cia después 

mpo), alred

ml de solució

de medio ric

n a tempera

n PBS (MM

veces con P

EPD e incu

e YEPD (u

cadas en un

8 horas en

calcular el p

evisiae, pero

08; Miller y 

etidos tres o 

iento crónico
ntraciones del
eron irradiada

de un trata

edor de 5 x

ón salina tam

co YEPD (p

atura ambie

MS) o en YE

PBS, y 50 µ

ubadas a 3

M

una vez sem

n Spectrolin

n oscuridad

porcentaje d

o no se ha e

Sarachek, 

más veces.

o de agentes q
l agente muta

as con las dosi

amiento agu

x 105 célula

mponada co

para ensayo

ente y con 

EPD sin adic

µl (que cont

0ºC durant

Materiales y M

mbradas tra

nker-XL-100

d para evit

de supervivi

encontrado 

1974). Todo

 

que dañan al 
génico en cad
is señaladas e

udo (en pres

as en crecim

on fosfato (

os con CPT)

CPT 120 m

cionar droga

tiene de 300

e 48 horas

Métodos 

59 

as las 

00UV 

tar la 

ientes 

en C. 

os los 

 
DNA. 

da caso 
en cada 

sencia 

miento 

(PBS) 

) y se 

min a 

a. Las 

0-400 

 para 



  Materiales y Métodos 

60 
 

III.11. Generación de lesiones inducidas por MMS y CPT 

La alquilación se indujo como describe Lundin et al., (2005). Las cepas de C. 

albicans se crecieron durante toda la noche en medio rico YEPD. Las células se lavaron 

y se resuspendieron en YEPD a densidades ópticas de 5. A continuación se añadió 

MMS a una concentración final de 0,05% o CPT (40 µg/ml) y las suspensiones 

celulares se pusieron en agitación a 30ºC hasta 120 min (MMS) o hasta 8 horas (CPT). 

Se recogieron muestras a diferentes tiempos de incubación (30, 60, 90 y 120 min para 

MMS y 2, 4 y 8 horas para CPT) y se neutralizó con tiosulfato sódico (para MMS; 10% 

de tiosulfato sódico en proporción 1:1). Se lavaron las células con YEPD y se 

prepararon los plugs a 55ºC o 30ºC para PFGE. 

En el caso de la recuperación de lesiones lábiles al calor después de un 

tratamiento agudo, un cultivo en fase exponencial se trató con 0,05% MMS durante 30 

min en tampón PBS. Pasado el tiempo, el MMS se neutralizó con tiosulfato sódico 

(1:1), se lavaron las células con YEPD y se tomó la primera muestra para PFGE 

(tratada). Posteriormente el resto de células se incubaron en medio YEPD sin la droga y 

se incubaron a 30ºC con agitación. A diferentes tiempos (1, 2, 4, 8 y 24 horas) se 

tomaron muestras para la determinación tanto de CFU y para PFGE. Los plugs para 

PFGE se prepararon y posteriormente se trataron con proteinasa K (1 mg/ml; ver 

apartado III.7) a 55ºC o 50ºC durante 24 horas. Este mismo protocolo se siguió para 

recuperar células en tampón PBS y para recuperar células paradas en G2 mediante la 

adición previa de nocodazol (a concentración final de 20 µg/ml). En este caso, las 

células se dejaron en reposo con el tampón durante las 24 horas de recuperación a fin de 

minimizar la muerte celular debido a la mitosis con el DNA dañado (Ma et al., 2011). 

Paralelamente a la recogida de cada una de las muestras, se tomaron datos de DO600. 

 

III.12. Microscopía 

La observación y fotografiado de microorganismos fueron realizados con un 

microscopio Nikon eclipse 600, con un objetivo de 40x acoplado a un sistema de 

fotografía Nikon FDX-35. 

 

III.13. Preparación y análisis de muestras para citometría de flujo (FACS)  

Se refrescó un cultivo o/n hasta una DO de 0,3 y se incubó durante dos horas a 

30ºC con agitación. A continuación, se adicionó CPT a una concentración final de 40 

µg/ml (tratamiento agudo) y se mantuvo a 30ºC en agitación durante 24 horas con la 
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droga. Se tomaron muestras (alrededor de 106 células) para análisis FACS a diferentes 

tiempos (2, 4, 8 y 24 horas) y se centrifugaron para lavar las células dos veces con 

YEPD. Seguidamente las muestras se fijaron en 500 µl con etanol 70% y se lavaron dos 

veces con PBS centrifugando a 5000 rpm durante 5 min. Se desechó el sobrenadante y 

las células se resuspendieron en 950 µl de PBS. Se añadió 50 µl de RNAsa (10 mg/ml) 

y 1 µl de Sybr Green (SG). Toda la mezcla se incubó durante 2 horas a 37ºC en 

oscuridad y agitación suave. Pasado el tiempo se analizaron las muestras en citómetro 

de flujo. 

 



   

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

IV. Resultados y Discusión 



   

 
 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

IV.1. Capítulo I: Competencia entre rutas de recombinación responsables 

de la pérdida espontánea del marcador URA3 flanqueado por repeticiones 

directas (hisG) en C. albicans: Papel de los genes de HR RAD51, RAD52 y 

RAD59 
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Las lesiones en el DNA surgen espontáneamente durante la proliferación normal 

de las células (endógenas) a tasas bajas (2,2 x 10-10 eventos por generación celular), 

pero su frecuencia puede aumentar significativamente en presencia de un número de 

compuestos (exógenos) denominados genéricamente genotoxinas. La reparación de 

estas lesiones por parte de los varios sistemas de reparación del DNA restablece la 

información genética de la célula. Sin embargo, la reparación también puede causar 

reordenamientos genómicos cuya ubicación y frecuencia está influenciada en gran 

medida por la estructura del genoma, en particular, por la presencia de elementos 

repetitivos (Chan y Kolodner, 2011). Las copias repetidas de segmentos de DNA son 

blancos potenciales para la recombinación homóloga (HR) si la resección de las roturas 

de doble cadena (DSB) expone secuencias complementarias. 

La recombinación mediada por homología puede ser conservativa o no 

conservativa. Los mecanismos conservativos incluyen las dos principales vías/modelos 

de recombinación homóloga: síntesis dependiente del apareamiento de banda (SDSA) y 

reparación de roturas de doble cadena (DSBR) (Heyer et al., 2010), lo que puede 

conducir a conversión génica de alelos con o sin crossovers (y, por lo tanto, pérdida de 

heterocigosidad –LOH– si hay regiones heterocigóticas involucradas). Sin embargo, la 

reparación a través de estas vías también puede resultar en la alteración del número de 

copias de genes (mediado por crossovers desiguales entre las regiones que llevan 

repeticiones directas) o en grandes reordenamientos cromosómicos (GCR) (mediados 

por translocaciones recíprocas utilizando un donante ectópico) (Pardo y Aguilera, 

2012). Los mecanismos HR no conservativos, incluyen la recombinación inducida por 

rotura (BIR) y el apareamiento de cadena sencilla (SSA), que resultan en pérdida de la 

información genética y pueden generar inversiones, deleciones, LOH y translocaciones 

no recíprocas (Chaleff y Fink, 1980; Roeder y Fink, 1982; Surosky y Tye, 1985; 

Dunham et al., 2002; Umezu et al., 2002). HR utiliza genes que pertenecen al grupo de 

epistasis de RAD52 (Symington et al., 2014). 

El proceso de SSA se postuló por primera vez para explicar algunas 

características de recombinación extracromosómica en células de mamíferos (Lin et al., 

1984; Chakrabarti y Seidman, 1986) y también se propuso para explicar la 

recombinación espontánea de repeticiones directas con la pérdida de la secuencia entre 

ellas en levaduras (McDonald y Rothstein, 1994; Maines et al., 1998; Smith y 

Rothstein, 1999). Además de mediar en la reparación de DSBs entre repeticiones 

directas causando deleciones, SSA está implicado en la recombinación entre 
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repeticiones invertidas (Vanhulle et al., 2007; Mott y Symington, 2011), 

reemplazamiento génico (gene targeting) (Gao et al., 2008), formación de 

translocaciones usando repeticiones localizadas en diferentes cromosomas (Pannunzio 

et al., 2008; 2010) y fusión de cromosomas (Wang y Baumann, 2008). Puesto que SSA 

no implica invasión de banda, es un proceso independiente de Rad51 que requiere la 

actividad de reasociación de ssDNA complementarios de Rad52 y algunas veces la de 

Rad59, un parálogo de Rad52. Rad59 tiene aproximadamente la mitad de tamaño que 

Rad52 y muestra homología con los dominios N-terminal de unión al DNA y de 

multimerización de Rad52, lo que permite la interacción entre ambas proteínas (Davis y 

Symington, 2001; 2003). Rad59 también tiene actividad de reasociación de ssDNA in 

vitro y se cree que aumenta la actividad de reasociación de bandas de Rad52 in vivo 

(Petukhova et al., 1999; Wu et al., 2006). De hecho, mutantes rad59 fueron defectivos 

en SSA cuando las repeticiones directas eran cortas (Sugawara et al., 2000; Davis y 

Symington, 2001; Pannuzio et al., 2008). Además de las proteínas de recombinación, 

Rad52 y Rad59, SSA requiere factores adicionales, incluyendo nucleasas de resección 

5’  3’ así como la endonucleasa Rad1-Rad10 y el complejo de reconocimiento Msh2-

Msh3. 

La caracterización de SSA se llevó inicialmente a cabo en cepas haploides de S. 

cerevisiae (es decir, en ausencia de competencia con otros mecanismos de 

recombinación basados en homología como la recombinación entre cromosomas 

homólogos) e implicó la creación de un DSB entre las repeticiones. Bajo estas 

condiciones, se encontró que SSA era dependiente de Rad52 cuando la longitud de las 

repeticiones era de 1-2 Kb (Rudin y Haber, 1988; Fishman-Lobell et al., 1992; 

Sugawara y Haber, 1992) pero no cuando las repeticiones eran mucho más grandes 

como las del gen CUP1 o las de los genes de RNAr (Ozenberger y Roeder, 1991). 

Nuevos trabajos revelaron que otros genes del grupo de epistasis de RAD52, incluyendo 

RAD51 y sus parálogos RAD54, RAD55 y RAD57, eran prescindibles para SSA (Ivanov 

et al., 1996), mientras que este proceso se vio significativamente afectado (40 veces 

para repeticiones de 205 pb) en ausencia de RAD59 (Sugawara et al., 2000). En 

presencia de Rad52 y Rad59, HO indujo SSA utilizando repeticiones de tan solo 29 pb 

y mostró una dependencia lineal de la longitud de repeticiones homologas hasta 415 pb. 

Un mecanismo SSA espontáneo (es decir, sin inducir DSB) también puede 

conducir a la pérdida de una copia de las repeticiones directas y de la secuencia que las 

separa. En S. cerevisiae, la tasa espontánea de recombinación entre repeticiones directas 
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también fue directamente proporcional a la longitud de la repetición, pero la longitud 

mínima de repetición para una recombinación eficiente fue de 285 pb. Apenas se 

detectó recombinación para repeticiones de 80 pb, y ninguna para repeticiones de 37 pb 

(Jinks-Robertson et al., 1993). Esto sugiere la existencia de diferencias específicas entre 

SSA inducido por HO y espontáneo. 

El genoma de C. albicans, el hongo patógeno más común, es particularmente 

rico en repeticiones. Cerca de la mitad de las ORFs de C. albicans (alrededor de 2600) 

contienen repeticiones, un número tres y diez veces superior a la mostrada por S. 

cerevisiae y Schizosaccharomyces pombe, respectivamente (Braun et al., 2005). Se cree 

que la variación en el número de repeticiones causadas por el deslizamiento durante la 

replicación y la recombinación puede proporcionar una ventaja evolutiva, ya que genera 

una población de especies proteicas que difieren en propiedades funcionales en un 

entorno altamente cambiante. Por ejemplo, los cambios en el número de repeticiones de 

las proteínas Als5 o Hwp1 localizadas en la superficie de la pared celular, afecta a su 

potencial adhesivo (Staab et al., 2004, Rauceo et al., 2006). Otros genes parcialmente 

caracterizados, como EAP1, PIR1, CEK1, HYR1, HYR2, RLM1 y ALS de la familia de 

las adhesinas también llevan repeticiones. En Pir1, las repeticiones están involucradas 

en la localización de la proteína, mientras que en Eap1 posicionan sus sitios de unión. El 

papel de la variación en el número de repeticiones en otras proteínas está lejos de ser 

clara. Para PNG2, que codifica para una glicosilasa de la pared celular, parece que la 

variación en el número de repeticiones no está relacionada con la adaptación a corto 

plazo; más bien puede ayudar a optimizar las interacciones entre C. albicans y el 

hospedador a largo plazo, mediante la adaptación de la combinación de alelos al fondo 

genético específico proporcionado por la mezcla de alelos (Zhang et al., 2010). 

En C. albicans la mayoría de las repeticiones son cortas, pero otras como las 

presentes en las proteínas ALS alcanzan los 108 pb. Debido al alto número de ORFs que 

llevan repeticiones en C. albicans, hemos tratado de identificar vías que conducen a la 

modificación de repeticiones directas y analizar el papel de Rad51, Rad52 y Rad59 en la 

selección de las vías de recombinación que participan en esos procesos. Estos procesos 

pueden alterar el número de repeticiones y por lo tanto generar nuevos alelos de una 

ORF específica; además, la recombinación entre las repeticiones de dos genes de la 

misma familia (por ejemplo, ALS) podría conducir a la formación de quimeras dotadas 

con propiedades que pueden ser ventajosas para la supervivencia en el huésped (Zhao et 

al., 2011). 
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entre CEN6 y el SNP122 seguido por la migración de las dos cromátidas RAD52 a la 

misma célula, resulta en homocigosis de RAD52 y SNP122 (SNP122a si RAD52 está en 

Chr6a, o SNP122b si RAD52 está en Chr6b) (Figura 14C), mientras que un CO entre el 

SNP122 y RAD52, seguido por la segregación de las cromátidas RAD52 a la misma 

célula, dejará el SNP122 heterocigótico. Un patrón similar será generado por un evento 

de GC local utilizando RAD52 como donante (Figura 14D). Todos estos eventos 

genéticos han sido caracterizados en S. cerevisiae (Cauwood et al., 2013; Rattray y 

Symington, 1995; Paques y Haber, 1999). 

El genotipo RAD52/RAD52 también puede originarse por pérdida de cromosoma 

seguido de la duplicación del cromosoma residual (Figura 14E). Para identificar estos 

eventos en las células homocigóticas para RAD52, analizamos los marcadores SNP 122, 

123 y 132. Cuando los tres marcadores eran homocigóticos (Legrand et al., 2008), se 

consideró que las cepas se generaron por pérdida de cromosoma. Estudios anteriores 

(Andaluz et al., 2011) sugieren que sólo las cepas que tienen interrumpido el gen 

RAD52 con el casete en el homólogo b (test Chr6b) podrían generar segregantes  Uri– 

mediante pérdida de cromosoma. Finalmente, el genotipo RAD52 puede ser también 

generado por rotura de cromosoma (CT) que resulta en la hemicigosis de RAD52 y de 

todos los genes entre RAD52 y el telómero izquierdo (Figura 14F). Es importante 

destacar que no detectamos rotura de cromosomas entre los segregantes Uri– derivados 

de cepas Rad52+, pero este evento fue muy común entre los segregantes derivados de 

una cepa rad52::hisG/rad52:hisG-URA3-hisG (Andaluz et al., 2011). 
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IV.1.2. Inactivación del marcador URA3 en cepas heterocigóticas ORF/orf::hisG-

URA3-hisG 

Cuando se creció en placas con 5FOA, la cepa RAD52/rad52::hisG-URA3-hisG 

(CAGL2) generó segregantes Uri– (5FOAR) con una tasa de 1,045 x 10-5 eventos por 

generación celular (Tabla 6). El análisis de los electrocariotipos de 12 segregantes 

independientes, no evidenció alteraciones cromosómicas (datos no mostrados). El 

análisis por PCR reveló que 11 de los 12 segregantes independientes (92%, Tabla 7) 

habían surgido por recombinación intracromátida (SSA, ICCO o USCE), ya que 

conservaron el alelo RAD52 mientras que el alelo interrumpido (rad52::hisG-URA3-

hisG) había sido procesado a rad52::hisG. El otro segregante (8%, Tabla 7) llevaba sólo 

el alelo RAD52, lo que sugiere eventos de recombinación entre homólogos (GC, CO o 

BIR). La heterocigosidad del SNP132 confirmó la presencia de ambos homólogos del 

Chr6 en todos los segregantes, mientras que la homocigosis tanto del SNP122 como del 

SNP123 en el segregante RAD52/RAD52 sugiere que se había formado por eventos de 

crossover o BIR entre CEN6 y el SNP123. La cepa utilizada (CAGL2) lleva la 

configuración RAD52a/rad52b::hisG-URA3-hisG (Test Chr6b). Una cepa con la 

configuración opuesta (CAGL1, test Chr6a) produjo segregantes Uri– con una tasa de 

2,1 x 10-5 eventos/célula/generación (Tabla 6), que es sólo el doble de la mostrada por la 

cepa CAGL2. Además, el 100% de los segregantes independientes analizados (24/24) se 

formaron por SSA/ICCO/USCE (Tabla 7). Finalmente, los cariotipos electroforéticos 

tampoco mostraron reordenamientos cromosómicos. Estos datos no son 

significativamente diferentes de los generados por la cepa CAGL2. Por tanto, 

concluimos que la pérdida del marcador en presencia de Rad52 1) ocurre 

preferentemente a través de SSA/ICCO/USCE frente a IH u otros eventos, 2) los 

eventos CL o CT, si existen, son extremadamente raros, y 3) los resultados son 

independientes del homólogo del Chr6 usado como test cromosoma. 
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Cepas Genotipo 
Test 
Chr 

Tasa FOAR 

(evento/célula/ 
Generación) 

Media 

CAGL1 
RAD52/rad52::hisG-URA3-hisG 

a 2,100 x 10-5 
1,572 x 10-5 

CAGL2 b 1,045 x 10-5 

CAGL3 rad59::hisG/rad59::hisG 
RAD52/rad52::hisG-URA3-hisG 

a 4,390 x 10-6 
4,495 x 10-6 

CAGL4 b 4,600 x 10-6 
CAGL5 rad51::hisG/rad51::hisG 

RAD52/rad52::hisG-URA3-hisG 
a 3,090 x 10-6 

3,928 x 10-6 

CAGL6 b 4,767 x 10-6 
CAGL7 

rad52/rad52::hisG-URA3-hisG 
a 4,150 x 10-6 

6,104 x 10-6 CAGL8 a 7,680 x 10-6 
CAGL9 b 6,481 x 10-6 

CAGL10 rad59::hisG/rad59::hisG 
rad52/rad52::hisG-URA3-hisG 

a 3,570 x 10-5 
3,285 x 10-5 

CAGL11 b 3,000 x 10-5 

CAGL12 
lig4::hisG/lig4::hisG 

rad52/rad52::hisG-URA3-hisG 
b 9,630 x 10-5 – 

Tabla 6. Resumen de los experimentos de fluctuación FOAR. Tabla resumen con las cepas, sus 
genotipos, cromosoma testeado (Test Chr6a: cuando el casete de interrupción se encontraba en el 
homólogo a; y Test Chr6b: cuando el casete de interrupción se encontraba en el homólogo b), tasas de 
aparición de 5FOAR y medias entre cepas con el mismo genotipo de los experimentos de fluctuación 
realizados. 
 
 
 

Cepas 
Eventos genéticos 

SSA 
IH 

(GC/CO) 
CL CT IM 

CAGL1 100 % (24) - - - - 
CAGL2 92% (11) 8% (1) - - - 
CAGL3 85% (17) 10% (2) - - 5% (1) 
CAGL4 83% (20) 12,5% (3) 5% (1) - - 

CAGL5 (Exp. 1) 65% (13) - - 20% (4) 15% (3) 
CAGL5 (Exp. 2) 80% (8) - - 10% (1) 10% (1) 

CAGL6 85% (17) - 10% (2) - 5% (1) 
CAGL7 - - - 90% (9) 10% (1) 
CAGL8 12,5% (1) - - 87,5% (7) - 
CAGL9 15% (3) - 30% (6) 55% (11) - 
CAGL10 - - - 90% (9) 10% (1) 

CAGL11 (Exp. 1) - - 11,1% (1) 66,7% (6) 22,2% (2) 
CAGL11 (Exp. 2) - - 20% (3) 73,3% (11) 6,7% (1) 

CAGL12 4,2% (1) - 45,8% (11) 50% (12) - 
Tabla 7. Frecuencias de eventos genéticos que llevan a la inactivación de URA3 en colonias 5FOAR. 
GC: conversión génica; CO: crossover; CL: pérdida de cromosoma; CT: rotura de cromosoma; IM: 
inactivación mutacional. En las cepas CAGL5 y CAGL11 se obtuvieron 5FOAR de dos experimentos 
independientes (Exp. 1 y Exp. 2). 
 

IV.1.3. Papel de RAD59 en la tasa y eventos genéticos que llevan a la inactivación 

del marcador URA3 

Rad59, un parálogo de Rad52, participa en eventos mediados por SSA en S. 

cerevisiae, siendo su papel más decisivo cuando las repeticiones directas son cortas 

(Sugawara et al., 2000; Pannunzio et al., 2008). Por tanto, hemos examinado el efecto 
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IV.1.4. Identificación de mecanismos que conducen a la pérdida de URA3 en cepas 

rad52-ΔΔ 

Debido a la inestabilidad intrínseca de cepas rad52-ΔΔ (Andaluz et al., 2011), 

en primer lugar comparamos dos cepas isogénicas independientes 

rad52::hisG/rad52::hisG-URA3-hisG, CAGL7 y CAGL8 (Figura 12). Ambas cepas 

generan segregantes 5FOAR en tasas similares (4,15 x 10-6 y 7,68 x 10-6 eventos por 

generación celular) (Tabla 6), cuya media es sólo dos veces menor que la tasa calculada 

para la cepa control CAGL2 (RAD52/rad52::hisG-URA3-hisG) (1,045 x 10-5 eventos 

por generación de células). Los cariotipos electroforéticos, tinción con BrEt y posterior 

hibridación Southern, revelaron que el 80-90% de los segregantes Uri– de cada cepa se 

formaron por roturas del Chr6 (Figura 16A y B). El tamaño aparente de los C6Fs se 

correlacionó bien con la zigosidad del marcador SNP122. Entre los segregantes Uri– que 

muestran rotura cromosómica derivados de la cepa CAGL8, el marcador SN122 sólo 

permaneció heterocigótico en uno de ellos, que correspondía al que exhibe el CF de 

mayor tamaño. La segunda cepa rad52-ΔΔ, CAGL7, generó en promedio C6F de mayor 

tamaño; en concordancia, sólo dos segregantes que llevaban fragmentos pequeños del 

Chr6, se habían hecho homocigóticos para el SNP122b. Independientemente de la cepa 

rad52-ΔΔ usada, todos los segregantes fueron heterocigóticos para los marcadores 

SNP123 y SNP132, lo que excluye eventos de CL. Dado que el Chr6 tiene un tamaño 

de 1,032 Mb y puesto que el marcador SNP123 está a 237 Kb centrómero proximal del  

SNP122 y a 443 Kb del telómero izquierdo, concluimos que no se generan CFs menores 

de 540 Kb. La falta de eventos CL está en consonancia con la configuración de las 

cepas usadas CAGL7 y CAGL8, cuyo test cromosoma corresponde a Chr6a. Es 

importante destacar que estos resultados dan una estimación del rango de variabilidad 

esperado para la tasa de formación de Uri–, para el porcentaje de cada uno de los 

eventos que condujeron a la inactivación del marcador URA3 y para el tamaño de los 

CF en cepas isogénicas independientes Rad52– de C. albicans. 
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IV.1.5. Papel de Rad59 y Lig4 en recombinación entre repeticiones hisG con el 

casete URA blaster en cepas Rad52– 

Aunque en células Rad52+ la ausencia de Rad59 no modificó la proporción en el 

tipo silvestre de SSA frente a HR, uno podría esperar que la actividad de apareamiento 

de bandas (“strand annealing”) de Rad59 fuese la responsable de los pocos eventos 

SSA detectados en ausencia de Rad52 (Figura 17). Si esto es cierto, un doble mutante 

rad59-ΔΔ rad52::hisG/rad52::hisG-URA3-hisG no debería generar segregantes 5FOAR 

mediante SSA. Dos cepas independientes rad59-ΔΔ rad52-ΔΔ que difieren en el 

homólogo del Chr6 usado como test cromosoma, Chr6a (CAGL10) y Chr6b (CAGL11), 

generaron segregantes 5FOAR con tasas de 3,570 x 10-5 y 3,570 x 10-5 eventos por 

generación celular (Tabla 6), significativamente mayores (unas 10 veces) que las 

mostradas por los mutantes simples rad52-ΔΔ (CAGL7, CAGL8 y CAGL9). El análisis 

físico de los cromosomas de estos segregantes indicó que 6 de 9 (CAGL11) y 9 de 10 

(CAGL10) exhibían C6Fs (Figura 18A y C, Tabla 7), una proporción similar o incluso 

menor que la encontrada para clones 5FOAR derivados de un mutante simple 

rad52::hisG/rad52::hisG-URA3-hisG. Por lo tanto, parece que en ausencia de Rad52, 

Rad59 disminuye el rendimiento de los supervivientes 5FOAR (cepas Uri–), pero no 

influye en la naturaleza ni en la proporción relativa de los eventos responsables de la 

formación de segregantes. Aunque los tamaños de los C6Fs eran en promedio más 

grande que los mostrados por derivados rad52-ΔΔ Rad59+, permanecieron dentro del 

rango permitido para dos cepas isogénicas rad52-ΔΔ (Figura 18A y C). De acuerdo con 

el tamaño mayor de los C6F, la mayoría de los segregantes 5FOAR derivados de 

CAGL10 permaneció heterocigótico para el SNP122 y sólo dos derivados, que 

corresponden a segregantes que llevan los C6F con mayor movilidad, se habían hecho 

homocigóticos para SNP122b (Figura 18B). El segundo doble mutante, CAGL11, tuvo 

una proporción similar de segregantes homocigóticos y heterocigóticos para el 

SNP122a (Figura 18B). Un derivado 5FOAR del doble mutante CAGL11 fue 

homocigótico para los tres marcadores analizados (SNP122a, SNP123a y SNP132a), lo 

que sugiere que había perdido el Chr6b (Figura 18B). El resto fueron heterocigóticos 

para el marcador SNP123.  
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Es importante destacar que, como se muestra en la Figura 18, no observamos un 

solo evento SSA en cepas rad59-ΔΔ rad52-ΔΔ, lo que sugiere que los eventos SSA 

identificados entre los segregantes de cepas rad52-∆∆ podrían haber sido generados por 

la actividad de apareamiento a ssDNA de Rad59. 

Una fuente alternativa de eventos SSA en células rad52-∆∆ podría ser MMEJ, a 

través del apareamiento de repeticiones cortas dentro de los fragmentos hisG expuestas 

por resección de extremos. Para investigar esta posibilidad, hemos analizado una cepa 

lig4-∆∆ rad52a::hisG/rad52b::hisG-URA3-hisG (CAGL12). Este mutante generó 

segregantes Uri– con una tasa de 9,630 x 10-5 eventos por generación celular (Tabla 6), 

que es aproximadamente 6 veces más alta que la de tipo silvestre. Los cariotipos 

electroforéticos indicaron que esta cepa había perdido el Chr7 de mayor tamaño, y dada 

la intensidad del Chr7 residual, presumiblemente había duplicado el de menor tamaño, 

mientras que su parental lig4-∆∆ conservaba ambos homólogos del Chr7 (Figura 19C). 

El análisis mediante PFGE y SNP-RFLP de 24 segregantes 5FOAR indicó que el 45,8% 

(11/24) surgió por CL y el 50% (12/24) por CT (Tabla 7; Figura 19D). Los derivados 

FOAR generados mediante CT fueron confirmados mediante hibridación Southern 

(Figura 19B). El segregante residual (Figura 19B, cepa 6) parece haberse formado por 

un evento de SSA, ya que no mostró CF, conservaba ambos homólogos del Chr6 y era 

heterocigótico para SNPs 123 y 132. Esta observación sugiere que los eventos tipo SSA 

pueden ocurrir en ausencia de MMEJ. Sorprendentemente, todos los C6F tenían un 

tamaño similar o muy próximo al del Chr7, lo que sugiere que Lig4 regula de alguna 

manera el tamaño de C6F en cepas rad52-∆∆ (Figura 19A y B). 
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Rad51 (Ivanov et al., 1996) e incluso algunos eventos SSA son inhibidos por esta 

recombinasa (Manthey y Bailis, 2010). Hemos construido dos versiones de una cepa 

rad51-ΔΔ RAD52/rad52::hisG-URA3-hisG, cada una con un homólogo diferente del 

Chr6 interrumpido. Ambos mutantes generaron segregantes Uri– con tasas 

aproximadamente cuatro veces menores que la de tipo silvestre, en concreto 3,09 x 10-6 

(CAGL5 – cromosoma test, Chr6a) a 4,767 x 10-6 (CAGL6 – cromosoma test, Chr6b) 

eventos por generación celular (Tabla 6). 

En la cepa CAGL5 (test Chr6a, Exp. 1), el 65% de los segregantes (13/20) se 

formó por deleción (pop-out), mientras que sólo el 20% (4/20) recuperó el genotipo 

RAD52 (Tabla 7). El análisis PFGE reveló que estos últimos llevaban versiones rotas 

del Chr6 (C6F) (Figura 20A y B). Además, se detectó un número anormalmente alto de 

cepas (15%, 3/20) que mostraron inactivación mutacional del marcador URA3, no 

encontrándose eventos CL (Figura 20C). En un segundo experimento utilizando la 

misma cepa (n = 10), la frecuencia de inactivación de URA3 se redujo al 10% (1/10), 

mientras que las deleciones (pop-out) y CT representaron el 80% y 10%, 

respectivamente (datos no mostrados). Para la cepa CAGL6 (test Chr6b), el 85% 

(17/20) de los segregantes se formó por deleción. En esta cepa no observamos eventos 

de CT, y en su lugar detectamos CL (10%, 2/20), lo que no es extraño a juzgar por el 

test cromosoma. Sólo un segregante (5%) surgió por inactivación mutacional del 

marcador URA3 (Tabla 7; Figura 20C).  
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cromosoma se comportan de una manera diferente. Recientes trabajos han indicado que 

sólo un homólogo de cada cromosoma se puede perder o, al menos, se pierde 

preferentemente (Andaluz et al., 2011; Hickman et al., 2013). Por lo tanto, la naturaleza 

y la frecuencia relativa de los acontecimientos responsables de la pérdida del marcador, 

puede depender en gran medida del homólogo utilizado como test cromosoma (ver más 

abajo). 

Hemos encontrado que, para el tipo silvestre, la deleción es el principal evento 

responsable de la pérdida del marcador URA3 en la construcción hisG-URA3-hisG 

(hisG ≈ 1100 pb) (80-90%), mientras que otros eventos, identificados aquí como HR y, 

en menor medida, la inactivación mutacional de URA3, son mucho menos frecuentes 

(10-20% y 1-2% respectivamente). Por tanto, la tendencia hacia SSA/ICCO/USCE fue 

similar a la publicada recientemente para cepas diploides de S. cerevisiae (Cauwood et 

al., 2013), lo que indica que, como se ha demostrado para S. cerevisiae (Kadyk y 

Hartwell, 1992), las cromátidas hermanas tienen preferencia frente a los homólogos 

como sustratos para la reparación por HR en C. albicans. No se observaron eventos de 

CL y CT en la cepa silvestre, los cuales contribuyeron sin embargo en una proporción 

significativa a la inactivación de URA3 en ausencia de Rad51 y, en mayor medida, de 

Rad52. 

En comparación con la cepa de tipo silvestre, las tasas de inactivación del 

marcador URA3 generadas para cada mutante simple de HR (rad51, rad52 y rad59), 

mostraron poca variación. Las tasas se mantuvieron en el rango de 3,09 x 10-6 a 7,680 x 

10-6 eventos por generación celular, sólo de 4 a 2,5 veces menor, respectivamente, que 

las tasas medias calculadas para el tipo silvestre. Esto puede ser un reflejo tanto de la 

diploidía y la plasticidad del genoma de C. albicans que puede sufrir eventos de 

recombinación, así como de eventos CL y CT que no alteran la viabilidad o el fitness en 

condiciones de laboratorio (Selmecki et al., 2009). Sólo en los dobles mutantes rad59-

∆∆ rad52-∆∆ y lig4-∆∆ rad52-∆∆ se incrementó significativamente la tasa de 

inactivación del marcador URA3 comparado con el tipo silvestre.  

Para el tamaño de las repeticiones utilizadas (hisG, 1,1 Kb), Rad59 no influyó en 

la tasa de SSA en C. albicans. Este resultado contrasta con trabajos previos en S. 

cerevisiae que muestran que, comparados con la cepa silvestre, los mutantes rad59-Δ 

fueron parcialmente defectivos en la formación del producto SSA y el número de 

supervivientes, independientemente de la longitud de las repeticiones (Sugawara et al., 

2000). Una diferencia importante entre los dos sistemas es que Sugawara et al., (2000) 
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utilizaron cepas haploides de S. cerevisiae y crearon un DSB entre las repeticiones, 

mientras que nosotros estamos estudiando recombinación espontánea en células 

diploides. Sin embargo, otros estudios en cepas diploides de S. cerevisiae han 

encontrado que, bajo ciertas condiciones, Rad59 es requerido para eventos de SSA 

espontáneos. En concreto, para repeticiones de 223 pb, la frecuencia espontánea de SSA 

se redujo 15,2 veces en ausencia de Rad59 (Pannunzio et al., 2010). Una posibilidad es 

que la falta de dependencia de Rad59 para los eventos SSA en C. albicans sea debida a 

la longitud mayor de las repeticiones hisG (1,1 Kb) usadas en este estudio. Sería 

interesante investigar si la pérdida del marcador URA3 flanqueado por repeticiones de 

menor tamaño en C. albicans se ve también afectada en ausencia de Rad59. Debemos 

hacer notar que, a diferencia del tipo silvestre, las cepas rad59-∆∆ llevan una repetición 

de hisG sustituyendo cada alelo de RAD59 en el Chr4; estos fragmentos de hisG podrían 

servir como un sitio para la recombinación ectópica (ECT) acompañada de la pérdida 

del marcador URA3. Aunque no podemos descartarlo, no es probable que ECT afecte a 

nuestros resultados ya que todos los segregantes Uri– se caracterizaron de forma 

inequívoca, y los cariotipos electroforéticos de 20 derivados FOAR de la cepa rad59-∆∆ 

no mostraron reordenamientos cromosómicos. Además, en S. cerevisiae los 

recombinantes ectópicos entre las repeticiones directas Ty1 dispersas por el genoma o 

entre copias de fragmentos HIS3 de 300 pb localizadas en los cromosomas ChrXV y 

ChrIII que originan GCRs ocurrieron a tasas mucho más bajas (10-8 y 10-9) (Pannunzio 

et al., 2008; Chan y Kolodner, 2011) que los recombinantes analizados en este estudio. 

En S. cerevisiae, SSA es independiente de Rad51 y, si las repeticiones directas 

son cortas, tiene una fuerte dependencia de Rad59, mientras que los eventos de 

sobrecruzamiento (CO) son dependientes de Rad51. Hemos encontrado que para 

repeticiones de 1,1 Kb (hisG), la ausencia de Rad51 no alteró significativamente la 

frecuencia de deleciones intracromosómicas mientras que desaparecieron los eventos IH 

que fueron canalizados a CL y CT. Sin embargo, en un trabajo anterior (García-Prieto, 

2011; Tesis doctoral) utilizando otro locus test (SHE9/she9::hisG-URA3-hisG) situado 

en el Chr2, la ausencia de Rad51 redujo significativamente (9%) pero no eliminó los 

procesos que requieren invasión de banda (CG, CO o BIR), mientras en su presencia 

todos los eventos de LOH que condujeron a la homocigosis de SHE9 fueron generados 

por IH (GC o CO o BIR) (22%). Una posibilidad es que la dosis de Rad52 (una copia en 

nuestro trabajo y dos copias en el de García-Prieto, 2011) sea determinante para la 

aparición de ciertos eventos IH en ausencia de Rad51. Al igual que en nuestro estudio, 
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la ausencia de Rad51 no afectó la frecuencia de SSA en el Chr2 y la reducción de 

eventos IH se vio compensada por la aparición de eventos CL y CT. Otra posibilidad es 

que algunos de estos eventos HR sean consecuencia de half-CO (Smith et al., 2009; 

Malkova et al., 1996) derivados de células que han iniciado eventos IH; en ausencia de 

Rad51 estos eventos no se pueden completar y probablemente generan half-CO usando 

la actividad de apareamiento de Rad52. Alternativamente, podrían corresponder a 

verdaderos productos de CO o BIR catalizados por Dmc1, homólogo de Dlh1 (Diener y 

Fink, 1996) que se expresa durante el ciclo mitótico en C. albicans (nuestros 

resultados). Finalmente, confirmando los resultados anteriores, sólo se observó CL 

cuando el test cromosoma fue Chr6b; mientras que cuando el test cromosoma fue 

Chr6a, no se observó CL y CT aumentó significativamente.  

Estudios previos en nuestro laboratorio, han utilizado con diversos fines las 

cepas nulas Uri– rad52-∆∆ CAGL14 y CAGL15. CAGL14 lleva dos homólogos del 

Chr6 que pueden ser separados por PFGE (Andaluz et al., 2011). La segunda cepa, 

CAGL15, se utilizó para obtener un reintegrante RAD52 que exhibió un Chr6 roto 

(Chauhan et al., 2005). Nuestros resultados indican que esta rotura se produjo durante la 

generación de CAGL15 a partir de CAGL8 que aún conserva los dos homólogos del 

Chr6. De hecho, hemos encontrado que CT fue el evento principal que originó 

segregantes Uri– en ausencia de Rad52, por lo que CAGL14 sería una excepción. 

También hemos demostrado que los fragmentos céntricos de cromosomas rotos 

presentes en cepas Rad52– se sellan y estabilizan mediante la adición de telómeros de 

novo, utilizando secuencias de unión comunes al fragmento de cromosoma y a la 

secuencia telomérica (Andaluz et al., 2011). Por lo tanto, es probable que tenga lugar 

alguna resección de los extremos de los DSB antes de que las bases complementarias a 

la secuencia telomérica queden expuestas en el cromosoma roto. 

Por definición, nuestros ensayos no seleccionan segregantes 5FOAR derivados 

de rad52 que llevan un C6F centromérico con un URA3 funcional. Dado el tamaño del 

Chr6 (1032 Kb) y la distancia entre RAD52 y el telómero izquierdo (≈ 95 Kb), el 

tamaño máximo esperado para un C6F es de 940 Kb. Confirmando esta hipótesis, la 

mayoría, si no todos los fragmentos del Chr6 detectados tenían tamaños a lo sumo 

similares y por lo general inferiores al Chr7 (935 Kb). Sin embargo, en teoría no hay 

restricciones que limiten el tamaño mínimo de un C6F aparte de la retención de CEN6. 

Dada la proximidad de CEN6 al telómero derecho (53 Kb), uno podría esperar el 

mantenimiento de CFs tan pequeños como 55-60 Kb. Sin embargo, como se deduce de 
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la heterocigosidad del marcador SNP123, el tamaño de C6Fs generados por cepas rad52 

fue siempre superior a 535 Kb, y en la mayoría de los casos, no fue menor de 700 Kb. 

Hemos considerado varias posibilidades que pueden explicar esta situación. Una 

se basa en la observación de que la mayoría de los eventos IH en la cepa silvestre se 

produjeron entre CEN6 y el marcador SNP123. Si tanto la frecuencia como la 

localización de DSBs espontáneos son independientes de la presencia de mutaciones en 

genes HR, la mayoría de las roturas en las células rad52 deben ocurrir en la misma 

región. En este escenario, el límite inferior para el tamaño del fragmento de C6F estaría 

condicionado por la presencia de un gen esencial que es inactivo en el homólogo 

truncado. Esto es improbable ya que, aunque el Chr6b completo puede perderse, este 

homólogo nunca produjo CF menor de 535 kb. Este resultado contrasta con los de 

Baum et al., (2006) quienes demostraron que células de C. albicans conservaron un 

fragmento centromérico del Chr6 de 95 Kb tras fragmentación del Chr6 in vivo. Sin 

embargo, hay dos diferencias importantes entre ambos protocolos. En primer lugar, el 

fragmento de 95 Kb derivado de Chr6 contenía un telómero completo, mientras que 

nuestros fragmentos sólo poseen unas pocas repeticiones teloméricas (Andaluz et al., 

2011). Existen evidencias de interacciones complejas entre los centrómeros y telómeros 

que afectan a la inestabilidad de los plásmidos circulares y lineales (Enomoto et al., 

2014). En segundo lugar, y más importante, hemos demostrado que cepas Carad52 

pierden cromosomas con una alta frecuencia. Por lo tanto, es posible que células rad52 

de C. albicans no puedan soportar la presencia de CFs menores de 535 Kb que podrían 

ser mantenidas eficientemente en células silvestres. 

Una posibilidad alternativa es que el módulo hisG-URA3-hisG se comporte 

como una zona de replicación lenta (RSZ) (debido a las estructuras inusuales de DNA o 

cromatina), y por tanto un sitio frágil, cuya tendencia a romperse aumenta durante la 

replicación del DNA en ausencia de Rad52. Recientemente, González-Prieto et al., 

(2013) han descrito que Rad51 y Rad52 se cargan en la horquilla de replicación y esta 

función (replicativa) se requiere para la replicación del DNA dañado. La ausencia de 

cada una de estas proteínas, conduce en la muerte celular en células haploides tratadas 

con MMS. En células diploides de C. albicans, la generación frecuente de DSB dentro 

del módulo hisG-URA3-hisG seguida de la resección podría explicar el restringido 

rango de tamaños de los C6F (> 535 Kb) encontrado en segregantes Uri– de células 

rad52. Es importante destacar que RSZ no son sitios de recombinación en diploides de 

S. cerevisiae (Cauwood et al., 2013). Si esto se aplica a C. albicans, explicaría por qué 
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los eventos de recombinación IH en la cepa “silvestre” (Rad52+) ocurren 

mayoritariamente entre CEN6-SNP123 a pesar de la presencia de rad52::hisG-URA3-

hisG, que sin embargo originaría roturas en cepas carentes de Rad52. 

Una observación inesperada fue la presencia de eventos de SSA en ausencia de 

Rad52. Nuestros resultados sugieren que son catalizados por la actividad de 

apareamiento de Rad59, en lugar de por eventos MMEJ, ya que no se observaron entre 

19 segregantes rad52-ΔΔ rad59-ΔΔ, mientras que se detectó un caso entre 24 

segregantes de una cepa lig4-ΔΔ rad52-ΔΔ. Sin embargo, dada la rareza de estos 

eventos en ausencia de Rad52, se requieren experimentos adicionales para confirmar 

estas conclusiones preliminares. 

Finalmente, la mayor frecuencia de segregantes 5FOAR en los dobles mutantes 

rad59-∆∆ rad52-∆∆ y lig4-∆∆ rad52-∆∆ en comparación con rad52-∆∆, sugiere que en 

ausencia de Rad52, tanto Rad59 como Lig4 son deletéreos para la generación de 

supervivientes. Teniendo en cuenta que el tamaño de C6Fs de los segregantes 5FOA de 

la cepa rad59-∆∆ rad52-∆∆ está en el rango permitido para cepas rad52, una 

posibilidad es que una fracción significativa de los eventos SSA promovidos por Rad59 

en ausencia de Rad52 no es productiva y resultan en muerte celular. Por el contrario, el 

tamaño de C6F entre los segregantes de lig4-∆∆ rad52-∆∆ fue significativamente mayor 

que en su equivalente de rad52. En este caso, Lig4 interfiera con la adición de 

telómeros a los DSBs generados durante la replicación del DNA en el casete URA 

blaster en células rad52. Se ha publicado que, en Kluyveromyces lactis, Lig4 desempeña 

un papel en la protección de extremos de DNA (Carter et al., 2007). Obviamente, se 

necesita trabajo adicional para investigar el papel de Rad59 y Lig4 en SSA espontáneos 

en células rad52. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



    

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



    

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

IV.2. Capítulo II: Papel de la recombinación homóloga en la reparación de 

lesiones causadas por MMS y luz UV en C. albicans 
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La recombinación homóloga (HR) es crucial para la reparación de roturas de 

doble cadena (DSB) que surgen del colapso de la horquilla de replicación, o por daño 

espontáneo o inducido al DNA. Puesto que HR requiere una homología (50-100 pb) 

entre la secuencia que va a ser reparada y el molde no dañado (Paques y Haber, 1999), 

es de esperar que este proceso sea especialmente importante para los diploides asexuales 

cuasi obligados, como C. albicans, donde hay siempre una pareja homóloga para la 

recombinación. De hecho, se ha descrito que la mayoría de los genes de HR de S. 

cerevisiae también se encuentran presentes en C. albicans (Larriba y Calderone, 2012) y 

los mutantes Carad52 son avirulentos (Chauhan et al., 2005). 

Aunque muchos agentes que dañan al DNA no causan DSB, la reparación de las 

lesiones puede resultar en HR. Por ejemplo, en el modelo de la levadura S. cerevisiae, el 

nivel de HR aumenta después de la inducción de daño por MMS o radiación UV, dos 

agentes que causan principalmente roturas de cadena sencilla (SSB), como lo demuestra 

la sensibilidad de los mutantes HR a ambas genotoxinas (Paques y Haber, 1999; 

Symington, 2002). El Metil-Metano-Sulfonato (MMS) se utiliza para el análisis de las 

vías implicadas en la reparación/tolerancia a la metilación. Aunque las bases metiladas 

se pueden eliminar directamente por la DNA metiltransferasa, la vía principal consiste 

en un proceso en etapas conocido como reparación por escisión de bases (BER) (Figura 

21), que también está implicado en la reparación de otras lesiones “no voluminosas” 

tales como bases oxidadas (Sedgwick et al., 2007; Boiteux y Jinks-Robertson, 2013). 

BER se inicia por DNA-N-glicosilasas específicas que eliminan las bases dañadas. Los 

sitios AP (apúrico o apirimidínico) generados se separan por las endonucleasas Apn1 y 

Apn2, que escinden el sitio AP 5’ para formar huecos con un 5’ fosfato desoxiribosa  

(5’dRP). La eliminación del 5’dRP se lleva a cabo por la acción coordinada de la DNA 

polimerasa (δ o ε) y la endonucleasa Rad27/Fen1, seguido de la ligación. 

Alternativamente, los sitios AP pueden ser procesados por las liasas Ntg1 o Ntg2 que 

generan sitios 3’AP (3’-dRP), que pueden ser a su vez eliminados por la actividad 3’-

diesterasa de Apn1/Apn2 o como parte de un oligonucleótidos generado por la 

endonucleasa Rad1-Rad10. Por último, los huecos son rellenados por la DNA 

polimerasa y sellados por una DNA ligasa (Ma et al., 2008, 2011; Boiteux y Jinks-

Robertson, 2013). 
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generados en la cadena de DNA durante ese proceso (González-Prieto et al., 2013). 

Confirmando la importancia de HR en la reparación del DNA metilado, los mutantes de 

HR de C. albicans (rad52, rad50 y mre11) fueron significativamente más sensibles a 

MMS que los mutantes simples de genes BER (Legrand et al., 2007; 2008). 

Es importante destacar que, en el DNA metilado, los sitios AP pueden surgir de 

la eliminación de bases metiladas por la acción de la glicosilasa (Ma et al., 2008) o, no 

enzimáticamente, a través de la depurinización espontánea de purinas metiladas N3 y 

N7, que se acelera por calor (Wyatt y Pittmann, 2006). Se sabe que los sitios AP son 

lábiles al calor (Lindahl y Andersson, 1972), y se pueden convertir en roturas de cadena 

sencilla a 55ºC (HDBs, por heat-dependent breaks), una temperatura usada 

generalmente durante la preparación de los plugs para PFGE (Lundin et al., 2005). De 

hecho, en células estacionarias de S. cerevisiae (paradas en G1) se detecta degradación 

cromosómica (DSB) cuando el DNA metilado o DNA que lleva sitios AP se incuban a 

55ºC (Lundin et al., 2005; Ma et al., 2008). Además de los HDBs, los cortes sencillos 

independientes de calor (HIB) generado in vivo en cadenas opuestas por Apn1 o AP-

liasas pueden resultar en DSBs secundarios (con la subsiguiente fragmentación 

cromosómica) si están poco espaciados (Ma et al., 2011). 

Además del MMS, un número de agentes endógenos y ambientales incluyendo 

drogas frente al cáncer pueden causar daño por metilación (Drablos et al., 2004; 

Sedgwick et al., 2007) y afectar a la viabilidad y virulencia de patógenos comensales 

oportunistas como C. albicans. Nuestro grupo de investigación ha demostrado que 

células rad52-ΔΔ y, en menor medida, rad51-ΔΔ de C. albicans exhiben fenotipos 

acusados, incluyendo disminución de la tasa de crecimiento, morfología filamentosa y 

aumento en la sensibilidad de varios agentes que dañan al DNA como MMS y luz UV 

(Andaluz et al., 2006; García-Prieto et al., 2010; Bellido et al., 2015). En este capítulo, 

se muestra que no hay sinergia entre las mutaciones rad59 y rad51 o rad52 en la 

reparación de daños en el DNA provocados por MMS y UV. Con el fin de revelar 

posibles características de la maquinaria de reparación del DNA de C. albicans, la cepa 

silvestre y mutantes HR del diploide W303 de S. cerevisiae se han analizado en 

paralelo. También hemos determinado daños por metilación en C. albicans, 

aprovechando las roturas secundarias y la fragmentación cromosómica que originan 

durante la preparación de las muestras para PFGE a 55ºC. Finalmente, se ha analizado 

el papel que juegan los genes de HR en la prevención y recuperación de las roturas 
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dependientes de calor inducidas por MMS, tanto en células en división como en células 

paradas en G2. 

 

IV.2.1. Papel de Rad59 en la sensibilidad de mutantes rad51-∆∆ y rad52-∆∆ de C. 

albicans y S. cerevisiae a MMS 

El MMS genera bases metiladas en el dsDNA cuya reparación mediante por 

BER (reparación por escisión de bases) puede causar cortes, huecos, e indirectamente 

DSBs que pueden requerir HR directamente o bloquear la progresión de la horquilla 

durante la replicación (Wyatt y Pittman, 2006; Budzowska y Kanaar, 2009; Heyer et al., 

2010; Ma et al., 2011). Trabajos recientes han demostrado que un doble mutante rad51-

Δ rad59-Δ derivado de la cepa haploide de S. cerevisiae JKM139 fue significativamente 

más sensible a MMS que cualquiera de los mutantes simples, llegando a la sensibilidad 

del mutante rad52-Δ (Oum et al., 2011). En nuestros ensayos, hemos investigado si esta 

sinergia es extensible a las mutaciones rad51 y rad59 en C. albicans. A efectos 

comparativos, se ha utilizado el diploide de S. cerevisiae W303, ya que la pobre 

eficiencia de esporulación de la cepa BY4743 utilizada en estudios anteriores (García-

Prieto et al., 2010) dificulta la construcción de dobles mutantes utilizando cruces 

genéticos rutinarios. 

La eliminación de los dos alelos RAD59 no modificó la supervivencia de las 

cepas parentales, CAF2-1 (Uri+) de C. albicans y el diploide de S. cerevisiae W303, a 

MMS, tanto en ensayos agudos como crónicos (Figura 23A y C). Además, los dobles 

mutantes Carad51-ΔΔ rad59-ΔΔ y Carad52-ΔΔ rad59-ΔΔ (versiones Uri+) exhibieron 

la misma supervivencia a MMS que los mutantes simples Carad51-ΔΔ y Carad52-ΔΔ 

respectivamente (Figura 23A). El mismo resultado se obtuvo para los mutantes de S. 

cerevisiae (Figura 23C). Estos resultados descartan la interacción funcional entre las 

mutaciones rad59 y rad51 o rad52 en la reparación de lesiones provocadas por MMS 

en ambos organismos. Resultados similares se obtuvieron cuando las versiones Uri– de 

los mismos mutantes de C. albicans se compararon con la cepa silvestre CAI4 (Uri–) 

(Figura 23B). También encontramos que Carad51-ΔΔ y, en menor medida, Carad52-

ΔΔ fueron significativamente más sensibles a tratamientos agudos con MMS que 

Scrad51-ΔΔ y Scrad52-ΔΔ respectivamente, tanto en fondos RAD59/RAD59 (CAF2-1) 

como rad59-ΔΔ (Figura 23A y C), lo que sugiere que, como se describió en trabajos 

anteriores usando “drop test” y la cepa BY4743 de S. cerevisiae (García-Prieto et al., 

2010), las vías HR dependientes de Rad51 y Rad52 son más importantes para la 
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investigar si la filamentación inducida por MMS estaba afectada por las mutaciones HR, 

sometimos a la cepa silvestre y a mutantes a dosis de 0,02% de MMS durante 16 horas a 

30ºC en YEPD. La cepa silvestre (CAF2-1) mostró cadenas de células alargadas, pero 

no se observaron filamentos, mientras que su derivado Uri– (CAI4) mostró filamentos 

largos. La reintegración de una copia de URA3 en su propio locus, no afectó al 

comportamiento de la cepa CAI4 (Figura 26A y B). Estos resultados sugieren que los 

cambios genéticos producidos durante la generación de la cepa CAI4, y no la presencia 

o ausencia del gen URA3, fueron los responsables de estas diferencias. Los mutantes 

rad59-ΔΔ se comportaron como la cepa CAI4, independiente si eran Uri+ o Uri–, o si 

una copia de URA3 había sido reintegrada en su propio locus en el mutante Uri– (Figura 

26C). Lo mismo sucedió para las cepas rad51-ΔΔ, con independencia de si eran Uri+, 

Uri–, o si una copia de URA3 había sido reintegrada (Figura 26D) y para cepas rad52-

ΔΔ Uri– o Uri+ (Figura 26E). Es importante destacar que, aparte de una disminución de 

las células filamentosas originales (posiblemente como consecuencia de muerte celular), 

una porción significativa de células levaduriformes de los mutantes rad51-ΔΔ y rad52-

ΔΔ formó “tubos germinativos” en presencia de MMS, cuya forma y longitud fueron 

similares a sus equivalentes de rad59-ΔΔ o CAI4. El grado de crecimiento polarizado 

en los dobles mutantes rad51-ΔΔ rad59-ΔΔ y rad52-ΔΔ rad59-ΔΔ en respuesta a MMS 

fue similar a la de mutantes simples rad51-ΔΔ y rad52-ΔΔ respectivamente (no 

mostrado). 
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en las cadenas opuestas de DNA, pueden originar DSBs y por tanto fragmentación 

cromosómica (Lindahl y Andersson, 1972; Lundin et al., 2005; Ma et al., 2008). Hemos 

investigado si el MMS también genera HDBs en C. albicans. 

La cepa parental CAF2-1 exhibe el cariotipo estándar de C. albicans. Sin 

embargo, cuando células en fase exponencial (DO600 = 9; C. albicans alcanza DO600 de 

18) se sometieron a un tratamiento agudo con MMS (0,05%, 15 min) en PBS y se 

prepararon las muestras para PFGE a 55ºC, se observó una pérdida completa de bandas 

cromosómicas, que migraron como una mancha por debajo del Chr7, indicando la 

presencia de DSBs. Además, el tamaño promedio del material difuso de cromosomas 

degradados obtenido a 55ºC disminuyó con el tiempo de incubación en MMS (15, 30, 

60 y 120 min), lo que sugiere una progresiva fragmentación cromosómica (Figura 27A). 

Como era de esperar (Lundin et al., 2005), las muestras tratadas con MMS en la cepa 

W303 de S. cerevisiae y sometidas al mismo procesamiento (preparación de muestras 

para PFGE a 55ºC) mostraron también fragmentación cromosómica (Figura 27A). Por 

el contrario, cuando tras un tratamiento agudo con MMS (0,05%, 15 min en PBS), la 

incubación con proteinasa K se realizó a 30ºC, la cepa CAF2-1 exhibió un cariotipo 

estándar, y apenas se observó degradación cromosómica (Figura 27B). Además, una 

prolongación del tratamiento agudo con MMS hasta 120 min no modificó los resultados 

(Figura 27B). Parte de la degradación observada a 30ºC era probablemente debida a la 

generación espontánea de algunos SSBs opuestos y cercanos, o DSBs producidos 

directamente durante la manipulación de las muestras, ya que también aparece 

ocasionalmente cuando se analizan células de la cepa parental sin tratar a 55ºC. Estos 

resultados indican que, como se ha demostrado para S. cerevisiae y células humanas 

(Lundin et al., 2005), casi todos los DSBs detectados fueron producidos durante la 

incubación de los plugs con proteinasa K a 55ºC de C. albicans y no por MMS in vivo, 

por lo que representan cortes dependientes de calor (HDB; Ma et al., 2008). 
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mutante rad59-ΔΔ, que se mantuvieron paralelos a los del tipo silvestre (Figura 32). El 

retraso en la recuperación de la escalera cromosómica fue mucho mayor en el mutante 

rad51-ΔΔ, que sin embargo mostró un aumento progresivo del tamaño medio del 

material difuso durante las primeras 8 horas de recuperación, aunque las bandas 

cromosómicas no fueron visibles hasta las 24 horas (Figura 31C). No se detectó banda 

cromosómica alguna en el mutante rad52-ΔΔ, incluso después de 24 horas de 

incubación en ausencia de MMS, con independencia de la temperatura de incubación de 

los plugs (55ºC o 50ºC).  

Como era de esperar de los resultados anteriores, el número de CFU en la cepa 

rad51-ΔΔ disminuyó al 15% después del tratamiento con MMS. Además, se observó 

una disminución adicional y progresiva en el número de CFU a lo largo de las primeras 

8 horas de recuperación, lo que parece indicar que las células mantenidas en el medio 

intentan dividirse y mueren, mientras que son capaces de sobrevivir cuando son 

plaqueadas a medio sólido (Figura 32B). Sólo después de 8 horas, los supervivientes 

fueron capaces de proliferar en YEPD líquido, lo que indica que algunas células reparan 

sus genomas hasta el punto de reiniciar el crecimiento; es probable, que estos 

supervivientes sean los responsables de la escalera cromosómica observada a las 24 

horas. En el caso de células rad52-ΔΔ, la bajada inicial de CFU (10%) provocada por el 

tratamiento agudo, fue seguida de un decrecimiento paulatino adicional durante las 

primeras 8 horas en YEPD, pero no mostró ningún aumento obvio entre 8 y 24 horas 

(Figura 31D y 32B). Los mutantes dobles rad51-ΔΔ rad59-ΔΔ y rad52-ΔΔ rad59-ΔΔ 

se comportaron como rad51-ΔΔ y rad52-ΔΔ (Figura 31C y D), respectivamente, 

indicando que en ausencia de Rad51 o Rad52, Rad59 juega un papel menor. Estos 

resultados indican que Rad51, y en mayor medida, Rad52 se requieren para la 

reparación de HDB causada por MMS en YEPD en células de C. albicans. Es probable 

que los supervivientes de rad51-ΔΔ y rad52-ΔΔ correspondan a las células detenidas 

por los checkpoint de daño al DNA en G1 o G2 y pueden reparar HDB utilizando 

enzimas NER y BER o por la vía de RAD6. 
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IV.2.6. Generación y recuperación de HDB en células paradas en G2/M 

Durante tratamientos agudos con MMS de células en división, la muerte celular 

puede sobrevenir cuando las células transitan por la fase S, especialmente si carecen de 

las proteínas Rad51 y Rad52 de HR (González-Prieto et al., 2013). Esto podría explicar 

la bajada en el número de CFU mostrada por mutantes rad51 y rad52 tras la 

eliminación de MMS. Sin embargo, cuando las células se mantuvieron en G2/M 

mediante la adición de nocodazol (Ma et al., 2011; Thakur y Sanyal, 2012), mostraron 

una tasa de muerte celular similar a la observada para células en crecimiento activo 

cuando se someten a tratamientos idénticos con MMS (Figura 33C). Además, se 

produjo una cantidad similar de HDBs en base a la gama de tamaños observados en el 

material difuso. Durante la recuperación, las células se mantuvieron sin agitación en 

PBS con nocodazol, con el fin de evitar la progresión del ciclo celular y minimizar la 

muerte celular debida a la mitosis con DNA dañado (Ma et al., 2010). En estas 

condiciones, ninguna de las cuatro cepas mostró cambios significativos en el número de 

CFU (Figura 33C) y en los valores de DO600, y las células levaduriformes se 

mantuvieron como los típicos dobletes de G2/M. La cepa de tipo silvestre y el mutante 

rad59-ΔΔ mostraron una disminución progresiva similar en la migración del material 

difuso durante las primeras 8 horas de recuperación. La muestra de 24 horas reveló, 

además del material difuso, una escalera cromosómica, en la que aparecieron los 

cromosomas más pequeños (Chr5-7) más marcados que los de mayor tamaño (Chr1-2) 

(Figura 33A). Sorprendentemente, las células del mutante rad51-ΔΔ repararon los 

HDBs con una cinética similar o incluso más rápida que en la cepa silvestre, ya que las 

bandas correspondientes a los cromosomas más pequeños ya eran visibles en las 

muestras de 4 y 8 horas (Figura 33B). Por el contrario, en ausencia de Rad52 no se 

observaron cambios en la migración del material difuso o bandas cromosómicas durante 

la recuperación (Figura 33B). Estos resultados indican que Rad51 es prescindible, sino 

inhibitorio, para la reparación de los HDBs provocados por MMS en células paradas en 

G2/M de C. albicans, mientras que Rad52 es absolutamente necesario para la 

restitución de la escalera cromosómica. 
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(Lettier et al., 2006), sugiriendo que en ausencia de Rad52, Rad59 puede interferir con 

algunos procesos mediados por HR. En un ensayo genético diferente que mide la 

reparación de DSB inducida por HO, el doble mutante rad51-Δ rad59-Δ estaba más 

afectado que rad51-Δ pero no tanto como rad52-Δ, en este ensayo el grueso de la 

reparación en el doble mutante ocurrió mediante BIR (Signon et al., 2001). 

Hemos investigado las posibles sinergias entre rad59 y mutaciones rad51 o 

rad52 en la recuperación de células de C. albicans del daño inducido por MMS y UV. 

Se pueden extraer varias conclusiones. En primer lugar, para ambas levaduras, la 

reparación mediada por HR de lesiones provocadas por MMS o UV no utiliza la subruta 

dependiente de Rad59. Por lo tanto, es probable que la reparación dependiente de Rad59 

se limita a regiones específicas del DNA con alguna característica estructural (por 

ejemplo, repeticiones) que representan un bajo porcentaje en el genoma de levaduras 

y/o sólo funciona en la reparación de DSBs. En segundo lugar, nuestra observación de 

que la cepa Carad52-ΔΔ era mucho más sensible a MMS que Carad51-ΔΔ o Carad51-

ΔΔ rad59-ΔΔ sugiere que, como se describe para S. cerevisiae (Coic et al., 2008), las 

vías dependientes de Rad52 que usan otros factores distintos de Rad51 o Rad59 también 

son operativas en C. albicans para la reparaciones de lesiones causadas por MMS. Sin 

embargo, para luz UV, las sensibilidades de Carad51-ΔΔ y Carad52-ΔΔ eran 

indistinguibles lo que sugiere que la mayoría de la reparación dependiente de HR de 

lesiones UV en C. albicans utiliza mecanismos de invasión de banda. En tercer lugar, 

también encontramos algunas diferencias entre las sensibilidades de mutantes HR de C. 

albicans y S. cerevisiae a MMS. Tanto en tratamientos agudos como crónicos, las vías 

de HR dependientes de Rad52 y, en mayor medida, de Rad51 parecen jugar un papel 

ligeramente más importante en la recuperación de lesiones por MMS en C. albicans en 

comparación con S. cerevisiae, independientemente de la presencia o ausencia de 

Rad59. Una posibilidad sugerida previamente por Legrand et al., (2008). 

La mayor resistencia de mutantes HR de S. cerevisiae en comparación con los 

homólogos de C. albicans a dosis bajas pero no a altas dosis de luz UV, sugiere que S. 

cerevisiae tiene una ruta NER más eficiente (Legrand et al., 2008), o que otras vías de 

emergencia puedan mantener controladas las brechas de ssDNA cuando son cortas y/o 

no muy abundantes, pero no si se han extendido por exonucleasas o su frecuencia 

traspasa un umbral. Scrad51-ΔΔ fue menos sensible que Scrad52-ΔΔ a bajas dosis de 

UV pero la diferencia en la sensibilidad disminuyó a medida que la dosis de UV 

aumentó. Una posibilidad es que altas dosis de UV desencadenen la resección por Exo1 
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y la mayor longitud de los subsiguientes fragmentos de ssDNA active la invasión de 

banda (Ma et al., 2013). 

Las diferencias en la sensibilidad a MMS entre mutantes rad51 y rad59 de dos 

cepas haploides de S. cerevisiae aconsejan cautela en la comparación de sensibilidades a 

genotoxinas entre S. cerevisiae y otras levaduras. En S. cerevisiae (JKM139), el doble 

mutante rad51-Δ rad59-Δ mostró sensibilidad sinérgica en comparación con los 

mutantes simples, mientras que no se observó sinergismo cuando las mismas 

mutaciones estaban presentes en el fondo genético W303 independientemente de si eran 

haploides o diploides. Una posibilidad es que, dado que la sensibilidad a MMS es un 

rasgo complejo, la combinación de alelos débiles de genes implicados en BER, HR, vías 

de remodelación de la cromatina, etc, influye en la respuesta de la cepa JKM139 de S. 

cerevisiae. Por otro lado, la respuesta de HR de las cepas BY4743 y W303 a luz UV y 

MMS fue similar, indicando que las pequeñas diferencias entre los genomas de ambas 

cepas (Ralser et al., 2012) no afectan la sensibilidad de ambos agentes. Puesto que 

hemos confirmado la hipersensibilidad sinérgica del mutante rad51-Δ rad59-Δ de la 

cepa JKM139, la explicación más probable es que esta cepa ha sufrido alguna mutación 

desconocida. De lo contrario, debemos concluir que la contribución de la vía 

independiente de Rad51 y dependiente de Rad59 a la reparación de lesiones causadas 

por MMS puede variar entre las cepas de S. cerevisiae. 

Hemos analizado con cierto detalle la naturaleza de las lesiones causadas por 

MMS y el papel de HR en su reparación tanto en células en crecimiento como detenidas 

en fase G2/M en C. albicans. Para ello, hemos utilizado concentraciones de MMS que 

no causan DSBs directamente en S. cerevisiae (Redon et al., 2003; Covo et al., 2010; 

González-Prieto et al., 2013). Además, hemos demostrado que las concentraciones de 

MMS utilizadas no originan fragmentación cromosómica de las células de C. albicans 

in vivo mediante el análisis de los cariotipos PFGE, siempre y cuando las incubaciones 

de los plugs se realizaran a 30ºC. Nuestro ensayo se basa en la detección de HDBs a 

través de su transformación en DSBs a alta temperatura (55ºC). Cuando las roturas se 

encuentran lo suficientemente cerca en cadenas opuestas, SSBs se convierten en DSBs 

secundarios, que se manifiestan como fragmentación cromosómica en geles PFGE 

(Lundin et al., 2005; Ma et al., 2008). Nuestros resultados son consistentes con la 

observación de que depurinización de DNA metilado está en función de la temperatura 

(Wyatt y Pittman, 2006). Cuando la temperatura bajó de 55ºC a 50ºC, menos 

HDBs/SSBs y por tanto menos DSB fueron generados in vitro; lo que se reflejó en el 
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menor grado de fragmentación cromosómica y en una reparación más rápida. En S. 

cerevisiae, la reparación de bases metiladas por BER es constante y requiere la 

presencia de la glicosilasa Mag1, que elimina bases metiladas, dejando sitios apúricos 

sensibles al calor (Figura 21). Mag1 es activa y esencial para la reparación de células 

paradas en G1 (Ma et al., 2008) o G2 (Ma et al., 2011), o durante la replicación del 

DNA (Vázquez et al., 2008). Rad51 y Rad52 son necesarias para la replicación del 

DNA en presencia de MMS (Vázquez et al., 2008; González-Prieto et al., 2013). 

En células en crecimiento activo de C. albicans, encontramos que la reparación 

de HDB fue relativamente rápida y fuertemente dependiente de HR. No sólo Rad59 

aceleró la restitución de la escalera cromosómica, sino que tanto Rad51 como, en mayor 

medida, Rad52 eran necesarios para la supervivencia de un tratamiento agudo de MMS 

(0,05% MMS, 30 min en PBS), así como para la reparación de HDBs durante la 

recuperación. La necesidad de Rad51 y Rad52 durante la replicación del DNA en 

presencia de MMS se explica por el reciente hallazgo de que ambas proteínas 

desempeñan dos funciones reguladas por el ciclo celular: 1) durante la replicación del 

DNA ambas proteínas se unen a regiones ssDNA de las horquillas de replicación activas 

y, al hacerlo, facilitan el avance de la horquilla a través del DNA metilado; en ausencia 

de Rad51 o Rad52 la restauración de la horquilla dañada (metilada) es defectiva y 

resulta en muerte celular; y 2) la incorporación de Rad51 y Rad52 a regiones de ssDNA 

aguas arriba de la lesión durante la replicación es un requisito previo para la reparación 

de los ssDNA en G2/M  (González-Prieto et al., 2013). Sugerimos que después de la 

eliminación del MMS, muchas células de rad51 o rad52 tratan de replicar el DNA 

metilado antes de reparar por BER y mueren, como lo demuestra la bajada en la 

supervivencia. También sugerimos que Rad59 puede acelerar la replicación del DNA 

metilado o su reparación en G2/M en presencia de Rad51 y Rad52.  

Además de las proteínas de HR, la reparación de reparación de lesiones 

provocadas por MMS en células silvestres requiere fuentes de carbono y energía, ya que 

no se observó reparación de HDBs cuando células tratadas se incubaron en PBS. La 

elongación celular en respuesta a MMS también requiere medio rico, pero fue 

independiente de las proteínas de HR. Es importante destacar que la elongación celular 

se observó también en células rad51-ΔΔ y rad52-ΔΔ tratadas con MMS que son 

incapaces de replicarse durante su posterior recuperación en YEPD, o incluso morir 

(células rad52-ΔΔ), lo que sugiere que la elongación celular inducida por MMS no sólo 

es independiente de la replicación del DNA, sino que como hemos indicado nosotros 
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(Andaluz et al., 2006) y otros autores (Shi et al., 2007; Legrand et al., 2011), más bien 

puede derivarse del estrés replicativo que lanza el checkpoint intra-S. 

La supervivencia a MMS de células paradas en G2/M de C. albicans fue similar 

a las mostradas por las células en proliferación. La reparación de HDBs seguida de la 

eliminación de MMS se produjo lentamente en ausencia de división celular (PBS con 

nocodazol), como lo revela el aumento continuo en el tamaño del material difuso y la 

eventual, aunque incompleta recuperación de la escalera cromosómica después de 24 

horas de incubación. La recuperación de las lesiones en células paradas en G2/M 

también se produjo en ausencia de Rad59. Sorprendentemente, Rad51 resultó 

prescindible, sino inhibitorio, para la reparación de HDBs, mientras que Rad52 fue 

esencial, lo que sugiere que la reparación involucra la actividad de apareamiento en 

lugar de invasión de banda, a pesar de que las células tienen posibilidades para la 

reparación recombinacional usando cromátidas hermanas. Una posibilidad es que en las 

células detenidas en G2/M, las endonucleasas Apn1,2 o las AP-liasas cortan 

eficientemente los sitios AP generados por la acción de Mag1 produciendo SSB 

cercanos opuestos (o cortes distantes procesados) capaces de generar fragmentos de 

DNA con colas protuberantes complementarias. En presencia de la actividad de 

reasociación de Rad52 la estrecha asociación de las colas complementarias de cadena 

simple permite la reparación por BER, mientras que en su ausencia la asociación de la 

banda debilita el emparejamiento BER. Esta situación imita a la observada en células 

paradas en G2/M de S. cerevisiae carentes de endonucleasa AP, en las que la reparación 

de roturas independientes de calor (HIB) generadas in vivo son absolutamente 

dependientes de Rad52 pero no de Rad51 (Ma et al., 2011). En este escenario, las AP-

liasas probablemente juegan in vivo un papel similar al que sucede in vitro a alta 

temperatura en la generación de huecos cercanamente opuestos. En vista de estos 

resultados,  proponemos que Rad52 debe ser un miembro de la vía BER, donde 

coordina la acción de las endonucleasas ANP o las liasas NTG con actividad corrientes 

abajo (incluyendo la endonucleasa “flag rad27 5’”, la DNA pol ε y Lig1). Resulta 

llamativo que las células rad52 de S. cerevisiae detenidas en G1 repararon HDB igual 

que las silvestres sugiriendo que un BER eficiente hace dispensable la actividad de 

reasociación de Rad52 (Lundin et al., 2005; Ma et al., 2008). Una posibilidad es que la 

regulación BER en C. albicans es diferente a la de S. cerevisiae. A este respecto, sólo se 

ha detectado una endonucleasa ANP (ANP1) y una liasa NTG (NTG1), además de una 

liasa OGG1 en C. albicans. Además, los mutantes simples (anp1, ntg1, ogg1) y dobles 
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(anp1 ntg1 y ogg1 ntg1) de BER mostraron sensibilidad silvestre a MMS (Legrand et 

al., 2008), lo que sugiere que BER puede ser menos importante para la reparación del 

daño por MMS en C. albicans comparado con S. cerevisiae. Una segunda posibilidad es 

que la regulación de BER es diferente en células en G1 con respecto a células en G2/M. 

Con respecto a esto, sería interesante estudiar el papel de Rad52 en la reparación de 

HDBs en células de S. cerevisiae paradas en G2/M. Se necesitan más estudios antes de 

que se pueda obtener una imagen coherente de los intermediarios de DNA y de las vías 

de HR implicadas en la reparación de lesiones por MMS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

IV.3. Capítulo III: Papel de RAD51, RAD52 y RAD59 en la reparación de 

lesiones de DNA causadas por Camptotecina 
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La principal condición que desencadena la patogénesis de C. albicans es la 

inmunosupresión inducida por tratamientos no quirúrgicos del cáncer que dañan el 

DNA humano o inhiben la reparación de daños en el DNA y matan a las células 

proliferantes. Estos tratamientos incluyen la radiación ionizante (IR), y un número 

creciente de fármacos quimioterapeúticos tales como el cisplatino, etopósido, 

inhibidores de PARP, doxorrubicina, bleomicina, camptotecina, etc (de la Loza y 

Wellinger, 2009; Cheung-Ong et al., 2013). La camptotecina (CPT), en la forma de sus 

derivados como topotecán e irinotecán, se utiliza en el tratamiento del cáncer 

colorrectal, de pulmón y de ovarios (Pommier, 2006). CPT estabiliza los intermediarios 

Top1-DNA que relajan el DNA durante la transcripción o la replicación del DNA 

(Hsiang et al., 1985; 1989). Durante años, se ha sugerido que la CPT provoca 

principalmente roturas de cadena sencilla (SSB) (Pouliot et al., 2001; Dexheimer y 

Pommier, 2008; Cortés-Ledesma et al., 2009) que, si no son reparadas, se pueden 

convertir en DSB durante la fase S del siguiente ciclo celular (replicación “run-off”) 

(Kuzminov, 2001; Pommier, 2006; Kouzminova y Kuzminov, 2006; Caldecott, 2008). 

Este modelo clásico ha sido cuestionado recientemente por el hallazgo de que los 

inhibidores de Top1 interfieren con la actividad relajante de la enzima (Koster et al., 

2007). El superenrollamiento positivo acumulado delante de la maquinaria de 

replicación impediría la progresión de la horquilla causando muerte celular con 

generación de pocos DSBs (Chaudhuri et al., 2012; Berti et al., 2013) (Figura 34). En 

células animales, se ha sugerido que el atasco persistente de la horquilla causa una 

regresión de ésta, la cual se acumula en presencia de PARP1, una enzima asociada a la 

cromatina que modifica diversas proteínas nucleares mediante poli-ADP-ribosilación. 

Tras la disociación de CPT, la horquilla puede reiniciarse estimulada por helicasas 

RecQ (Chaudhuri et al., 2012; Berti et al., 2013) (Figura 34). Otros estudios con células 

humanas han involucrado la acción de Mus81-Eme1 (Mms4 en S. cerevisiae), una 

endonucleasa que corta estructuras de DNA ramificadas como es el caso de horquillas 

de replicación detenidas y estructuras de Holliday dañadas in vitro. En el modelo 

propuesto, el superenrollamiento positivo detiene la replicación del DNA e induce el 

corte de la horquilla por Mus81-Eme1, con lo cual se relaja el DNA. Después de la 

resección del extremo 5’ y la disociación de CPT, los DSB son reparados bien 

utilizando HR o bien a través de la retracción de la horquilla para formar estructuras 

denominadas “chicken foot”. En este último caso, tras el apareamiento de las cadenas 
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modelo del estancamiento de la horquilla (causada por el superenrollamiento positivo 

inducido por CPT), no se observaron indicios de fragmentación cromosómica en geles 

de PFGE, incluso en ausencia de Rad52 (Chaudhuri et al., 2012). Aunque en levaduras 

no se ha encontrado PARP, otras proteínas podrían desempeñar un papel similar. 

C. albicans es un comensal natural del tracto oral, genital y gastrointestinal de 

los seres humanos, que está presente en el 30-70% en individuos sanos (Perlroth et al., 

2007). Si los portadores desarrollan cáncer y son irradiados o tratados con fármacos 

quimioterapéuticos, sus cepas de C. albicans también se verán afectadas. El gen 

topoisomerasa 1 de C. albicans ha sido clonado y se ha construido una cepa nula 

condicional. Esta cepa mostró morfología anormal y una virulencia significativamente 

reducida, lo que sugiere que Top1 puede desempeñar un papel en la infección (Jiang et 

al., 1997). Existen evidencias de que el tratamiento de C. albicans con una serie de 

fármacos contra el cáncer (5-fluorouracilo, cis-platino, peplomicina) o la irradiación con 
137Cs generan supervivientes con virulencia incrementada, a juzgar por el aumento de la 

adherencia celular, capacidad de unión de lectinas, secreción de proteasas, resistencia a 

los neutrófilos y resistencia a antifúngicos (Tanida et al., 2001). Sin embargo, no se ha 

investigado el origen de estas alteraciones fenotípicas.  

En el presente estudio, hemos analizado el efecto citotóxico causado por CPT 

tanto en C. albicans como en un diploide de S. cerevisiae y el papel de HR en la 

reparación de las lesiones inducidas. Hemos encontrado que para concentraciones bajas 

de CPT y tratamientos crónicos, HR juega un papel más importante en la supervivencia 

en S. cerevisiae en comparación con C. albicans. En presencia de 40 µg/ml de CPT no 

afectó el crecimiento de la cepa silvestre de C. albicans, pero inhibió el de los mutantes 

rad51 y causó muerte progresiva en células rad52 cuya supervivencia se redujo al 25% 

en 8 horas, sin causar niveles detectables de la fragmentación del DNA. En los 

tratamientos de CPT agudos, la capacidad de supervivencia de los mutantes rad51 y 

rad52 alcanzó una meseta a 5 µg/ml, lo que sugiere la saturación de los transportadores. 

 

IV.3.1. Antecedentes  

A continuación, se muestran algunos resultados obtenidos por la Dra. Fátima 

García Prieto que son necesarios para entender los resultados que se muestran 

posteriormente en este capítulo. 
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IV.3.1.2. Los mutantes HR de C. albicans son significativamente más resistentes a CPT 

que sus homólogos en S. cerevisiae 

En ensayos crónicos cuantitativos (CFU), realizados por García-Prieto (2011), 

los mutantes de HR de S. cerevisiae fueron mucho más sensibles que sus homólogos de 

C. albicans, a pesar de que las cepas de tipo silvestre de ambas levaduras fueron 

igualmente resistentes a 0,5 y 1,25 µg/m de CPT (Figura 36A). Mientras que Carad59-

ΔΔ se comportó como la cepa silvestre y Carad51-ΔΔ y Carad52-ΔΔ fueron inhibidos 

en un 50% y 90% respectivamente en presencia de 1,25 µg/ml de CPT, Scrad59-ΔΔ 

mostró una significativa sensibilidad y Scrad51-ΔΔ y Scrad52-ΔΔ no crecieron en 

absoluto a concentraciones menos de CPT (0,5 µg/ml) (Figura 36A). Esto sugiere que la 

reparación de lesiones causadas por CPT se basa más en HR en S. cerevisiae que en C. 

albicans. La misma conclusión se dedujo de los ensayos “drop test”. El ensayo “drop 

test” también reveló una recuperación significativa de Carad51-ΔΔ y Carad52-ΔΔ con 

el tiempo de incubación (Figura 36B), reminiscente de las colonias retrasadas mostradas 

por estos mutantes (CFU) en ensayos crónicos. Comparativamente, Scrad51-ΔΔ y 

Scrad52-ΔΔ mostraron poca o ninguna recuperación respectivamente durante el mismo 

periodo (y lo mismo ocurrió con Scrad51-ΔΔ rad59-ΔΔ y Scrad52-ΔΔ rad59-ΔΔ) 

(Figura 36B). Estos resultados sugieren que la incapacidad para reparar las lesiones 

provocadas por CPT mediante HR resulta en graves defectos de crecimiento que 

conducen a muerte celular.  
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IV.3.2.2. Efecto de CPT en crecimiento y morfología de la cepa silvestre y mutantes HR 

de C. albicans en medio líquido 

Con el fin de conocer con mayor precisión el grado de inhibición del crecimiento 

causado por CPT en C. albicans, determinamos las curvas de crecimiento de las 

diferentes cepas utilizando medio YEPD suplementado con 40 µg/ml de CPT a lo largo 

del tiempo. De acuerdo con los experimentos anteriores, la cepa silvestre (CAF2-1) 

mostró una tasa de crecimiento similar a la del mutante rad59-ΔΔ, con independencia 

de que se determinara mediante CFU (Figura 39) o DO600 (Figura 40). Además, ambas 

cepas fueron ligeramente afectadas y en la misma medida por la presencia de CPT 

(Figura 39), siendo los valores de DO600 paralelos a los de CFU (Figura 40). Como era 

de esperar, en ausencia de CPT el mutante rad51-ΔΔ creció a una tasa menor que la 

cepa de tipo silvestre, y este defecto de crecimiento se vio agravado en rad52-ΔΔ 

(Figura 39). Cuando los cultivos se suplementaron con CPT (40 µg/ml), las CFUs del 

mutante rad51-ΔΔ se mantuvieron constantes a lo largo del experimento, mientras que 

las del mutante rad52-ΔΔ disminuyeron paulatinamente hasta alcanzar 1/5 del valor 

inicial a las 8 horas, lo que sugiere una progresiva muerte celular (Figura 39). Es 

importante destacar que, los dobles mutantes rad51-ΔΔ rad59-ΔΔ y rad52-ΔΔ rad59-

ΔΔ fueron ligeramente más sensibles al tratamiento de CPT (40 µg/ml) que los 

mutantes simples respectivamente, lo que indica que en estas condiciones la ausencia de 

Rad59 afectó negativamente a la supervivencia de células rad51 y rad52. 

Sorprendentemente, los valores de DO600 aumentaron en los cultivos de rad51-ΔΔ y 

rad52-ΔΔ en presencia de CPT (Figura 40), a pesar de que se mantuvo o se redujo el 

número de CFU respectivamente. Este aumento en la DO600 fue probablemente debido a 

la polarización del crecimiento continuo de la mayoría de las células de levaduras de los 

mutantes rad51-ΔΔ y rad52-ΔΔ (así como de los dobles mutantes rad51-ΔΔ rad59-ΔΔ 

y rad52-ΔΔ rad59-ΔΔ) (ver después). Dado que este fenotipo no lo muestran las células 

de CAF2-1 o del mutante rad59-ΔΔ tratadas con CPT, se deduce que la polarización del 

crecimiento requiere la acción combinada de CPT y una HR defectiva. Esta polarización 

es diferente a la observada en mutantes rad51-ΔΔ y rad52-ΔΔ en ausencia de CPT y es 

similar a la inducida en el tipo silvestre (CAI4) por MMS (ver Capítulo II, apartado 

IV.2.3). MMS desencadena los checkpoints de replicación y de G2/M en células 

silvestres de S. cerevisiae, así como la fosforilación de Rad53 en C. albicans. Por tanto, 

sugerimos que es la detención en G2/M y no el posible retraso de replicación lo que 

induce la filamentación de células rad51 y rad52 de C. albicans en presencia de CPT. 



 

 

Figur
prese
suplem
realiz
droga
son m
 

Figur
prese
0,3 en
µg/ml
droga
indep
 

 

 

 

 

ra 39. Crecim
encia de CPT
mentado con 
aron dos diluc

a. Como contr
medias de dos e

ra 40. Crecim
encia de CPT
n 20 ml de me
l y se incubó 

a (controles). S
endientes. 

miento (CFU
. Unas 5 x 10
40 µg/ml de 
ciones 1/10 en
roles se usó pa
experimentos 

miento (DO60

T. Cultivos cre
edio fresco Y
a 30ºC. Paral

Se midió la D

) de la cepa 
5 células en cr
CPT y se inc
n medio YEPD
aralelamente 
independient

0) de la cepa
ecidos durante
EPD. A conti
lelamente a e

DO600 a los tiem

silvestre CA
recimiento ex
cubaron a 30º
D y se sembra
el mismo núm
es. 

a silvestre CA
e toda la noch
inuación se añ
estos cultivos 
mpos indicad

AF2-1 y los m
xponencial se r
C. Posteriorm
aron 50 µl de 

mero de célula

AF2-1 y los m
he fueron refr
ñadió CPT par
se pusieron o
os. Los datos 

mutantes HR
resuspendiero

mente, a los ti
la última en p

as en YEPD s

mutantes HR
rescados al dí
ra una concen

otros idénticos
son medias d

Capít

R de C. albica
on en 1 ml de 
iempos indica
placas de YEP
sin droga. Los

R de C. albica
ía siguiente a 
ntración final 
s que carecían
de dos experim

tulo III

132 

 
ans en 
YEPD 

ados se 
PD sin 
s datos 

ans en 
DO = 
de  40 

n de la 
mentos 

 



 

 

IV.3.

ausen

la in

some

difer

PFGE

elect

que n

gene

(nues

DNA

conc

prob

secun

Figur
con C
tratad
horas)
 

IV.3.

G2/M

induc

Rad5

S. ce

al., 2

2.3. CPT 

ncia de HR 

En S. ce

nactivación 

etieron a u

rentes tiemp

E. Ni la ce

troforéticos 

no se gener

rados por la

stros resulta

A de C. alb

luimos qu

ablemente 

ndarios. 

ra 41. Carioti
CPT (40 µg/m
dos con 40 µg
) para análisis

2.4. La acc

M y elongac

A contin

cen el chec

53, se ha su

erevisiae y q

2003). 

no induce 

revisiae CP

de Rad52.

un tratamien

pos para in

epa silvestr

iniciales tr

aron DSBs 

a radiación 

ados) o con

bicans in vit

ue las lesio

SSBs, cuyo

ipos electrofo
ml) durante l
g/ml de CPT. 
s PFGE. 

ción combi

ción celular 

nuación, se 

ckpoint del 

gerido que 

que el daño

fragmenta

PT no causa

. La cepa 

nto con CP

nvestigar la

re ni los m

ras 8 horas 

bajo estas c

ionizante y

n las roturas

tro bajo las

ones causa

o número n

oréticos (PFG
los tiempos i
Se recogió u

nada de CP

en C. albic

investigó s

daño al D

CPT no ind

o durante la

ación crom

a fragmenta

silvestre y 

PT (40 µg

a posible fr

mutantes mo

en presenc

condiciones

y la bleomic

s dependien

s condicion

adas por C

no excede e

GE) tras trata
indicados. Cu

una alícuota d

PT y defec

cans 

si las lesion

DNA. En b

duce los che

a replicación

mosómica e

ación cromo

los mutan

g/ml) y las 

ragmentació

ostraron alt

ia de CPT 

s. Esto cont

cina en los 

ntes de calo

nes de PFGE

CPT en l

el umbral n

amiento de la
ultivos líquido
e cada muestr

tos HR des

nes causada

ase a la au

eckpoints in

n puede ser

en C. albic

osómica, inc

ntes HR de

muestras 

ón cromosó

eraciones e

(Figura 41)

trasta con lo

cromosoma

or causadas 

E usadas (5

os mutante

necesario pa

s cepas indica
os de las cep
ra a diferente

sencadena e

as por CPT

usencia de 

ntra-S o del 

r reparado e

Capít

cans inclus

cluso despu

e C. albican

se recogier

ómica utiliz

en los cario

), lo que su

os DSBs dir

as de C. alb

por MMS 

55ºC). Por t

es de HR

ara causar D

adas de C. alb
as indicadas 

es tiempos (2,

el checkpoi

T en C. alb

fosforilació

daño al DN

en G2 (Red

tulo III

133 

so en 

ués de 

ns se 

ron a 

zando 

otipos 

ugiere 

rectos 

bicans 

en el 

tanto, 

R son 

DSBs 

 
lbicans 
fueron 
, 4 y 8 

int de 

bicans 

ón de 

NA en 

don et 

 



 

 

Cara

FAC

YEP

cepa 

duran

CPT 

perfi

muta

acum

signi

altera

desap

ausen

descr

Para inv

ad52-ΔΔ se

CS y micros

D suplemen

silvestre y

nte al meno

(Figura 42

les FACS d

antes más d

mulación de

ificativamen

ación fue ac

parición de 

ncia de HR

ribe para cé

vestigar la f

e detienen 

scópicos de

ntado con 4

y del muta

os 24 horas 

2). Como h

de los mutan

defectivos r

e células e

nte en prese

compañada 

los filamen

R, CPT dese

élulas rad52

fase del cic

en presenc

e las células

40 µg/ml de

ante rad59-

y esta distr

hemos pub

ntes rad51-

rad52-ΔΔ y

en G2/M 

encia de la d

de una elon

ntos típicos 

encadena el

2 de S. cerev

clo celular 

cia de CPT

s de tipo si

e CPT (Figu

ΔΔ mantie

ibución ape

blicado reci

-ΔΔ y rad51

y rad52-ΔΔ

en ausenci

droga (Figu

ngación pro

de mutante

l checkpoin

visiae.  

en que las

T se realiza

lvestre y m

ura 42). Lo

nen la dist

enas se vio a

ientemente 

1-ΔΔ rad59

 rad59-ΔΔ,

ia de CPT

ura 42). Es i

ogresiva de l

s de HR (Fi

nt de daño a

s células de

aron parale

mutantes HR

os cultivos r

tribución in

afectada po

(Bellido et

9-ΔΔ y, en m

, estaban se

T. Este ses

mportante d

las células l

igura 42), su

al DNA en 

Capít

e Carad51-

lamente an

R mantenid

refrescados 

nicial de cé

or la presenc

t al., 2015)

mayor grad

esgados hac

go se exa

destacar que

levaduriform

ugiriendo q

G2/M, com

tulo III

134 

ΔΔ y 

nálisis 

os en 

de la 

élulas 

cia de 

), los 

do, los 

cia la 

cerbó 

e esta 

mes y 

que en 

mo se 

 

 



 

 

Figur
tratam
duran
µg/ml
para F
ΔΔ y 
 

IV.3.

agud

y mu

40 µ

(Figu

muta

a con

conc

ra 42. Anális
miento agudo

nte 2 horas a 3
l y se mantuv
FACS y micro
rad52-ΔΔ trat

2.5. Respue

dos con CPT

En tratam

utantes HR d

g/ml de CP

ura 43). El a

antes la supe

ntinuación, 

entraciones

sis FACS y 
o con CPT en
30ºC con agit
o a 30ºC en a
oscopía DIC. 
tados con CPT

esta de la c

T 

mientos agu

de C. albica

PT los muta

análisis del 

ervivencia d

el número

s mucho má

microscópico
n C. albicans.
tación. A cont
agitación dura
Nótese la des
T y la presenc

cepa silvest

udos, CPT n

ans, e inclus

antes más se

efecto de l

disminuyó a

o de superv

ás altas (40 µ

o de la cepa 
. Se refrescó u
tinuación, se a

ante 24 horas. 
saparición de 
cia casi exclus

tre y mutan

no causó mu

so después 

ensibles mo

a concentra

al aumentar

vivientes se 

µg/ml) (Fig

de tipo silv
un cultivo o/n 
adicionó CPT
A los tiempo
células levadu

siva de células

ntes HR de 

uerte masiva

de 2 horas e

ostraron má

ación de CP

r la dosis de

estabilizó 

gura 43).  

vestre y mut
hasta una DO

T a una concen
s indicados, s
uriformes en l
s filamentosas

C. albicans

a de células

en YEPD su

s del 30% d

PT indicó qu

e la droga ha

y mantuvo

Capít

antes HR du
O de 0,3 y se i
ntración final

se tomaron mu
los mutantes r
s. 

s a tratami

s de tipo silv

uplementad

de superviv

ue para todo

asta 2,5-5 µ

 constante 

tulo III

135 

 
urante 
incubó 
l de 40 
uestras 
rad51-

ientos 

vestre 

do con 

vencia 

os los 

µg/ml; 

hasta 

 



 

 

Figur
en cre
crecie
con Y
duran
exper
 

CPT 

por 

super

selec

(Figu

rad5

CPT 

muta

ausen

silve

sobre

prese

Rad5

de l

sobre

ra 43. Sensibi
ecimiento exp
entes de CPT 
YEPD y 50 µ
nte 48 horas en
imentos indep

Independ

crecieron c

CPT había

rvivientes 

ccionados a

ura 44). El 

59-ΔΔ y la a

se repara

ante rad51-

ncia adicion

estre de C. 

evivir a las

encia de Ra

52 deben se

a població

evivieron a 

ilidad frente 
ponencial se 
durante 2 ho

µl se sembrar
n oscuridad ha
pendientes.  

dientemente

como sus re

an sido rep

(de tratam

al azar de 

alto índice 

ausencia de 

an fácilmen

-ΔΔ y fue m

nal de Rad5

albicans us

s lesiones c

ad59. Sin e

r important

ón de las 

tratamiento

a Camptotec
resuspendiero

oras en oscurid
ron en placas 
asta que las co

e de la cepa

espectivos p

paradas. Ad

miento agud

cada cepa

de superviv

roturas de c

nte. La sup

menor aún 

59 en ambo

sa HR, prin

causadas po

embargo, la

tes para la su

cepas más

os agudos de

cina en tratam
on en 1ml de
dad. Pasado e
YEPD sin la

olonias (CFU)

a, las coloni

parentales s

demás, los 

do con 40

a no mostr

vencia obse

cromosoma

pervivencia 

en rad52-

os mutantes.

ncipalmente

or CPT, y e

as vías de r

upervivenci

s sensibles 

e CPT (40 µ

mientos agud
e YEPD y se
el tiempo, las 
a droga. Las 
) fueron conta

ias de los su

sugiriendo q

cariotipos 

0 µg/ml d

raron reord

rvado en la

as sugiere qu

disminuyó

ΔΔ, siendo

. Estos resu

e las vías d

esta reparac

reparación i

ia, ya que u

(rad52-ΔΔ

µg/ml duran

dos. Alrededo
e incubaron c

mezclas se d
placas fueron

adas. Los dato

uperviviente

que las lesi

electroforé

de CPT du

denamientos

a cepa silves

ue las lesion

ó significat

o apenas m

ultados sugi

dependientes

ción es inde

independien

una fracción

Δ y rad52

nte dos hora

Capít

 
or de 5 x 105 c
con concentra
diluyeron 10-3

n incubadas a
s son medias 

es a 40 µg/m

ones provo

éticos de c

urante 2 h

s cromosóm

stre y el mu

nes causada

tivamente e

modificada p

ieren que la

s de Rad52

ependiente 

ntes de Rad

n grande (> 

2-ΔΔ rad59

as). 

tulo III

136 

células 
aciones 
3 veces 
a 30ºC 
de tres 

ml de 

cadas 

cuatro 

horas) 

micos 

utante 

as por 

en el 

por la 

a cepa 

2 para 

de la 

d51 o 

40%) 

9-ΔΔ) 

 



 

 

Figur
con C
cuatro
determ
 

intrín

tratam

al az

tratam

mort

emba

Rad5

de se

sugie

respu

en au

hace 

emba

en c

comp

ra 44. Cariot
CPT (40 µg/m
o colonias ind
minación de lo

En un in

nsecamente 

miento agud

zar entre l

miento con

talidad de l

argo, sorpre

51 y Rad59 

er tratadas 

ere la exist

uesta a CPT

usencia de R

más sensib

argo, otras e

células supe

portamiento

ipos electrofo
ml) en C. alb
dependientes 
os cariotipos. 

ntento por 

resistente 

do (40 µg/m

los supervi

n la droga. 

las cepas si

endentemen

o Rad52 y 

(Figura 45

tencia de si

T. Una posib

Rad51 y Ra

ble a la acc

explicacion

ervivientes 

o llamativo 

oréticos (PFG
bicans. En tra
(A, B, C y 

determinar 

a CPT o

ml CPT dur

ivientes al 

Para el tipo

iguieron un

nte las cepas

Rad59 eran

). De hech

inergismo e

bilidad es q

ad59 y Rad5

ción de CPT

es, tales com

de estos m

debe invest

GE) de super
atamiento agu
D) que fuero

si los sup

o han adqu

rante dos ho

tratamient

o silvestre 

n patrón sim

s que había

n mucho má

ho el compo

entre rad51

que la repar

52 y Rad59

T en ausenc

mo alteració

mutantes, p

tigarse más.

rvivientes obt
udo con CPT
on crecidas e

ervivientes 

uirido algu

oras), una c

to agudo f

y los muta

milar al de

an reparado 

ás sensibles 

ortamiento 

1 y rad59

ración de le

9 introduzca

cia de uno u

ón de genes

podrían ser 

 

tenidos tras 
T, de cada cep
en medio líqu

representan

una resisten

olonia de c

fue sometid

ntes simple

e las cepas 

las lesione

que las mis

de las cepa

y entre rad

esiones prov

a cambios en

u otro par d

s implicados

posibles, 

Capít

tratamiento 
pa se seleccio
uido YEPD p

n una pobl

ncia duran

ada cepa el

da a un n

es, las curv

no tratadas

s en ausenc

smas cepas 

as sensibili

d52 y rad5

vocadas por

n el DNA q

de proteínas

s en el trans

por lo que

tulo III

137 

 
agudo 
onaron 
para la 

lación 

nte el 

legida 

nuevo 

vas de 

s; sin 

cia de 

antes 

zadas 

59 en 

r CPT 

que lo 

s. Sin 

sporte 

e este 

 



 

 

Figur
y mut
cada c
Los d
 

IV.3

conc

altera

o Ca

muta

suger

prov

even

Cara

rad5

Rad5

las se

cróni

impo

cerev

rad5

frent

S. c

ra 45. Tratam
tante HR de 
cepa se selecc

datos son medi

.3. Discusió

Experim

luido que, e

aba signific

arad52-ΔΔ 

antes respec

rían que, p

ocadas por 

ntos de reco

ad52-ΔΔ sie

59-ΔΔ sugir

51 o Rad59 

García-P

ensibilidade

icos con CP

ortante en la

visiae. Sin 

52 de ambas

te a CPT, qu

erevisiae f

miento agudo 
C. albicans. E

cionó un supe
ias de tres exp

ón del Capí

mentos reali

en presenci

cativamente

sometidos 

ctivos de l

para ambas 

CPT no ut

ombinación 

empre fue m

riendo la im

en la repara

Prieto (2011

es a CPT de

PT. Como v

a recuperac

embargo, la

s levaduras 

ue, además,

fueron sign

 con CPT a s
En un primer 
rviviente. Ést

perimentos ind

ítulo III 

zados en n

ia de CPT (

 la superviv

a lesiones 

la cepa dip

levaduras, 

tiliza la sub

independie

mucho más 

mplicación 

ación de les

1) también 

e mutantes 

vimos en el 

ión de lesio

as diferenci

a MMS re

 exhibieron

nificativame

superviviente
tratamiento ag
os fueron som
dependientes. 

nuestro labo

(experiment

vencia de cu

provocadas

ploide W30

en presenc

bruta depend

ente de Rad

sensible a 

de vías de

siones en C.

había enco

HR de C. a

Capítulo II

ones causad

ias en la se

sultan men

n el patrón o

ente más s

es obtenidos d
gudo con CPT

metidos a un s
Para más deta

oratorio (G

tos crónicos

ualquiera de

s por CPT 

03 de S. c

cia de CPT

diente de R

d51 en S. c

CPT que C

ependientes 

 albicans. 

ontrado dife

albicans y S

I, Rad51 y R

das por MM

ensibilidad 

ores en com

opuesto: los

sensibles q

de otro exper
T a diferentes 
segundo tratam
alle ver pie de

García-Prieto

s), la ausen

e los mutan

y lo mism

erevisiae. E

T, la reparac

Rad59 que o

cerevisiae. A

Carad51-ΔΔ

de Rad52 

erencias sig

S. cerevisiae

Rad52 jueg

MS en C. alb

entre los m

mparación c

 mutantes r

que sus ho

Capít

 
rimento en CA
concentracion

miento con la 
e figura 43.  

o, 2011) h

cia de Rad5

ntes Carad5

o ocurría e

Estos resul

ción de les

opera en alg

Además, la 

Δ o Carad5

que no ut

gnificativas 

e en tratami

gan un pape

bicans que 

mutantes rad

con la obse

rad51 y rad

omólogos d

tulo III

138 

AF2-1 
nes, de 
droga. 

habían 

59 no 

51-ΔΔ 

en los 

ltados 

siones 

gunos 

cepa 

51-ΔΔ 

ilizan 

entre 

ientos 

l más 

en S. 

d51 y 

rvada 

d52 de 

de C. 

 



  Capítulo III  

139 
 

albicans, aunque las cepas silvestres y los mutantes rad59-ΔΔ fueran igualmente 

resistentes a las concentraciones de CPT utilizadas. Estos resultados confirman las 

observaciones anteriores sobre la hipersensibilidad de los deletantes Scrad52 a CPT 

(Eng et al., 1988; Nitiss y Wang, 1988; Kaufmann, 1998) y extienden estos resultados a 

mutantes rad51. 

Las diferencias en la sensibilidad entre los mutantes de HR de S. cerevisiae y C. 

albicans son sorprendentes, ya que esta droga parece provocar respuestas similares en 

ambas levaduras. Por ejemplo, en ambas levaduras el mutante rad52 es 

significativamente más sensible que sus homólogos rad51 y CPT parece desencadenar 

el checkpoint de G2/M en ausencia de HR. Varias situaciones no excluyentes entre sí 

pueden explicar la mayor resistencia de los mutantes de HR de C. albicans a CPT. La 

más simple es que la supervivencia se ve comprometida por la concentración efectiva 

intracelular de CPT por célula en C. albicans. En este escenario, C. albicans alcanzaría 

niveles intracelulares estables inferiores de CPT que S. cerevisiae debido a la baja tasa 

de influjo (por ejemplo, por saturación de los transportadores) o por poseer más bombas 

de eflujo activas. Se ha sugerido que, en levaduras, la accesibilidad de la diana a la 

droga es determinante para la susceptibilidad a la misma (Nitis et al., 1996). En este 

contexto, es pertinente señalar que CPT se ha utilizado con éxito en combinación con 

anfotericina B, un polieno que actúa principalmente mediante la unión a los esteroles de 

la membrana y, al hacerlo, se forman poros en la membrana de la levadura. Varios 

derivados de CPT mostraron actividades sinérgicas con anfotericina B en la cepa A39 

de C. albicans, lo que proporciona nuevas evidencias de que la entrada en la célula es 

uno de los principales obstáculos para que CPT pueda ejercer su acción (del Poeta et al., 

1999). Para explicar las diferencias en susceptibilidad a CPT entre C. albicans y S. 

cerevisiae, también hemos considerado la posibilidad de una eliminación más eficiente 

de los complejos Top1-DNA en C. albicans. Una búsqueda en WU-BLAST2 utilizando 

la bien conservada tirosil-DNA fosfodiesterasa (Tdp1) de S. cerevisiae como cebo, no 

reveló un ortólogo potencial Tdp1 en C. albicans que en cambio fue mostrado por la 

especie vecina C. parapsilosis. Por lo tanto, es posible que C. albicans utilice de manera 

eficiente los mecanismos alternativos para liberar fragmentos Top1-DNA, incluyendo el 

procesamiento por las endonucleasas Anp1, Mus81/Mms4, Mre11 o Rad1/Rad10 (Liu 

et al., 2002; Pommier, 2004; Deng et al., 2005). La alta resistencia de C. albcians a 

CPT podría ser también debida a un menor nivel de Top1, la existencia de rutas de 

inactivación de CPT, o mecanismos más eficientes de recombinación independientes de 
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Rad51 o Rad52. Dado que, CPT se usa como un agente quimioterapéutico para algunos 

tipos de cáncer, incluyendo carcinomas de ovarios y de colon (Pommier, 2006) su 

efecto sobre el comensal humano y el patógeno oportunista C. albicans merece de 

investigaciones adicionales. 

La muerte de células de C. albicans por CPT requiere no sólo defectos en HR, 

sino también la exposición continua y prolongada a la droga, ya que el 100% de las 

células de Carad52-ΔΔ murieron en experimentos crónicos a concentraciones de 2,5 

µg/ml, mientras que a concentraciones de CPT 15 veces superior no mataron a más del 

66% de la población en tratamientos agudos (dos horas). Incluso en el ensayo drop test 

(García-Prieto, 2011) así como en experimentos crónicos cuantitativos (presente 

trabajo) algunas células de rad52, cuyo crecimiento había sido inicialmente inhibido, 

reanudaron el crecimiento en tiempos posteriores dando lugar a césped o microcolonias 

cuyas células eran viables. Esto sugiere que la concentración intracelular eficaz para 

causar la muerte no se alcanza, bien por el alto número de células o porque CPT es 

parcialmente degradada. Alternativamente, tras la detención en G2/M, algunas células 

podrían adaptarse y dividirse incluso originando células hijas genéticamente alteradas. 

El hecho de que concentraciones subletales de CPT retardaran el crecimiento, pero no 

mataran a las células en ausencia de Rad51 o Rad52 sugiere que rutas de reparación 

independientes de Rad51 y Rad52 pueden reparar lesiones con la condición de que no 

sean muy abundantes y/o no se produzcan DSBs. En este escenario, es probable que 

altas concentraciones de CPT impidan que se complete la replicación y conduzcan a un 

estancamiento persistente de la horquilla, lo que, a su vez, genera DSBs por colapso de 

la horquilla (run-off) y/o procesamiento por endonucleasas (Figura 34). Por el contrario, 

un estrés replicativo leve causado por bajas dosis de CPT podría aumentar los eventos 

de iniciación en orígenes cercanos con sentido opuesto, lo que a su vez, permitiría la 

fusión de las dos horquillas y la terminación de la replicación en ausencia de DSB. 

Puesto que CPT no induce la fosforilación de Rad53 en células silvestres de S. 

cerevisiae (Alcasabas et al., 2001; Tercero y Diffley, 2001), estamos investigando si la 

cepa silvestre y mutantes HR de C. albicans exhiben fosforilación de Rad53 en 

respuesta a CPT. La fosforilación de Rad53 en mutantes defectivos en HR pero no en el 

silvestre explicaría el diferente comportamiento de ambos tipos de células en 

crecimiento y filamentación en presencia de CPT.  
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1. La inactivación del marcador URA3 en la construcción hisG-URA3-hisG, en la cepa 

silvestre, ocurrió con una tasa de 1,572 x 10-5 por división celular. Tuvo lugar 

mayoritariamente por deleción (pérdida del marcador URA3 y una copia de la 

repetición hisG). La recombinación con el homólogo fue minoritaria y no se 

observaron eventos CL y CT. 

2. La tasa de inactivación del marcador URA3 en cada mutante de recombinación 

simple (rad51, rad52 y rad59) fue similar a la de la cepa parental. Sólo se 

incrementó significativamente dicha tasa en los dobles mutantes rad59-∆∆ rad52-

∆∆ y lig4-∆∆ rad52-∆∆, lo que sugiere que Rad59p y Lig4p son deletéreos para la 

generación de supervivientes en ausencia de RAD52. 

3. La ausencia de Rad59p no alteró el porcentaje de los procesos de pérdida del 

marcador (deleción versus recombinación entre homólogos -IH-), mientras que la 

ausencia de Rad51p anuló los eventos IH que fueron canalizados a CL y CT, aunque 

no alteró significativamente la frecuencia de deleciones intracromosómicas. Estos 

resultados sugieren que la deleción en el silvestre ocurrió por SSA y no por 

crossover intracromátida o por recombinación desigual entre cromátidas hermanas. 

CT fue el evento principal que originó segregantes Uri– en ausencia de Rad52p, y se 

observó CL cuando el test cromosoma fue el cromosoma dispensable Chr6b; 

mientras que cuando el test cromosoma fue Chr6a, no se observó CL y CT aumentó 

significativamente.  

4. Nuestros ensayos no seleccionaron segregantes 5FOAR que llevan un C6F 

centromérico con un URA3 funcional. Dado que el Chr6 tiene un tamaño de 1,032 

Mb y que la distancia entre RAD52 y el telómero izquierdo es de ≈ 95 Kb, el tamaño 

máximo esperado para un C6F fue por lo general inferior al Chr7 (935 Kb). 

5. Hemos analizado la sensibilidad de C. albicans y sus mutantes HR a 

concentraciones de MMS que no producen fragmentación cromosómica en las 

células de C. albicans in vivo a juzgar por el análisis de los cariotipos PFGE, 

siempre y cuando las incubaciones de los plugs se realizaran a 30ºC. 

6. El mutante Carad52-ΔΔ fue mucho más sensible a MMS que los mutantes Carad51-

ΔΔ o Carad51-ΔΔ rad59-ΔΔ, sugiriendo que las vías dependientes de Rad52 que 

usan otros factores distintos de Rad51 o Rad59 son operativas en C. albicans. Sin 

embargo, para luz UV, las sensibilidades de mutantes Carad51-ΔΔ y Carad52-ΔΔ 

eran indistinguibles lo que sugiere que la mayoría de la reparación dependiente de 

HR de lesiones UV en C. albicans utiliza mecanismos de invasión de banda. 
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7. Tanto en tratamientos agudos como crónicos de MMS, las vías de HR dependientes 

de Rad52 y, en mayor medida, de Rad51 parecen jugar un papel ligeramente más 

importante en la recuperación de lesiones por MMS en C. albicans en comparación 

con S. cerevisiae, independientemente de la presencia o ausencia de Rad59. 

8. En células en crecimiento activo de C. albicans, la reparación de HDB causados por 

MMS fue relativamente rápida (1-2 h) y fuertemente dependiente de HR. No sólo 

Rad59 aceleró la restitución de la escalera cromosómica, sino que tanto Rad51 

como, en mayor medida, Rad52 eran necesarios tanto para la supervivencia de un 

tratamiento agudo de MMS (0,05% MMS, 30 min en PBS), como para la reparación 

de HDBs durante la recuperación en ausencia de MMS. La reparación de lesiones 

provocadas por MMS en células en crecimiento requiere de la existencia de un 

metabolismo activo, ya que las células silvestres mantenidas en PBS no restauraron 

los HDBs, mientras que las incubadas en YEPD sí lo hicieron.  

9. La supervivencia  a MMS de células paradas en G2/M de C. albicans fue similar a 

la mostrada por células proliferativas de la misma cepa, si bien la reparación de 

HDBs tras la eliminación de MMS se produjo más lentamente y fue independiente 

de la presencia o ausencia de Rad59. En esta reparación, Rad51 fue prescindible, 

sino inhibitorio, mientras que Rad52 resultó esencial, lo que sugiere que la 

reparación involucra la actividad de apareamiento de Rad52 en lugar de invasión de 

banda dependiente de Rad51. 

10. Los mutantes rad51 y rad52 de S. cerevisiae fueron significativamente más 

sensibles que sus homólogos de C. albicans a las concentraciones de CPT utilizadas, 

aunque las cepas silvestres y los mutantes rad59-ΔΔ fueran igualmente resistentes. 

11. La muerte por CPT en C. albicans requiere no sólo defectos en HR, sino también la 

exposición continua y prolongada a la droga, ya que en experimentos crónicos (y en 

ausencia de Rad52p), el 100% de las células murieron a concentraciones de 2,5 

µg/ml, mientras que en tratamientos agudos (a concentraciones de CPT 15 veces 

superior) no mataron a más del 66% de la población. Esto sugiere que la 

concentración intracelular eficaz para causar la muerte no se alcanza, bien por el alto 

número de células o porque CPT es degradada parcialmente. El hecho de que 

concentraciones subletales no mataran a las células en ausencia de Rad51 o Rad52 

sugiere que rutas de reparación independientes de Rad51 y Rad52 pueden reparar 

lesiones con la condición de que no sean muy abundantes y/o no se produzcan 

DSBs. En este escenario, sugerimos que altas concentraciones de CPT impiden que 
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se complete la replicación manteniendo un estancamiento persistente de la horquilla, 

mientras que bajas dosis de CPT podrían aumentar los eventos de iniciación en 

orígenes cercanos con sentido opuesto, permitiendo la fusión de las dos horquillas y 

la terminación de la replicación. 
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Summary

RAD52 is required for almost all recombination
events in Saccharomyces cerevisiae. We took advan-
tage of the heterozygosity of HIS4 in the Candida
albicans SC5314 lineage to study the role of Rad52
in the genomic stability of this important fungal
pathogen. The rate of loss of heterozygosity (LOH) at
HIS4 in rad52-DD strains was ~10-3, at least 100-fold
higher than in Rad52+ strains. LOH of whole chromo-
some 4 or truncation of the homologue that carries
the functional HIS4 allele was detected in all 80
rad52-DD His auxotrophs (GLH – GL lab His-) obtained
from six independent experiments. Isolates that had
undergone whole chromosome LOH, presumably due
to loss of chromosome, carried two copies of the
remaining homologue. Isolates with truncations
carried centric fragments of broken chromosomes
healed by de novo telomere addition. GLH strains
exhibited variable degrees of LOH across the
genome, including two strains that became homozy-
gous for all the heterozygous markers tested. In addi-
tion, GLH strains exhibited increased chromosomal
instability (CIN), which was abolished by reintroduc-
tion of RAD52. CIN of GLH isolates is reminiscent of
genomic alterations leading to cancer in human cells,
and support the mutator hypothesis in which a
mutator mutation or CIN phenotype facilitate more
mutations/aneuploidies.

Introduction

The opportunistic fungal pathogen Candida albicans is a
diploid organism (Olaiya and Sogin, 1979) that, according
to population studies, reproduces mainly by clonal propa-
gation while exhibiting some recombination (Pujol et al.,
1993; Gräser et al., 1996; Odds et al., 2007). Nonethe-
less, phenotypic and genotypic variability can be exten-
sive following growth in vitro or in vivo clonal propagation
(Sudbery et al., 2004; Magee, 2007). Phenotypic variabil-
ity may be derived from (i) changes to the proteome due
to flexibility of the genetic code (Gomes et al., 2007), (ii)
reversible changes in gene expression, such as the
dimorphic transition (Brown, 2002), (iii) epigenetic heri-
table changes in gene expression, such as white/opaque
switching (Huang et al., 2006; Srikantha et al., 2006;
Zordan et al., 2006), or (iv) genetic alterations ranging
from point mutations to extensive genome rearrange-
ments that result in new combinations of alleles (Rustch-
enko and Sherman, 2003; Forche et al., 2008).

Organisms with complete sexual cycles generate diver-
sity during meiosis. In C. albicans, mating and karyogamy
between cells of opposite mating type have been accom-
plished in the laboratory (Hull et al., 2000; Magee and
Magee, 2000), yet there is no evidence for a complete
sexual cycle or for meiotic recombination. Rather, it
appears that a parasexual process involving concerted
chromosome loss (CL) results in the reduction of ploidy
seen after diploids mate to form a tetraploid (Bennett and
Johnson, 2003). Recent results indicate that this para-
sexual cycle is a source of genetic variability since it
generates new combinations of the chromosomes
present in the mating partners and yields a subset of
progeny that underwent extensive genetic recombination
between homologous chromosomes (Forche et al.,
2008). However, since recombination between homo-
logues also occurs during the mitotic cycle (Lephart and
Magee, 2006), the extent to which the parasexual cycle
contributes to the variability detected in population studies
is not known.

An important source of genetic variability in C. albicans
derives from the high levels of heterozygous alleles
(Whelan et al., 1980; Whelan and Soll, 1982; Jones et al.,
2004) and the ability of the organism to undergo mitotic
recombination events that result in loss of heterozygosity
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(LOH). LOH is crucial for a number of processes that
dramatically influence the biology, virulence and antifun-
gal susceptibility of C. albicans (Larriba and Calderone,
2008). For instance, homozygosis of the MTL locus yields
cells that can mate (Hull et al., 2000; Magee and Magee,
2000) and LOH of specific TAC1 and ERG11 alleles
underlies resistance to azoles in clinical isolates (White,
1997; Coste et al., 2004; 2007). Following colonization of
different individuals by the same strain, LOH events lead
to microevolution (Lockhart et al., 1995; Forche et al.,
2005). Similarly, isolates from a single patient are highly
related, yet frequently show small changes (microvaria-
tions) due to LOH events (Bougnoux et al., 2006; Odds
et al., 2006). Thus, local LOH events largely contribute to
the expansion of diploid sequence types and, accordingly,
to the variability/diversity of C. albicans (Odds et al., 2007;
Odds, 2010).

Processes leading to LOH are under the control of the
DNA integrity network that includes the mitotic recombi-
nation systems (Paques and Haber, 1999). In wild-type
diploid Saccharomyces cerevisiae cells that are hemizy-
gous or heterozygous for a URA3 marker, spontaneous
LOH can occur by allelic recombination (crossing over,
break-induced replication and local gene conversion), CL,
or by chromosome aberrations caused by ectopic recom-
bination between homologous sequences (Hiraoka et al.,
2000; Tourrette et al., 2007). LOH is significantly
increased in S. cerevisiaemutants defective in homolo-
gous recombination (HR), including rad50, rad51 and
rad52 mutants, mainly because the frequency of CL and
intragenic point mutation is increased, suggesting that, in
the absence of HR, other mutagenic pathways generate
genetic variability. An analysis of chromosomal alterations
in HR mutants has provided clues about the molecular
mechanisms leading to LOH in S. cerevisiae (Yoshida
et al., 2003).

In C. albicans, LOH at several loci may occur during
propagation in vitro and during interaction with the host,
but LOH accompanied by changes in karyotypes was only
observed under the in vivo condition (Forche et al., 2004;
2009a). Furthermore, adaptation of C. albicans to differ-
ent stresses, including those caused by 5-fluorotic acid
(5-FOA) or the antifungal compound fluconazole, is
accompanied by specific gross chromosomal rearrange-
ments (GCRs) as well as by additional uncharacterized
aneuploidies that likely increase fitness in the presence of
the drug (Selmecki et al., 2006; Rustchenko, 2007; Bou-
chonville et al., 2009; reviewed by Selmecki et al., 2010).
These observations suggest that adaptive mutations that
allow survival under stress conditions often arise due to
chromosome instability.

To know how LOH and GCR occur or are regulated in
C. albicans, we analysed C. albicans Rad52, a member of
the DNA integrity network that is crucial for DNA repair,

gene replacement and virulence in a murine model of
haematogenously disseminated candidiasis (Ciudad
et al., 2004; Chauhan et al., 2005; García-Prieto et al.,
2010). Here, we analysed the appearance of spontane-
ous His auxotrophs in rad52null homozygous (Carad52-
DD) mutants. We found that Carad52-DD mutants
exhibited an increased rate of LOH and a high frequency
of genetic variability in the form of chromosome instability
(CIN). CIN occurred by whole chromosome homozygosis,
or by chromosome truncation (CT) and de novo telomere
addition, but, unlike the case of S. cerevisiae rad52
mutants, Carad52-DD strains did not undergo frequent
translocations. These observations highlight the critical
role of Rad52 recombination in protecting the genome
from processes that generate extreme and anomalous
genetic instability.

Results

Spontaneous generation of His auxotrophs by parental
strains CAF2 and CAI-4 and rad52 null homozygous
derivatives

Previously, we showed that C. albicans SC5314 and its
derivative CAI-4 are heterozygous for the HIS4 locus due
to the presence of a SNP (G929T), such that one of the
alleles (T) is inactive. Furthermore, all the UV-induced His
auxotrophs derived from CAI-4 were complemented with
a wild-type copy of HIS4, indicating that the heterozygous
HIS4 locus is responsible for histidine (His) auxotrophy in
this C. albicansstrain (Gómez-Raja et al., 2008). Accord-
ingly, the frequency of LOH at the HIS4 locus can be
measured by the appearance of His auxotrophs in the
strain. When incubated in YPD broth, rad52-DD strains
TCR2.1 (Uri+) and TCR2.1.1 (Uri-) (Table 1) produced
spontaneous His auxotrophs (e.g. 6 out of 1100 colonies
in one experiment), detected by replica-plating from com-
plete medium to medium lacking histidine. Similar results
were obtained with a second independent rad52-DD Uri-

strain (TCR2.2.1, Table 1) (not shown). In contrast, no His
auxotrophs were detected in parallel cultures of the
parental RAD52/RAD52 strains (CAF2 or CAI-4). LOH
rates were determined by fluctuation analysis (Table 2,
Lea and Coulson, 1949; Reenan and Kolodner, 1992;
Spell and Jinks-Robertson, 2004). For the parental
Rad52+ strains, His auxotrophs were not observed among
nearly 25 000 colonies of CAF2 (eight sets of ~3000 cells
each, each set derived from a different colony), nor were
they detected in ~100 000 colonies of CAI-4, indicating a
frequency of spontaneous LOH at the HIS4 locus of less
than 1 ¥ 10-5 events per viable cell. Similarly, no His aux-
otrophs were detected among ~25 000 colonies of a
RAD52 reintegrant (ABY0) (Table 1). In contrast, in the
rad52-DD strain TCR2.1.1 we obtained an average of one

Rad52 functions in Candida albicans 1463

© 2011 Blackwell Publishing Ltd, Molecular Microbiology, 79, 1462–1482



His auxotroph (GLH strains – GL lab Histidine auxotro-
phs) from each set of 500–1000 cells plated, although the
frequency varied widely between the experiments and/or
individual colonies (Table 2, Expts. 1 and 2; for details,

see Table S1). These results suggest that the frequency
at which C. albicans cells undergo LOH, detected here as
His auxotrophy, increased significantly in the absence of
RAD52.

Table 1. Strains used in this study.

Strain Genotype Parental Phenotype Reference

SC5314 Wild type Wild type Gillum et al. (1984)

CAF2 ura3::imm434/URA3 SC5314 Wild type Fonzi and Irwin (1993)

CAI-4 ura3::imm434/ura3::imm434 CAF2 Uri- Fonzi and Irwin (1993)

TCR2.1 ura3::imm434/ura3::imm434
rad52::hisG/rad52::hisG-URA3-hisG

CAI-4 Rad52- Uri+ Ciudad et al. (2004)

TCR2.1.1 ura3::imm434/ura3::imm434
rad52::hisG/rad52::hisG

TCR2.1 Rad52- Uri- Ciudad et al. (2004)

TCR2.2.1 ura3::imm434/ura3::imm434
rad52::hisG/rad52::hisG

TCR2.2 Rad52- Uri- Ciudad et al. (2004)

ABY0 ura3::imm434/ura3::imm434
rad52::hisG/RAD52::URA3-hisG

TCR2.1.1 Rad52+ Uri+ This work

ABY1 to ABY7 ura3::imm434/ura3::imm434
rad52::hisG/RAD52::URA3-hisG

GLH1-1 to GLH1-7 Rad52+ Uri+ His- This work

Table 2. Summary of fluctuation experiments measuring rates of loss of heterozygosity (LOH) at HIS4.

Expt.
Age of
colony (h) Size/morphology NCS Selected His auxotrophs from each experimenta

Total
His-/total cells

Rate (events
per cell per
generation)

1 Nd Not selected/filamentous 8 (GLH1-1, GLH1-2, GLH1-3, GLH1-4, GLH1,5,
GLH1-6, GLH1-7)b

8/6971 1.59 ¥ 10-3

2 Nd Not selected/filamentous 12 GLH2-1, (GLH2-2, GLH2-4) (GLH2-3, GLH2-5) 16/8155 2.04 ¥ 10-3

3 48 Large/filamentous 19 GLH3-1, GLH3-2, GLH3-3, GLH3-4, (GLH3-5,
GLH3-6), GLH3-7, GLH3-8, GLH3-9

10/31 326 2.85 ¥ 10-4

4 72 Large 13 None 6/20 839 7.31 ¥ 10-4

144 Small 13 None 49/10 942 5.95 ¥ 10-3

5 72 Large/smooth 6 None 3/6099 Nd
144 Small/smooth 8 (GLH4-1, GLH4-2, GLH4-3, GLH4-4, GLH4-5),

(GLH4-6, GLH4-7, GLH4-8, GLH4-9,
GLH4-10), (GLH4-11, GLH4-12, GLH4-13,
GLH4-14), GLH4-15

45/5871 5.44 ¥ 10-3

144 Small/filamentous 4 (GLH5-1, GLH5-2, GLH5-3, GLH5-4, GLH5-5,
GLH5-6, GLH5-7, GLH5-8, GLH5-9, GLH5-10,
GLH5-11), (GLH5-12, GLH5-13), GLH5-14

91/2415 Nd

6 48 Large/filamentous 4 GLH6-1, GLH6-2 2/2360 Nd
96 Not selected/filamentous 4 (GLH6-3, GLH6-4, GLH6-5, GLH6-6, GLH6-7,

GLH6-8, GLH6-9, GLH6-10, GLH6-11),
(GLH6-12, GLH6-13, GLH6-14, GLH6-15,
GLH6-16), GLH6-17, (GLH6-18, GLH6-19,
GLH6-20, GLH6-21, GLH6-22 and GLH6-23)

21/3319 Nd

144 Not selected/filamentous 4 (GLH6-24, GLH6-25, GLH6-26, GLH6-27,
GLH6-28, GLH6-29 and GLH6-30)

18/1112 Nd

7 144 Large/filamentous 4 None 3/1884 Nd

a. Only rad52-DD HIS4 auxotrophs (GLH strains) selected for further studies are indicated. Strains indicated within parentheses derive from the
same colony. Results corresponding to each colony are shown in Fig. S1. Nd, not determined.
b. Small colony.
Colonies of strain TCR2.1.1 were obtained by first streaking a -80°C stock culture onto YPD plates. Large and small colonies were initially selected
when they were 48 h old. They were subsequently analysed for histidine auxotrophy when they reached approximately 1.5 mm diameter (about
72 h and 144 h of growth on YPD plates for large and small colonies respectively) regardless of whether they were initially large or small except
in Expt. 6 and Expt. 7. In Expt. 6, colonies were not selected by size and, at the time of analysis, colonies 96 h and 144 h old had variable sizes
and in Expt. 7, 144-h-old colonies were larger than 1.5 mm. NCS: number of rad52-DD colonies screened in each experiment for the presence of
His auxotrophs. Rates were only calculated when the number of colonies screened was � 8.
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To better understand the variability in the yield of His
auxotrophs, we analysed the effect of the size, morphol-
ogy and colony age on LOH frequencies. When samples
from frozen cultures of a rad52-DD Uri- strain (TCR2.1.1)
were inoculated on YPD plates, they formed colonies of
variable size (Fig. S1A). Large colonies yielded a lower
rate of His auxotrophs (Table 2, Expt. 3), which was con-
firmed by a new fluctuation test: large colonies yielded
25-fold fewer His auxotrophs (0.03%) than small colonies
(0.45%) (Expt. 4) (P = 0.012), which translated to a
10-fold lower LOH rate. Furthermore, within each group,
the range of fluctuation in the rate of appearance of his-
tidin auxotrophs was lower than for colonies that were not
size-selected (Table 2, Expts. 3 and 4 respectively; for
details, see Table S1).

Regardless of size, rad52-DD colonies also exhibited
varying degrees of filamentation, from those that were
smooth with no apparent filaments to the most abundant
group: wrinkled colonies with filaments protruding into the
medium (Fig. S1A) (Andaluz et al., 2006). It is important to
note that the distinction between smooth and filamentous
colonies is simply operative, defining the appearance of
the colony at the time of the selection. Not only do some
apparently smooth colonies go on to produce filaments
with increasing age, but, upon passage on YPD plates,
most colonies become filamentous colonies regardless of
the morphology assigned to the parent colony (Fig. S1A
and B). Nonetheless, selected small smooth colonies as
well as small filamentous colonies produced His auxotro-
phs at a rate similar to that calculated for the whole set of
small colonies (Table 2, Expt. 5; Table S1). Six large
smooth colonies as well as large filamentous yielded
fewer His auxotrophs than smaller colonies. Thus, colony
size appears to be more critical than colony morphology.
Nonetheless, the frequency of appearance of His auxotro-
phs ranged widely in the small filamentous colonies; for
one colony, 10% of the cells were His-, whereas 0–1% of
cells from three other colonies were auxotrophs.

Overall, the number of His auxotrophs from unselected
colonies of different ages did not show a consistent
increase in LOH frequencies (Table 2, Expt. 6; Table S1),
suggesting that colony age is not a major factor influenc-
ing the LOH frequency. In support of this, 144-h-old large
colonies produced His auxotrophs at a similar frequency
to younger large colonies sampled at 48 h and 72 h
(Table 2, compare Expt. 7 with Expts. 3 and 4).

Methylene blue staining indicated that both large and
small colonies had a similar, small proportion of dead cells
(not shown), suggesting that the increased LOH rate
observed for small colonies is associated with slow
growth rather than with a higher cell mortality rate. Impor-
tantly, neither colony size nor colony morphology (filamen-
tous growth) was a heritable phenotype, since upon
transfer to new plates all colonies gave rise to both small

and large colonies, regardless of their size and degree of
filamentation on the initial plate. Thus, small colonies
produce His auxotrophs at a higher rate than large colo-
nies, and there exists a substantial level of colony pheno-
typic variation which likely derives from the genetic
instability associated with GLH strains.

His auxotrophs lose the functional allele of HIS4

To characterize the genetic alterations associated with the
His- phenotype, we analysed 80 rad52-DD His- strains
from six independent sets of isolates (GLH1 to GLH6;
Table 2). Like the parental rad52-DD strain (TCR2.1.1)
(Ciudad et al., 2004), each GLH strain grew slower than
wild-type strains. Colony morphology varied among the
strains, but smooth, filamentous and sectored colonies
were observed in all six sets (not shown).

To ask if loss/inactivation of the functional HIS4 allele
accounted for the His auxotrophy in selected GLH isolates,
we attempted to transform these strains with plasmid
pRMH1 which carries the HIS4 gene from strain 1001 of C.
albicans and complements a his4 null homozygote in a
wild-type background (Gómez-Raja et al., 2008). The
results of these studies were inconclusive for two reasons.
First, rad52 null homozygous strains of C. albicans are
refractory to transformation with standard C. albicans plas-
mids (our unpublished results). Second, the His auxotro-
phs frequently reverted to His+ (not shown), which
complicated the analyses. Thus, instead, we focused on
the structure of the his4 alleles in the His auxotrophs to ask
if the LOH events were due to alterations at this locus.

We next used an allele-specific PCR that discriminates
between the two HIS4 alleles in strain CAI-4 (Gómez-Raja
et al., 2008). In CAI-4 and in the parental rad52-DD strains
(TCR2.1.1 and TCR2.2.1), both alleles were maintained.
Importantly, in each of the 21 GLH isolates selected from
Expts. 1 to 3, only the non-functional his4 allele was
retained (data not shown), implying that the His- pheno-
type was due to loss of the functional HIS4 allele rather
than to point mutations within the functional allele. This
could have occurred by (i) loss of the Chr4 homologue
carrying the active HIS4 allele, (ii) a large deletion remov-
ing HIS4 and surrounding regions, or (iii) a HR event
including cross-over on Chr4L, local gene conversion
using the his4 allele as the template, or break-induced
replication (BIR) on Chr4L.

Most rad52-DD His auxotrophs exhibit altered
karyotypes

Next, we analysed the 80 GLH isolates for chromosomal
rearrangements by separating whole chromosomes on
PFGE karyotype gels stained with ethidium bromide. Com-
pared with the parental strain TCR2.1.1, GLH1 isolates
showed dramatic reductions in chromosome (Chr) R mobil-
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ity (Fig. 1A, panel S, upper arrow). Furthermore, they carry
only the smaller homologue of Chr7, detected by electro-
phoretic conditions that distinguish homologues of the
smaller chromosomes (Fig. 1A, panel L). In contrast, in the
GLH2 and GLH3 isolates, ChrR mobility was normal and
both homologues of Chr6 and Chr7 were retained. Such
differences in chromosome mobility are often due to
changes in the size of repetitive DNA (e.g. rDNA on ChrR
and MRS repeats on Chr7, as reviewed in Rustchenko and
Sherman, 2003; Chibana and Magee, 2009).

GLH isolates exhibited additional types of chromosomal
alterations. Isolate GLH1-2 had dramatically reduced
sizes of both Chr1 homologues. Isolate GLH1-7 carried
only the smaller homologue of Chr6 (Fig. 1A, panel L,

arrowhead, far right). Extrachromosomal bands smaller
than Chr7 (supernumerary chromosomes, SNCs) (Chu
et al., 1993) were also evident in isolate GLH1-1 (Fig. 1A,
panel L, arrowhead, far left) as well as in isolate GLH1-5
(Fig. 1A, panel S, arrow) and GLH2 and GLH3 strains
(Fig. 1B and C, arrows). SNCs were also evident in GLH4,
GLH5 and GLH6 strains (Figs S2, S3 and S4, respec-
tively, arrowheads).

Since HIS4 maps near the telomere of Chr4L, we first
asked if any of the SNCs or chromosomes with altered
mobility included DNA from Chr4. Southern blots of karyo-
type gels were probed with markers for each of the Chr4
arms (Fig. 1A). Probes for HIS4 and HIS5, which are ~23
and ~113 kb proximal to the left telomere, respectively,
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Fig. 1. A, B, C. Karyotype analysis by PFGE of GLH isolates from the first (A), second (B) and third (C) sets. Line drawing of Chrs1, 4 and 5
illustrated under (A) indicates the relative positions of probes used in Southern blots. Centromeres are indicated by dark circles. Within each
set, membranes were stripped before being hybridized to the next probe. Southern blots labelled with more than one probe gave identical
patterns when probed separately with each of the indicated probes. For the first set (A), Standard (separation of all the chromosomes; panel
S) and Long run (separation of both homologues of the smaller chromosomes Chr6 and Chr7; panel L) electrophoresis are shown. Arrows
indicate extra-bands not seen in the standard karyotype. Lane numbers refer to the GLH strains. For further explanation and details, see text.
TCR2.1, rad52-DD Uri+; TCR2.1.1, rad52-DD Uri-.
A′, B′, C′. Analysis of Chr4 polymorphic markers in GLH1 (A′), GLH2 (B′) and GLH3 (C′) isolates respectively (see Experimental procedures).
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labelled only Chr4 in all the GLH1 isolates. Interestingly,
probes for MNN42on Chr4R, or PHR1 which is near the
centromere (CEN) on Chr4L hybridized to the intact Chr4
band and also hybridized to smaller SNCs in four strains
(GLH1-1, GLH1-3, GLH1-4 and GLH1-5) (Fig. 1A).
Together, these data suggest that one homologue of
Chr4, including CEN4 and Chr4R, is missing the distal

portion of Chr4L that encodes HIS4. Based on the
assumption that these SNCs arose only from Chr4 DNA,
we suggest that 693, 322, 590 and 1000 kb of Chr4L were
lost from strains GLH1-1, GLH1-3, GLH1-4 and GLH1-5
respectively (summarized in Table 3).

A similar analysis of the karyotypes of the other GLH
isolates using the same or additional probes (CZF1)

Table 3. Summary of Chr4 and Chr5 alterations in the GLH strains as deduced from Southern blot, CGH and polymorphism analyses.

Siblings are grouped by brackets. Chr5 was characterized for both MTL and the SNP116 marker. For details see text. Symbols: CL (chromosome
loss) means homozygosity of all markers analysed. For Chr4a and Chr4b, superscripts indicate the size of the truncation in kb. For Chr4a, numbers
indicate the copy number according to CGH (GLH1 and GLH3 isolates, except for GLH1-1, whose alterations were deduced from karyotype
analysis) (Table 4) or to the intensity ratio yielded by the polymorphic markers (GLH2 isolates, *). Strain GLH3-6 likely carries a very small terminal
deletion of Chr4a, restricted to little more than the HIS4 locus or a loss-of-function mutation in HIS4. For SNP116, Hm, homozygote (the allele found
is indicated); Ht, heterozygote.
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indicated that 80% (4 of 5) of the GLH2 isolates (GLH2-1,
GLH2-2, GLH2-4 and GLH2-5) (Fig. 1B) and 55% (5 of 9)
of the GLH3 isolates (GLH3-1, GLH3-2, GLH3-7, GLH3-8
and GLH3-9) (Fig. 1C), as well as 14% (2 of 14) of the
GLH5 isolates (Fig. S3) and 53% (16 of 30) of the GLH6
strains carried SNCs that hybridize to genes from Chr4
(Fig. S4). In contrast, no SNCs were detected with Chr4
probes in the GLH4 isolates (Fig. S2). A summary of trun-
cations affecting Chr4, with the deletion size indicated, is
provided in Table 3.

To ask if alterations also occurred on other chromo-
somes, we probed Southern blots of karyotype gels with
probes of Chr5. Three probes from Chr5R (GCD11,
CDC1and SNP118) detected a SNC smaller than Chr7 in
strain GLH1-2, in addition to the expected detection of
Chr5-sized bands. However, Chr5L probes (SNP110 and
RPL1, the ORF closest to the telomere) detected only
intact Chr5 bands. Therefore, the SNC was most likely
generated by deletion of ~250 kb from Chr5L.

Other chromosome rearrangements were also detected
in GLH1 isolates, including a ~1 Mb deletion of Chr1 in
strain GLH1-2, that did not delete ACT1 which maps near
the Chr1R telomere (Fig. 1A). In contrast, probes from
Chr6L (orf19.5525 and COX12) and Chr7R (ARG4)
detected only Chr6 and Chr7 bands, respectively, sug-
gesting that these chromosomes had not undergone rear-
rangements (data not shown).

To better characterize deletions of Chr4, we used the
HIS4 gene itself (24 kb from the telomere) and VMA6 (the
ORF closest to the telomere) (Fig. 1A) to probe karyo-
types of all GLH1 isolates. For all strains, these two Chr4L
probes labelled only intact Chr4, and none of its shorter
derivatives (Fig. 1A and data not shown), implying that the
shorter Chr4 SNCs arose via a chromosome break
telomere-proximal to PHR1. We assume that the chromo-
some break was followed by addition of a telomere
sequence to the centric fragment to form a stable trun-
cated chromosome (e.g. Selmecki et al., 2005). Similarly,
we assume that the Chr5b SNC in GLH1-2 arose via CT
and telomere addition. Taken together, these results indi-
cate that, in addition to causing an increase in the LOH
rate, the absence of Rad52 results in a high occurrence of
CT that forms SNCs.

Comparative genomic hybridization (CGH) identifies
segmental aneuploidies and reveals chromosome
break points

While PFGE analysis of SNC size provides a good esti-
mate of the presumed truncation and Southern analysis
points to the likely chromosome fragments involved, com-
parative genomic hybridization (CGH) analysis (Fig. 2)
provides a more comprehensive view of changes in
genome copy number (reviewed by Selmecki et al.,

2010). Importantly, aneuploidy is widespread in the GLH
isolates as revealed by CGH performed with microarrays
carrying two copies of each C. albicans ORF (Selmecki
et al., 2005). For example, among the GLH1 and GLH3
isolates, 71% (5 of 7) and 55% (5 of 9), respectively, had
segmental aneuploidy for one or more chromosomes
(Table 4), implying that chromosome breaks had
occurred. Strains with truncated Chr4 SNCs were usually
trisomic for the DNA on the SNC and disomic for the
region missing from the SNC (Fig. 2B), with the exception
of strain GLH3-9, which was disomic for the retained
region and monosomic for the region that had been
truncated.

For some GLH1 isolates (e.g. GLH1-3 and GLH1-5),
the trisomic regions corresponded well with the sizes of
the SNCs. In other isolates, the correspondence with the
SNC size predicted by Southern analysis (Fig. S5) was
less clear (Table 4 and Fig. S5). For instance, for GLH1-2,
PFGE analysis suggested altered sizes for Chrs1, R and
a SNC including Chr5R DNA (Fig. 1A), while CGH
revealed trisomies in selected regions of Chr1, R and 6
(Table 4, Fig. S5). This highlights the different aspects of
genome rearrangements detected with the two tech-
niques: PFGE detects changes in chromosome size and
geometry, but requires Southern analysis with a large
number of probes to determine exactly which portions of
each chromosome are included in specific bands; CGH
identifies those genome regions that are present in
altered copy number, but does not reveal their geometry
(Selmecki et al., 2010). In this case, several chromosome
fragments may have broken and now run with a mobility
similar to that of other chromosomes, which makes their
detection more difficult (e.g. a fragment of Chr1, detected
with the ACT1 probe, has a mobility like that of ChrR, and
Chr6 appears to contain extra DNA, Fig. 1A), or are too
small and may have been lost from the gel (e.g. the
~300 kb trisomic region of ChrR). Notably, all the trisomic
fragments detected by CGH carry a CEN region which
allows them to be stably maintained. However, because
the PFGE and CGH analyses required transfer of the
strains between two laboratories, we cannot rule out (and
indeed it is entirely possible as described below) that
some GLH1 isolates underwent additional chromosome
alterations between the two analyses. Analysis of chro-
mosomal instability helped to explain the conflicting
results between PFGE and CGH in some isolates (see
below). Simple rearrangements in GLH3 strains resulted
in clear correlations between the karyotype gel analysis
and the CGH results; alternatively, the GLH3 strains were
simply more stable than those from the first set.

Notably, CGH analysis pointed to specific break points
of the truncated chromosomes, which were confirmed for
strains GLH1-3 and GLH1-5 by Southern blot hybridiza-
tion using probes predicted to be within and outside the
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truncation (summarized in Table 4). To further evaluate if
the SNCs had been generated by CT and telomere addi-
tion, we performed PCR using a primer complementary to
sequences telomere-proximal to the last probe that
hybridized to the truncated chromosome, and a primer
from the telomere. In both isolates, GLH1-3 and GLH1-5,
we isolated PCR fragments and sequenced them, con-
firming that telomere addition to truncated chromosome
ends was a common mechanism to rescue broken chro-
mosome ends. For strain GLH1-3, the junction sequence
was (TTC/TTT), where TTCTT is common to both the
promoter of the orf19.4629 and the telomere. In contrast,
in GLH1-5 we found no more than a single bp of homology
to the template sequence single T (italicized in Fig. 2C, b)
or a sequence with only five nucleotides of homology
(Fig. 2C, a and b) within six nucleotides of the telomere
template. Resequencing of the template region of the
gene that encodes the telomerase RNA component
(McEachern and Hicks, 1993; Hsu et al., 2007) did not
detect any ambiguity in the sequence in these strains.

Given that the rad52-DD strains are defective in HR (an
alternative mechanism of telomere addition in wild-type
cells; Le et al., 1999), we propose that telomerase elon-
gated the broken chromosome despite minimal homology
to the template sequence.

His auxotrophy in rad52-DD cells occurred through loss
or truncation of Chr4

Although PFGE karyotype and CGH analyses indicate
that several His- strains carry a truncated Chr4, we could
not determine whether the deletion was preceded by CL.
To address this issue, we took advantage of the poly-
morphism of three genes on Chr4, CZF1(Chr4R) and
PHR1and RBT7 (Chr4L) (Yesland and Fonzi, 2000; Chen
et al., 2004) (Fig. 1). For a given chromosome, homozy-
gosis of markers located on both sides of the centromere
supports the idea of whole chromosome homozygosis,
and is usually taken as an evidence of CL. Even though
the definitive proof of CL requires the analysis of addi-
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Fig. 2. A and B. CGH for Chr4 of the indicated His- strains. GLH from set 1 (A) and set 3 (B). The last genes present in the aneuploid (extra
copies) region at the position of the vertical bar are indicated.
C. Alignment of the telomere repeat (top line) and the de novo added telomere (bottom line) found in strains GLH1-3 (a) and GLH1-5 (b).
Unambiguous chromosomal sequences are underlined. The junction sequence (italics) carries bases that could be derived from the
chromosome or the telomere (Putnam et al., 2004). In isolate GLH1-3 the sequence yields two bases (C/T) at the middle of the junction
sequence TTC/TTT. Note also the presence of two bases, one identical to its counterpart in the canonical telomere sequence and the other
different (in bold) at four specific positions of the sequenced de novo added telomere of strain GLH1-3 (see text). Telomere repeats are
separated by colons. In strain GLH1-5, either there was a mutation in the first base after the putative junction sequence (underlined) or the
junction sequence is reduced to the next T (italicized).

Rad52 functions in Candida albicans 1469

© 2011 Blackwell Publishing Ltd, Molecular Microbiology, 79, 1462–1482



tional markers, this reasoning is especially appropriate for
strains lacking Rad52, in which allelic conversion events
are unlikely. A RFLP (restriction fragment length polymor-
phism) analysis (Fig. 1A′) indicated that the parental
strain TCR2.1.1 was heterozygous at all three loci,
whereas all three markers had become homozygous in
six of the seven GLH1 strains. In all cases, the same allele
was identified. Further analysis of two SNPs of Chr4 (see
below) indicated that this allele corresponds to ‘homo-
logue a’ (Legrand et al., 2008), which therefore is the one
that carries the non-functional copy of HIS4. In 3 strains
(GLH1-1, GLH1-4 and GLH1-5) the Chr4b homologue
was lost and three copies of Chr4a were present: two
were full length and the other was truncated. In strain
GLH1-3 two intact copies of Chr4a (based on CGH
results) and one truncated copy of Chr4b was retained, as
determined from the heterozygosity of all three RFLP
markers (Fig. 1A′) and homozygosity of two SNP markers
(SNP83, SNP84) located within 300 kb of the left telomere
(Fig. 1A, summarized in Table 3 and Fig. 3B). Therefore,
for six out of seven (86%) isolates, His auxotrophy was
due to loss of both arms of Chr4b; and in three of these six
Chr4a was truncated as well. The isolate that remained
heterozygous, GLH1-3, became His- by truncation of the
Chr4b homologue, resulting in loss of the functional HIS4
allele.

These same types of genetic events, loss of the Chr4b
homologue or truncation of Chr4L, were responsible for
His auxotrophy in GLH2 through GLH6 isolates as well.
Interestingly, GLH4 and GLH5 isolates, which, like GLH1,
were derived from small colonies (Table 2), gave rise to

isolates that exhibited high levels of Chr4b loss (100%,
15 of 15, and 86%, 13 of 15 respectively) (Table 3 and
Figs S2 and S3). This suggests that slow growth of colo-
nies was associated with CL. Consistent with this idea,
GLH strains derived from large colonies were less likely to
have undergone CL (20%, 1 of 5, and 33%, 3 of 9, for
GLH2 and GLH3 isolates respectively). Finally, 53% (16 of
30) of the GLH6 isolates (Table 2, Expt. 7), which were not
size-selected, carried Chr4 SNCs, and most also included
SNCs composed of other chromosome fragments; the
remaining 14 GLH6 isolates apparently lost the Chr4b
homologue (Fig. S4 and Table 3). These results indicate
that in GLH isolates LOH occurred by either CL and/or CT,
and the frequency of the two types of events fluctuated in
different sets of strains, with CL being a more frequent
event in small colony isolates. Importantly, additional CTs
that were not responsible for generating His auxotrophy,
often arose in the isolates.

Several rad52-DD His- strains simultaneously lost one
copy of most, if not all, chromosomes

To further evaluate the extent of the homozygosis of
GLH1 strains, we analysed LOH of the remaining chro-
mosomes using the C. albicans SNP map constructed by
Forche et al. (2004). We selected 24 SNPs distant from
each other and on both arms of each chromosome when
possible. As shown in Fig. 3A (which is based on
Table S2), the parental rad52-DD strain TCR2.1.1 con-
served all but two of the 24 heterozygosities previously
reported for strain SC5314 (Legrand et al., 2008). Chr6

Table 4. Summary of DNA copy number from CGH analysis.

Strain Copy change Chromosome Region of aneuploidy (orf19)

TCR2.1.1 None No aneuploidies detected
GLH1-1 None No aneuploidies detected
GLH1-2 3¥ R 19.6119–19.7279

3¥ 1 19.6248–19.4883
3¥ 6 19.3474–right end

GLH1-3 3¥ 4 19.4628–right end
GLH1-4 3¥ R 19.4349.6–19.7281
GLH1-5 3¥ 4 19.3838–right end
GLH1-6a 3¥ R 19.3848–right end

3¥ 1 19.4451–right end
GLH1-7 None No aneuploidies detected
GLH3-1 3¥ 4 19.4676–right end
GLH3-2 3¥ 4 19.1310–right end
GLH3-3 None No aneuploidies detected
GLH3-4 3¥ R 19.5286–19.449; 19.413.1–right end
GLH3-5 None No aneuploidies detected
GLH3-6 None No aneuploidies detected
GLH3-7 3¥ 4 19.4580–right end
GLH3-8 3¥ 4 19.4633–right end
GLH3-9 1¥ 4 Left end–19.4697

a. In ChrR of this strain, there is also partial trisomy between orfs 19.6306 and 19.6640, then it increases slightly to trisomy between orfs 19.6640
and 19.3848.
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exhibited a rearrangement that suggests that a cross-over
in the left arm likely caused a reciprocal exchange
between homologues or more complex events. Because
either alternative includes events that are Rad52-
dependent, it is likely that they occurred before the dele-
tion of both RAD52 alleles (TCR2.1.1), as indicated in
Fig. 3A. A large region of Chr2L was homozygous (SNPs
48 and 56), due to a cross-over or a BIR event that
occurred in the CAI-4 strain used in our laboratory. Curi-
ously, the same event was also observed in a diploid
segregant derived via concerted CL from a tetraploid
product of a parasexual cross as well as in a strain recov-
ered from a mouse following experimental infection
(Forche et al., 2008; 2009a), suggesting there may a
recombination hot spot in the region between SNPs 65
and 56.

All of the GLH1 isolates underwent some degree of
genome-wide homozygosis. Most dramatic are two
strains (GLH1-4 and GLH1-7) that became completely
homozygous for all the markers tested (Fig. 3B). In con-
trast, strain GLH1-3 became homozygous for markers on
Chr5, Chr7 and the Chr4L distal region but remained
heterozygous for most markers on the remaining
chromosomes. By combining the SNP marker profiles
with the Southern blot hybridization results and using the
haplotype map of strain SC5314 as a reference (Legrand
et al., 2008), we inferred the chromosome complement of
the GLH1 isolates (Fig. 3B and Table S2). Interestingly,
homozygosis of the smaller chromosomes was very
common: Chr5 and Chr7 were homozygous in all seven
GLH1 isolates, and Chr4 and Chr6 were homozygous in
six of them. Importantly, each chromosome became
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homozygous in at least one strain, indicating that homozy-
gosis of a portion of any chromosome is possible. Inter-
estingly, the homologue that was retained was the same
for each chromosome (homologue a for Chrs R, 1, 2, 4, 7
and most of Chr6; homologue b for Chrs 3 and 5), sug-
gesting that recessive deleterious or lethal alleles may be
present on the homologue that was lost.

SNP markers were used to detect LOH and/or aneup-
loidies in GLH2, GLH3 and GLH4 isolates. GLH2 and
GLH3 isolates (Table 3, Fig. 3C) remained generally het-
erozygous, like the parent strain TCR2.1.1, although two
alleles on Chr5 (MTL and SNP116) were homozygous in
five GLH2 isolates, suggesting that the Chr5 homologue
carrying MTLa had been lost. GLH4 isolates exhibited a
level of homozygosis intermediate between GLH1 and
GLH3 isolates (Table 3, Fig. S9). The same homologues
were homozygous for Chrs 4, 6 and 7, whereas Chr5
homozygosis was mixed (5 with homologue a and 10 with
homologue b). This is consistent with previous work
showing that both alleles of Chr5 can be lost (Magee and
Magee, 2000; Lephart et al., 2005; Wu et al., 2005). We
conclude that all chromosomes can become at least par-
tially homozygous, that the degree of homozygosis varies
in different isolates, and that for most chromosomes,
there appears to be a preference to retain a particular
homologue.

Chromosomes frequently become unstable in rad52-DD
His- strains

GLH1 strains displayed a significant number of chromo-
somal rearrangements (i.e. loss of the larger homologue
of Chr7; a dramatic reduction in the length of ChrR),
suggesting that, as also indicated by the CGH results,
they had acquired an exceptional level of CIN. This was
further confirmed by the karyotype analysis of different
culture samples of these strains. The GLH1 isolates were
stored in two series of frozen cultures (A and B), each
stored from parallel liquid cultures inoculated with the
same original colony of each His auxotroph. Three
samples derived from frozen culture A (A1, A2 and A3),
and one from frozen culture B (B1) (see Experimental
procedures) were analysed by PFGE and Southern analy-
ses using the CZF1 probe from Chr4R. Chr4 SNCs seen
in the initial samples were generally retained in these
cultures (Fig. S6, right panels). In addition, new SNC
bands appeared in several strains (arrowheads in Fig. S6;
summarized in Table 5), including a new Chr4 SNC that
appeared in isolate GLH1-6 (Fig. S6, sample B1, right
arrow). Because GLH1-6 samples A1 and A2 also exhib-
ited a diffuse band of the same size, we suggest that the
starting isolate likely contained subpopulations of cells
with different karyotype changes, and that the new Chr4
SNC became more prevalent in the B1 culture than in the

A1 and A2 cultures. Despite some instability in the cul-
tures, isolates often retained distinguishing karyotype fea-
tures (e.g. GLH1-2 retained a truncated Chr1).

To follow the stability of GLH1 strains over time we
serially streaked each strain 10 times using two protocols.
Protocol I was designed to maintain the original popula-
tion diversity whereas protocol II followed cumulative
changes in individual isolates (see Experimental
procedures). We then analysed the strains on karyotype
gels. Regardless of the protocol used, the Chr4 SNCs
were usually retained, and new alterations in karyotypes
continued to be detected (Fig. 4A and B; summarized in
Table 6, where prominent changes are highlighted). It
should be noted that: (i) the three colonies from GLH1-6
(protocol I) had the Chr4L520 fragment (Fig. 4A, lower left
and lower right, arrows) first seen in sample B (see above,
Fig. S6), suggesting that the subpopulation represented
by these three clones was initially present in both series,
A and B, (ii) GLH1-7 did not exhibit obvious karyotype
changes, and (iii) fewer changes were detected during
passages following protocol II as compared with protocol
I.

CIN was most extreme in GLH1-2, the most unstable
strain (Fig. 4C). The original version of Chr5 (Chr5L350,
Fig. 1A), which had the faster electrophoretical mobility,
was not detected in the new clones from protocol I
(Fig. 4C, b); instead, a new SNC migrating far below
(Fig. 4C, a, arrows), identified as Chr6 truncated by
~400 kb (Chr6Lª400; Fig. 4C, c) that was similar to the SNC
in sample B1 (Fig. S5), was detected. This result is con-
sistent with CGH results that detected aneuploidies of

Table 5. Summary of the chromosomal alterations identified in
GLH1 isolates.

Trains A1 A2 A3 B1

TCR2.1.1
GLH1-1 Chr4L693 Chr4L693 Chr4L693 Chr4L693

GLH1-2 Chr1L? Chr1L? Chr1L? Chr1L?

Chr5350 – – –
– Chr?Chr2–Chr3 – –

Chr?Chr4–Chr5 – –
Chr?<Chr7* Chr?<<Chr7*

GLH1-3 Chr4L322 Chr4L322 Chr4L322 Chr4L322

GLH1-4 Chr4L590 Chr4L590 Chr4L590 Chr4L590

ChrRChr2 ChrRChr2 ChrRChr2

Chr?<Chr7

GLH1-5 Chr4L1000 Chr4L1000 Chr4L1000 Chr4L1000

GLH1-6 – – – Chr4L520

GLH1-7 – – – –

*The chromosomal band likely corresponds to a fragment of Chr6
(see Fig. 4B).
Column A1 summarizes karyotype analysis shown in Fig. 1A.
Columns A2, A3 and B1 are different samples of the GLH strains from
the first set and correspond to the analysis shown in Fig. S6. For
additional detail, see the text. Superscripts indicate the approximate
size of the deletions (kb).
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Chr6 in this strain. The original Chr5L350, but not Chr6Lª400,
was present in the three clones from protocol II (Fig. 4C,
d–f). In addition, a smaller SNC, identified as a truncated
Chr5R (e.g. labelled with RPL1 – Fig. 4C, g – but not with
GCD11 – Fig. 4C, e), appeared in clones from passages 5
and 10 (Fig. 4C, d; arrowheads). Since neither of these
Chr5 probes labelled an intact Chr5 in these two clones, it
is likely that before passage 5, the remaining full Chr5
homologue underwent a truncation that covered most of
Chr5R. Surprisingly, a Chr5-sized band was detected in
the EtBr stained gels (Fig. 4C, d). PFGE using conditions
that separate the smaller chromosomes detected two
Chr5-sized bands in sample 1: one corresponded to Chr5
and the other was slightly smaller (Fig. 4C, h). The latter is
likely derived from one of the larger chromosomes.

Karyotypes continued to change throughout the pas-
sages for the GLH2 through GLH5 isolates as well; SNC
bands, likely derived from breakage of the larger chromo-
somes, were detected in the EtBr stained gels (Figs S2,
S3, S7 and S8 – white arrowheads; summarized in
Table 6). Levels of karyotype change varied among the
starting strains and individual isolates, consistent with the
idea that CIN arises stochastically. For example, Chr4
SNCs were relatively stable among GLH3, GLH4 and
GLH5 isolates and were highly unstable in GLH2 isolates
(Table 6). The size of ChrR frequently varied during the
passages, presumably due to ribosomal DNA rearrange-
ments (Iwaguchi et al., 1992; Rustchenko et al., 1993)
that occurred despite the absence of Rad52. Consistent
with this, rDNA size alterations were reported for a S.

A

C GLH1-2

Chr5
Chr6

Streaks :
Protocol I

1    5   10

a b c

Streaks :
Protocol II

Chr5

Chr6

GLH1-2

1    5   10

d e f g

Chr5b1

Chr5b2

Chr6

Chr7

GLH1-2
1     5     10

Chr5 ?

Chr5b1

B

h

Streak 1            Streak 2        to          Streak 10 Streak 1            Streak 2        to          Streak 10

Fig. 4. A and B. Electrokaryotypes of the GLH1 strains (series A) following passages according to protocols I (A) (1, 5, 10) and II (B) (1, 5,
10) and Southern blots (right panels) using the CZF1 probe, which is located on the right arm of Chr4 (see Fig. 1). The membranes were also
hybridized to PHR1, VMA6, VID21 and SNP19 probes (not shown). A drawing illustrating the difference between protocols I and II is shown
above the corresponding karyotype gels (for details see Experimental procedures). Note that in protocol II the same colony was used for
inoculation as well as for karyotype analysis. White arrows on the karyotype gels indicated SCN that were not detected in Southern blots.
C. Karyotypes of isolate GLH1-2 in the successive passages as in (A) using protocols I (left) and II (right). Membranes were hybridized to
COX12 (Chr6L), GCD11 (Chr5R) and RPL1 (adjacent to Chr5L telomere) probes.
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Table 6. Summary of truncations identified in the karyotypes of GLH strains throughout the passages.

Strains

Changes in passages

Protocol I (streaks) Protocol II (streaks)

1 5 10 1 5 10

TCR2.1.1 None None None None None None
GLH1-1 Chr4L693 ChrR* Chr4L693 Chr4L693 Chr4L693 Chr4L693

Chr4L693

GLH1-2 Chr1L? Chr1L? Chr1L? Chr1L? Chr1L? Chr1L?

– – – Chr5L350 Chr5L350 Chr5L350

– – – – – –
Chr6ª400** Chr6ª400** Chr6ª400** – Chr5ª600 Chr5ª600

GLH1-3 Crh4L322 Crh4L322 Crh4L322 Crh4L322 Crh4L322 Crh4L322

– – Chr(?)<Chr7 – – –
GLH1-4 Chr4L590† Chr4L590 Chr4L590 Chr4L590 Chr4L590 Chr4L590

Chr4R100 – – – – –
GLH1-5 Chr4L1000 Chr4L1000 – Chr4L1000 Chr4L1000 Chr4L1000

– – – – – Chr(?)Chr2–Chr3

GLH1-6 Chr4L520 Chr4L520 Chr4L520 – – –
GLH1-7 – – – – – –

GLH2-1 Chr4L350 – – Chr4L350 – –
– Chr(?)Chr4–Chr5 Chr(?)Chr4–Chr5 – – –

GLH2-2 Chr4L200 – – Chr4L350 Chr4L350 Chr4L350

– – Chr(?)<<Chr7 – – –
– Chr(?)<<Chr7 Chr(?)<<Chr7 – – –

GLH2-3 – Chr(?)Chr4–Chr5 – – – –
GLH2-4 Chr4L300 – – Chr4L300 Chr4L300 Chr4L300

GLH2-5 Chr4L210 Chr4L210 – Chr4L210 Chr4L210 Chr4L210

GLH3-1 Chr4L235 Chr4L235 Chr4L235

GLH3-2 Chr4L786 Chr4L786 Chr4L786

GLH3-3 – – –
GLH3-4 – – –
GLH3-5 – – –
GLH3-6 – – –
GLH3-7 Chr4L420 Chr4L420 Chr4L420

GLH3-8 Chr4L314 Chr4L314 Chr4L314

GLH3-9 Chr4L175 Chr4L175 Chr4L175

GLH4-1 Chr(?)<Chr7 Chr(?)<Chr7 Chr(?)<Chr7

GLH4-2 Chr(?)Chr4–Chr5 Chr(?)Chr4–Chr5 Chr(?)Chr4–Chr5

GLH4-3 – – –
GLH4-4 Chr(?)Chr4–Chr5 – Chr(?)Chr4–Chr5

GLH4-5 Chr1L? Chr1L? Chr1L?

– – Chr4La175

– – Chr4Lb786

Chr(?)<<<Chr7 – Chr(?)<<Chr7

GLH4-6 Chr(?)Chr2–Chr3 Chr(?)Chr2–Chr3 Chr(?)Chr2–Chr3

GLH4-7 – – –
GLH4-8 – – –
GLH4-9 – – –
GLH4-10 Chr(?)Chr4–Chr5 Chr(?)Chr4–Chr5

GLH4-11 – – –
GLH4-12 Chr1L? Chr1L? Chr1L?

GLH4-13 – – –
GLH4-14 – – Chr(?)Chr5–Chr6

GLH4-15 – – –

GLH5-1 Chr(?)<<Chr7 – –
GLH5-2 – – –
GLH5-3 – – Chr(?)Chr2–Chr3

GLH5-4 – Chr(?)Chr5–Chr6 –
GLH5-5 Chr4L500 Chr4L500 Chr4L500

GLH5-6 – Chr(?)Chr4–Chr5 –
GLH5-7 Chr(?)<<Chr7 – –
GLH5-8 - Chr(?)Chr4–Chr5 Chr(?)Chr4–Chr5

GLH5-9 – – –
GLH5-10 Chr4L500 Chr4L500 Chr4L630

GLH5-11 – – –
GLH5-12 – – –
GLH5-13 – – –
GLH5-14 – – –

*Increase in size.
**The size of this band varied in the passages.
†Based on hybridization of the new band to PHR1 and VAM6 probes, but not to CZF1and VID21 (Fig. 4A, bottom left panel, left lane).
Superscripts indicate the approximate size of the deletions observed (kb), according to the CGH results (Table 4) when possible. Because the size of ChrR is not fixed in wild type,
no references to this chromosome are made except for strains GLH1-1, passage 6 of the first protocol, and GLH1-5, passage 10 of the second protocol where a sudden increase in
size and an additional truncation, respectively, of ChR were observed.
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cerevisiae rad52wine strain (Carro et al., 2003). We con-
clude that GLH isolates of C. albicans exhibit continuing
karyotype instability.

Reintegration of RAD52 restores the chromosomal
stability of unstable strains

To investigate whether the chromosomal instability was a
consequence of the absence of Rad52, we reintegrated
one copy of RAD52 into the GLH strains (GLH1-1 through
GLH1-6) and randomly selected one reintegrant from
each. As shown previously, RAD52 can be reintegrated
into rad52 strains, presumably because, once inside

the cell, exogenous RAD52 is expressed and the protein
synthesized is sufficient to allow integration by HR
(Ciudad et al., 2004). All of the reintegrants (ABY1 to
ABY7) recovered colony and cell morphology of the wild
type (CAF2) (not shown). We then passaged these rein-
tegrants using protocol I and analysed the karyotypes of
the resulting isolates (Fig. 5). Importantly, the reintegrant
strains ABY1 through ABY6 retained the extra-bands
present in the parental strains. Importantly, the karyotypes
did not change with the passages, except for the general
tendency for both homologues of ChrR to increase in size.
This suggests that a Rad52-dependent pathway is
responsible for karyotype stability.

StrainsStrains

Chr1

ABY1

1       5      10 1      5     10

ABY2

1      5      10 1        5        10 1        5        10

ABY3

1       5      10 1      5     10Streaks

Chr2

ChrR

Chr3
Chr4

Chr5

Chr4

Chr6
Chr7

Chr5b1

CZF1 CZF1 (Chr4) GCD11(Chr5) CZF1

1 5 10 1        5       10

6YBA5YBA

1 5 10 1 5 101 5 10 1 5 10

ABY4

1 5 10 5 0 1 5 10 1 5 101 5 10 1 5 10

Chr1

Chr2

ChrR

Chr2

Chr3
Chr4

Chr5

Chr6
Chr7

CZF1 CZF1 CZF1

Fig. 5. Karyotypes of the RAD52 reintegrants (ABY1–ABY7) from GLH1 strains after successive streaks and Southern blot using the CZF1
(Chr4) and/or GCD1 (Chr5) probes.
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Discussion

We studied the effect of RAD52 on genome stability in C.
albicans by exploiting the heterozygosity of HIS4 in labo-
ratory strains derived from SC5314 (Gómez-Raja et al.,
2008) by measuring the rate of appearance of spontane-
ous His auxotrophs in rad52-DD isolates. Overall, the
rad52-DD mutants produced more than 100-fold more His
auxotrophs than the wild-type RAD52/RAD52 strains.
Furthermore, the LOH rate at the HIS4 locus was ~10-fold
higher for small colonies than for large colonies, and small
colony size is a reflection of a slow growth rate. We
propose that progenitors of small colonies acquired aneu-
ploidies that caused enhanced genome instability and
therefore were more prone to generate His auxotrophs or
other types of mutants, based on previous observations
that small colonies isolated from laboratory strains often
carry monosomies or other aneuploidies (Janbon et al.,
1998; Rustchenko, 2007). Similarly, the instability of the
colony size phenotype upon restreaking suggests that
cells from small colonies regain a ‘wild-type’ growth rate,
presumably by regaining a more balanced chromosome
complement. In contrast, small smooth colonies that
remain stably small likely acquired irreversible damage
events such as point mutation or loss of critical alleles.

In a selective assay that permitted the analysis of a very
large number of colonies, the in vitro LOH rate at the
heterozygous GAL1/gal1locus was 6 ¥ 10-6 recombina-
tion events per cell per generation (Forche et al., 2009a).
Because His auxotrophy is determined by screening
rather than by counter-selection, it was not possible to
analyse the large number of colonies necessary to detect
the low frequency of events that occurs in the wild-type
strain. Nonetheless, it is clear that the frequency of spon-
taneous events became high enough to be detectable in
rad52-DD strains. Furthermore, our phenotypic screen did
not utilize selective reagents such as 5-FOA (Chen and
Kolodner, 1999; Yoshida et al., 2003), which can lead to
additional genetic changes (Wellington and Rustchenko,
2005) that may be difficult to distinguish from those
caused exclusively by the absence of RAD52. Interest-
ingly, 61 S. cerevisiae homozygous diploid deletion
strains, including strains lacking RAD50, RAD51 and
RAD54, but no mutants lacking RAD52, were identified in
a genetic screen for increased LOH rate (twofold increase
compared with wild type) (Andersen et al., 2008).

Chr4b loss or truncation caused most His auxotrophy in
rad52-DD cells

With one possible exception, LOH leading to His auxotro-
phy in the rad52-DD strains always arose either by CL of
the Chr4b homologue or by truncation of the left arm of
the Chr4b homologue, including the functional HIS4
allele. In diploid S. cerevisiae rad52 null homozygous

strains, CL has been described (Mortimer et al., 1981;
Haber and Hearn, 1985; Yoshida et al., 2003), and the CL
frequency is chromosome-specific (Santos-Rosa and
Aguilera, 1994; Hiraoka et al., 2000) and is rarely followed
by chromosome reduplication (CRD) (Yoshida et al.,
2003). However, in this study of C. albicans rad52-DD
cells, CL was usually followed by CRD and is reminiscent
of the CL followed by CRD detected for Chr5 in wild-type
C. albicans(Janbon et al., 1998; Wu et al., 2005). Here,
we extend the analysis using more comprehensive CGH
analysis. One possibility is that the signal that triggers
CRD is a reduction in the fitness of the strain, which in turn
would depend on both the nature of the missing genes
(i.e. essential, non-essential, haploinsufficient, etc.) and
concomitant alterations in other chromosomes.

Loss of one homologue was not limited to Chr4; it was
detected on other chromosomes. For example, loss of
one homologue of Chr5 generates MTL homozygous
strains, which are found in 3–7% of clinical isolates (Lock-
hart et al., 2002; Legrand et al., 2004; Wu et al., 2005). In
GLH strains the frequency of CL for Chr5 was much
higher than this (64%, 51 out of 80) suggesting that Chr5
stability may be particularly affected by the stress condi-
tions imposed by loss or truncation of Chr4b, at least in
the absence of Rad52. Consistent with this, 20 randomly
selected TCR2.2.1 (rad52-DD) colonies (with apparently
intact Chr4 according to PGFE) were heterozygous for
MTL. In contrast, copy number variation or truncation of
Chr5 does not seem to influence CL or CT of Chr4, since
both homologues of Chr4 were maintained in Rad52+Sou+

and Rad52-Sou+ strains that lost one copy of Chr5
(Andaluz et al., 2007). Chr5 truncation was relatively rare
among the His auxotrophs, since this event was only seen
in GLH1-2 and GLH6-17 isolates.

Although speculative, an attractive explanation for the
high levels of homozygosity observed in some GLH iso-
lates is that during mitosis chromosomes rather than chro-
matids separate as in the first meiotic division. It has been
recently reported that Rad51 associates with the cen-
tromeres of fission yeast (Nakamura et al., 2008). Since
Rad52 and Rad51 form supramolecular complexes, it is
possible that, in the absence of Rad52, centromeric chro-
matin assembly is defective, resulting in frequent chromo-
some non-disjunction events.

The frequent aneuploidies and chromosome breaks
observed in GLH isolates are likely due to additional
defects due to absence of Rad52. In S. cerevisiae, chro-
mosome fragmentation induces the DNA-damage check-
point, which arrests cells prior to anaphase, providing time
for DNA repair while chromatids remain cohered so that
checkpoint functions can act synergistically with the HR
(Klein, 2001; Myung et al., 2001; Myung and Kolodner,
2002; 2003). Interestingly, in wild-type cells at metaphase,
the two halves of the broken chromosome are held
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together by components of the recombination machinery,
including the Rad50–Mre11–Xrs2 complex and Rad52,
which bind and tether DNA ends. Elimination of these
components promotes the loss of the intrachromosomal
association between the centric and acentric fragments
upon entry into metaphase, but maintains the interchro-
mosomal association that tethers broken sister chroma-
tids (cohesins). This situation results in missegregation of
both the acentric (CT) and, to a lesser extent, the centric
fragments (non-disjunction, CL) (Kaye et al., 2004;
Lobachev et al., 2004). We propose that similar mecha-
nisms operate in C. albicans rad52-DD mutants.

CT occurs at a high rate in C. albicans rad52-DD cells

Interestingly, spontaneous CT occurred at a very high
frequency in C. albicans rad52-DD cells (40% of the His
auxotrophs analysed), while CT was not reported in S.
cerevisiae rad52-DD diploid strains (Yoshida et al., 2003).
Furthermore, while CT contributed to 45% of GCRs in a
haploid wild-type S. cerevisiae strain (Chen and Kolodner,
1999; Motegi and Myung, 2007), in a rad52 derivative of
the strain, the frequency of GCR increased, but translo-
cations using microhomology were the most frequent
events and telomere additions were detected only in the
absence of Pif1, an inhibitor of telomerase, or in the
absence of Lig4, the ligase involved in non-homologous
end-joining (NHEJ) (Schultz and Zakian, 1994; Myung
et al., 2001; Pennaneach et al., 2006). Why is telomere
addition to truncated chromosomes much more frequent
in C. albicans rad52-DD than in S. cerevisiae rad52
strains, while translocations involving a non-homologous
chromosome are frequent in S. cerevisiae but not
detected in C. albicans? One possibility is that the DNA
damage checkpoint in C. albicans rad52-DD cells
(Andaluz et al., 2006) facilitates telomere addition; alter-
natively, Pif1 inhibition of telomerase or the Lig4-
dependent NHEJ pathway could be less effective or
absent in C. albicans. In S. cerevisiae, the NHEJ pathway
is active in haploids but not in diploids (Daley et al., 2005).
In C. albicans, an obligate diploid, the importance of the
NHEJ pathway is less well understood (Andaluz et al.,
2001). It is also possible that translocations in C. albicans
require Rad52 since they usually involve regions of exten-
sive homology such as the major repeat sequence (e.g.
MRS) (Chu et al., 1993) or other repeats (Selmecki et al.,
2006).

It should be emphasized that Chr4b loss or truncation
was frequently accompanied by simultaneous loss and/or
truncations of a homologue of other chromosomes, which
were unrelated to the scored mutation. Chr4 seems to be
particularly prone to undergo truncation events. It is clear
that some of these truncations arose because of selection
in our screen; however, others truncations arose in strains

that were already His- (GLH1-1, GLH1-4, GLH1-5 and
GLH4-5), suggesting an abundance of fragile sites in
Chr4 (Arlt et al., 2006), which might arise if genes on Chr4
were more actively transcribed genes (Aguilera, 2002).
This situation has not been described in S. cerevisiae and
may reflect the higher tolerance of C. albicans to aneup-
loidy (Bouchonville et al., 2009). In support of this idea, C.
albicans exhibits a higher frequency of multiple aneuploid
chromosomes and chromosomal rearrangements in the
presence of fluconazole as compared with an S. cerevi-
siae diploid strain (Anderson et al., 2004; Selmecki et al.,
2006, 2009).

The frequency of CIN varies among the rad52-DD His-

strains

Variation in both the level of CIN and the nature of the
associated GCR among different GLH strains supports
the mutator hypothesis initially advanced to explain the
appearance of cancer cells in higher eukaryotes. These
cells must acquire a mutator mutation that may facilitate
more mutations in order to account for a high rate of
accumulation of genetic changes (Kolodner, 1996; Kolod-
ner et al., 2002; Motegi and Myung, 2007). While the CIN
phenotype of rad52-DD cells contributes to additional
mutations (a process that would be facilitated by the high
level of polymorphisms present in the genome of C. albi-
cans) and/or aneuploidies (which are prone to more
non-disjunction; Bouchonville et al., 2009) that could
exacerbate genetic instability, the restoration of chromo-
some stability in the RAD52 reintegrants indicates that
instability is likely a direct effect of the absence of Rad52.
Interestingly, when analysed using protocol II karyotypes
of GLH1 and GLH2 isolates appeared to be more stable
than when using protocol I. This suggests that (i) variants
arise at a measurable frequency within the population,
and (ii) if the mutation confers a higher growth rate, it may
out-compete the original strain upon passaging. Selection
can occur along the passages of the cell mass (protocol I)
but is prevented when individual colonies are passaged
(protocol II). In summary, our results suggest that the
mutator phenotype of rad52-DD cells facilitated the acqui-
sition of a CIN phenotype which always manifested as CL
and/or CT. Given its obligate diploidy and tolerance to
aneuploidy, C. albicans appears to be a better model than
S. cerevisiae for studying CIN processes that occur in
mammalian mutator strains.

Interestingly, the break points detected here have not
been observed previously in either clinical or laboratory
strains of C. albicans (although similar GCRs have been
reported in clinical isolates of Candida glabrata – Polák-
ová et al., 2009), even when they were subjected to evo-
lution in the presence of fluconazole (Selmecki et al.,
2010). Conversely, C. albicans strains adapted to grow in
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the presence of fluconazole (FluR) exhibited a recurrent
break point on Chr5 that was not observed here. Since
rad52-DD strains are more sensitive to fluconazole than
wild-type cells (Legrand et al., 2007; our unpublished
results), CaRad52 may be a useful target for the design of
antifungal compounds.

Finally, this study identified strains that appear to be
homozygous for markers across all eight chromosomes.
This suggest that there is no a particular region of the
genome that must be heterozygous for the survival of the
organism. However, it is interesting to note that, for most of
chromosomes, homozygosis always involved loss of the
same homologue and retention of the other. Indeed this
could explain the discrepancy between our work and that
of Tagaki et al. (2008), who reported that C. albicans
rad52-DD strains were defective in both spontaneous
and UV-induced LOH based upon homozygosis of
ade2::URA3/ADE2. Perhaps the ADE2 allele disrupted by
URA3 could not be lost because it is in the Chr3 homologue
that cannot be lost. Importantly, the completely homozy-
gous isolates obtained here will be useful for studies of the
general importance of heterozygosity in C. albicans.

Experimental procedures

Strains and media

The C. albicans strains used in this study are indicated in
Table 1. C. albicans cells were grown routinely at 28°C in
YPD (1% yeast extract, 2% Bacto Peptone, 2% glucose). For
the isolation of His auxotrophs, cells from each strain were
plated on YPD medium at a density � 200 cells per plate. At
the indicated times or colony size, colonies were replica-
plated on SC without histidine and incubated for 24 h (CAI-4)
or 48 h (rad52-DD). Each His auxotroph isolate was re-
isolated in YPD and checked for His auxotrophy. One of the
new colonies derived from each auxotroph was used to
inoculate one flask containing liquid YPD. The culture was
harvested, divided in small lots and kept at -80°C. For His
auxotrophs from set 1, each colony was used to inoculate two
parallel flasks. Each culture was harvested independently
(series A and B), and processed as above.

Reintegration of RAD52 into the GLH isolates was per-
formed essentially as described before (Ciudad et al., 2004).
A large fraction of rad52-DD colonies have a spiny appear-
ance and contain filamentous cells whereas those of the
reintegrants are smooth and contain regular yeast cells
(Andaluz et al., 2007). Randomly selected smooth colonies
were analysed for the correct reintegration of RAD52 into its
own locus using PCR and Southern blot (ABY strains)
(Ciudad et al., 2004).

Fluctuation test

Several fluctuation tests were performed to calculate the rate
of the production of His auxotrophs in the rad52-DD strain
(Table 2). For this purpose, colonies isolated on YPD from a

-80°C culture, selected by size and/or filamentous/smooth
morphology, were excised from the plate and resuspended in
sterile water. Appropriate dilutions were then plated on YPD
medium at a density � 200 cells per plate. At the indicated
times or colony size (Table 2), colonies were replica-plated
on SC without histidine and incubated for 48 h (rad52-DD) to
identify and score His auxotrophs, which were further
verified. When possible (i.e. when all or near all the cultures
had mutants), we used the method of Lea and Coulson
(1949), as described by Reenan and Kolodner (1992), to
determine the rate of appearance of His auxotrophs. When a
large fraction of cultures had no mutants, the mutation rate
was estimated by an alternative method (Lea and Coulson,
1949; Spell and Jinks-Robertson, 2004).

DNA extraction and analysis

Extraction of genomic DNA, Southern blot hybridization,
chromosomal preparations and electrophoretical separations
of chromosomes (PFGE), and PCR analysis of the MTL loci
were performed as described (Andaluz et al., 2007; Gómez-
Raja et al., 2008). For Southern analysis, probes consisted of
markers of Chr5 (CDC1, GCD11), Chr4 (HIS5 and YJR61/
MNN42), Chr1 (ACT1), Chr6 (COX12 and orf19.5525) and
Chr7 (ARG4) kindly provided by BB Magee (Chu et al.,
1993), and PCR products of markers of Chr4 (HIS4, PHR1,
VMA6, and SNP markers SNP83 and SNP84), Chr5 (RPL1,
VID21, SNP110 and SNP118) and ChrR (SNP19), synthe-
sized using appropriate oligonucleotides. These primers can
be provided upon request. The Quantity ONE-1D Software
(Bio-Rad) was used to determine the intensity bands in
Southern blots. The presence of one or both homologues of
each chromosome was investigated by analysing previously
characterized single-nucleotide polymorphisms (SNP). For
these experiments, the regions containing the polymor-
phisms were amplified using the appropriate oligonucleotides
and the PCR product sequenced. Primer sequences can be
obtained upon request from Anja Forche (http://albicansmap.
ahc.umn.edu/html/snp.html). Analysis of the indicated SNP-
RFLP markers was carried out as described (Forche et al.,
2009b). Other polymorphic markers were analysed as
described (Gómez-Raja et al., 2008).

Comparative genomic hybridization (CGH)

Comparative genomic hybridization analysis was performed
as described previously (Selmecki et al., 2005). All strains
were compared with the same reference control strain,
SC5314. Genomic DNA from the experimental strain was
labelled with Cy3-dUTP and DNA from the reference control
strain was labelled with Cy5-dUTP (Roche). Arrays were
printed in-house, and one array per strain was analysed.
Chromosome_map, written in Matlab (Selmecki et al., 2005),
was used to plot all microarray data points as a function of
gene position along the eight C. albicans chromosomes. All
CGH data (mean fluorescence ratios) were plotted on a log2
scale and clipped to the range corresponding to one to four
gene copies. Break points were predicted from an increase or
decrease in gene copy number and were determined using a
running average over 2.3 ORFs per chromosome.
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Analysis of karyotype instability in His- strains

To address this issue, we first looked for possible variations in
two series of cultures derived from the GLH1 isolates kept at
-80°C (series A and B; see Strains and media). Three
samples were taken from series A (A1, A2 and A3), and one
from series B (B1). In each case, electrokaryotypes were
obtained from a randomly selected colony from the first plate
and then subjected to Southern blot hybridization with a
probe of Chr4 (CZF1). In a second set of experiments, we
analysed the karyotypes shown by the descendants of
TCR2.1.1 and the indicated GLH isolates according to two
theoretically complementary protocols (illustrated in Fig. 4).
Protocol I was designed to determine random non-cumulative
changes in the population. For this purpose, cellular mass
from a culture kept at -80°C was streaked onto a YPD plate.
Cell mass taken from the region of confluent growth was
successively passaged by streaking it sequentially, at 3-day
intervals, over 10 passages. Protocol II was designed to
detect cumulative changes in individuals within the
population. A new YPD plate from a frozen culture stock from
series A was prepared as above, but single colonies, rather
than cell mass were used to inoculate each successive
passage. Single colonies from the successive passages of
each protocol were then grown in liquid YPD for the prepa-
ration of frozen culture stocks. Liquid cultures from passages
1, 5 and 10 of each protocol were also processed for DNA
and karyotype analysis.
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a b s t r a c t

rad52-DD and, to a lesser extent, rad51-DD deletants of Candida albicans displayed slow growth and aber-
rant filamentous morphology whereas rad59-DD mutants, both by growth rate and morphology resem-
bled wild type. In this study, we have constructed pair-wise double deletants to analyze genetic
interactions among these homologous recombination (HR) proteins that affect growth and morphology
traits. When grown in liquid YPD medium, double mutant rad51-DD rad59-DD exhibited growth rates,
cell and colony morphologies, and plating efficiencies that were not significantly different from those
observed for rad51-DD. The same was true for rad52-DD rad59-DD compared to rad52-DD. Slow growth
and decreased plating efficiency were caused, at least in part, by a decreased viability, as deduced from
FUN1 staining. Flow cytometry and microscopic studies of filamentous mutant populations revealed
major changes in cell ploidy, size and morphology, whereas DAPI staining identified complex nuclear
rearrangements in yeast and filamentous cells. These phenotypes were not observed in the rad59-DD
mutant populations. Our results show that abolishing Rad51 functions induces the appearance of a sub-
population of aberrant yeast and filamentous forms with increased cell size and ploidy. The size of this
complex subpopulation was exacerbated in rad52-DD mutants. The combination of filamentous cell mor-
phology and viability phenotypes was reflected on the colony morphology of the respective mutants. We
conclude that the rad52 mutation is epistatic to rad51 for all the morphological traits analyzed. We dis-
cuss these results in the light of the several functions of these recombination genes.

� 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.
1. Introduction

The opportunistic fungal pathogen Candida albicans is a diploid
organism that can grow as unicellular yeast and in two filamentous
multicellular forms-pseudohyphae and hyphae. Several lines of evi-
dence suggest that environmental cues determine transition
between these morphological (Berman, 2006; Shapiro et al., 2011;
Sudbery et al., 2004; Sudbery, 2011). In addition, C. albicans can
polarize growth and generate a filamentous phenotype in response
to several genotoxins that activate the DNA-damage checkpoint
(MMS, UV light), cause replication stress (hydroxyurea) (Loll-
Krippleber et al., 2014; Shi et al., 2007), or interfere with the spindle
body function (nocodazole) (Bai et al., 2002). Growth polarization
has also been reported in strains deficient in DNA repair. These
include deletion mutants lacking homologous recombination (HR)
genes (RAD52, RAD51, and RAD54), exonucleases genes (RAD50
and MRE11) involved in resection of double strand breaks to gener-
ate ssDNA, the substrate for Rad51 binding (Andaluz et al., 2006;
Hoot et al., 2011; Legrand et al., 2007), or chromatin-modifying
genes, such as RTT109 or HAT1 (Lopes da Rosa et al., 2010;
Tscherner et al., 2012). Growth polarization in response to genotox-
ins appears to be mediated by both the DNA-replication and DNA-
damage checkpoint pathways, since deletion of effector kinase
RAD53 abolishes filamentation (Loll-Krippleber et al., 2014; Shi
et al., 2007). Very little is known about the events that trigger fila-
mentation in HR, exonucleases, or chromatin-modifying mutants.
Although there are indications that rad52 polarization is preceded
by activation of the DNA-damage checkpoint (Andaluz et al.,
2006), identification of the triggering lesions or the signaling path-
way involved is missing.

In Saccharomyces cerevisiae, HR uses the RAD52 epistasis group of
genes (RAD51, RAD52, RAD54, RAD55, RAD57, RAD59, and the MRX
complex formed by RAD50, MRE11, and XRS2). Rad51, assisted by
its paralogs Rad55 and Rad57 and stimulated by Rad54, is required
for all recombination mechanisms involving strand invasion such

http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.fgb.2014.10.016&domain=pdf
http://dx.doi.org/10.1016/j.fgb.2014.10.016
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as gene conversion (GC) crossovers (CO), and most break-induced
replication (BIR) events (Davis and Symington, 2004; Kang and
Symington, 2000; Krogh and Symington, 2004; Malkova et al.,
1996). Rad52 plays a central role in HR as the rad52 mutation is epi-
static to mutation in any other gene of the epistasis group. First,
Rad52 has a mediator activity in loading Rad51 onto ssDNA to form
the invading nucleofilament; second, it has an annealing activity
between complementary ssDNA (Ivanov et al., 1996; Nimonkar
et al., 2009; Sugiyama et al., 1998), which is essential for the second
end capture in the double-strand break-repair (DSBR) model as well
as for other non-conservative recombination events (Krogh and
Symington, 2004; Paques and Haber, 1999; Prado et al., 2003;
Symington, 2002). Rad51- and Rad52-independent pathways of
recombination have been reported in S. cerevisiae. Whereas the lat-
ter remains poorly characterized (Coic et al., 2008; Pohl and
Nickoloff, 2008), Rad51-independent mechanisms, such as single
strand annealing (SSA) and a minor BIR pathway, have been inves-
tigated in some detail (Ivanov et al., 1996; Mortensen et al., 1996).
Both SSA and Rad51-independent BIR require Rad52, Rad59, and
the MRX complex. Rad59 is a Rad52 paralog, first identified in S.
cerevisiae, which displays high similarity to the N-terminal half of
Rad52. Rad59 is thought to function as an accessory factor in SSA
by potentiating the single-strand annealing activity of Rad52.
RAD52, when present in more than one copy, suppresses the radia-
tion sensitivity and recombination defects of rad59 mutants, but
not vice versa (Bai and Symington, 1996).

Epistatic and synergistic interactions between mutations in HR
genes have been extensively studied in S. cerevisiae by analyzing
phenotypic traits such as -ray sensitivity, recombination rates,
sporulation efficiency, and mating type switching (Paques and
Haber, 1999; Krogh and Symington, 2004). Since HR mutants of
S. cerevisiae do not display any aberrant filamentous phenotype,
genetic interactions among HR genes affecting morphology have
not been analyzed yet. However, morphological control mecha-
nisms are important for adaptation of fungal cell pathogens to
stress and antifungal drugs as well as for their virulence and sur-
vival in the host (Harrison et al., 2014; Kadosh, 2013). We previ-
ously reported that rad52-DD and, to a lesser extent, rad51-DD
cells from C. albicans exhibit severe phenotypes including a
decreased growth rate and a filamentous morphology, whereas
rad59-DD cells showed wild type phenotypes (Andaluz et al.,
2006; Ciudad et al., 2004; Garcia-Prieto et al., 2010). In the present
study, we have extended the phenotypic analysis of single
mutants. In addition, because the genetic interactions between
RAD51, RAD52 and RAD59 in several HR-dependent processes in
S. cerevisiae, we have constructed pairwise-double deletants to
establish synergistic as well as epistatic relationships between
those mutations that could affect growth rate, and cell and colony
morphologies. Based on colony morphology in several solid media,
as well as loss of cell viability and changes in ploidy, and filamen-
tation ability we conclude that rad52 mutation was epistatic to
rad51. Besides, our phenotypic analysis strongly suggests that
rad52 and rad51 mutations were epistatic to rad59. We discuss
these results on the light of the several functions of these recombi-
nation genes.
2. Materials and methods

2.1. Strains and culture media

The strains used in this study are shown in Table 1. They were
routinely grown in YPD medium or synthetic complete (SC) med-
ium (Andaluz et al., 2006). Uri+ prototrophs were selected on SC
plates lacking uridine. Uri� segregants were selected on YPD plates
supplemented with 5-fluoroorotic acid (5-FOA). The haploid
strains W303 and its rad52 derivative (LSY1029-13B), both ADE2
RAD5, were kindly provided by Lorraine Symington, from Columbia
University. To inspect for hyphal growth stationary phase cultures
were inoculated on agar plates with SPIDER medium, M199 med-
ium, pH 7,9 (Gifco BRL, Life technologies), or Leés medium (Lee
et al., 1975; Liu et al., 1994), prepared as described before
(Andaluz et al., 2006). Colonies were visualized with the naked
eye and then microscopically inspected. To induce germinative
tubes, exponentially growing cells in YPD were supplemented with
calf serum (10% final concentration) and incubated a 37 �C for
1–2 h.

2.2. DNA extraction and analysis and cell transformation

Extraction of genomic DNA, PFGE, and Southern blot hybridiza-
tion have been described before (Andaluz et al., 2007; Gomez-Raja
et al., 2008). C. albicans cells were transformed by electroporation
in a BTX electroporation system (Andaluz et al., 2006) or using
the lithium acetate method (Walther and Wendland, 2003). Plugs
for PFGE were prepared and subsequently treated with proteinase
K (1 mg/ml) at 55 �C for 24 h.

2.3. Construction of double mutants rad51-DD rad59-DD, rad52-DD
rad59-DD and rad51-DD rad52-DD

To construct the double mutant rad59-DD rad52-DD, both
alleles of RAD52 were sequentially disrupted in the rad59-DD
background, as previously described (Ciudad et al., 2004; Garcia-
Prieto et al., 2010). The analysis of the resulting strains by Southern
blot using the Rad52 disruption cassette as a probe is shown in
Supplemental Fig. S1. To construct the double mutant rad59-DD
rad51-DD, both alleles of RAD51 were disrupted sequentially in
the RAD59/rad59::hisG background. The resulting strains were ver-
ified by Southern blot using a 891 bp EcoRI/SpeI probe from the
RAD51 clone (Garcia-Prieto et al., 2010). Then the second allele of
RAD59 was disrupted as described above (Supplemental Fig. S2).

To construct the rad51-DD rad52-DD double mutant, both
RAD52 alleles were sequentially disrupted in a rad51::hisG/rad51::
hisG background, as previously described (Ciudad et al., 2004).
Constructs were verified by Southern blot using the RAD52 disrupt-
ing cassette as a probe (Supplemental Fig. S3A).

Single and double mutant strains conserved essentially the
PFGE karyotype of the parental CAF2-1 strains (Supplemental
Fig. S3B), apart from changes in the sizes of both ChrR homologs,
suggesting that gene disruptions did not generate gross chromo-
somal rearrangements detected by this technique.

2.4. Determination of growth rate and cell morphology

Liquid cultures grown until OD600 of 6 were used to inoculate
250 ml flasks containing 50 ml of the indicated liquid medium at
an OD600 of 0.05. After 2 h at 30 �C with shaking samples were
taken every 30 min and OD600 calculated from dilutions with
DO600 < 0.4. Because some strains had a filamentous phenotype,
the ratio between DO600 and CFUs was calculated for each strain
within the OD600 range 0–0.4. The cell morphology of fresh cells
was inspected microscopically using a Nikon Eclipse 600 fluores-
cence microscope with a 60 � DIC objective. A CC-12 digital cam-
era interfaced with Soft Imaging System software was used for
imaging.

2.5. Cell staining procedures

Aliquots (100 ll) from overnight cultures of the indicated
strains (DO600 � 5) were pelleted, resuspended in Phloxine B
(5 mg/ml) and observed under the microscope. DAPI and Calcofluor



Table 1
Strains used in this study.

Strain Parental Genotype Reference

C. albicans
CAF2-1 SC5314 ura3::imm434/URA3 Fonzi and Irwin (1993)
CAI4 CAF2-1 ura3::imm434/ura3::imm434 Fonzi and Irwin (1993)
rad59-DD CAI-4 ura3::imm434/ura3::imm434 Garcia-Prieto et al. (2010)
(BNC1.1) rad59::hisG/rad59::hisG-URA3-hisG
rad59-DD BNC1.1 ura3::imm434/ura3::imm434 This work
(BNC23.1) rad59::hisG/rad59::hisG
rad59-DD CAI4 ura3::imm434/ura3::imm434 This work
(BNC35.1) rad59::hisG/rad59::hisG
rad51-DD CAI4 ura3::imm434/ura3::imm434 García-Prieto et al. (2010)
(JGR5) rad51::hisG/rad51::hisG-URA3-hisG
rad51-DD JGR5 ura3::imm434/ura3::imm434 García-Prieto et al. (2010)
(JGR5A) rad51::hisG/rad51::hisG
rad51-DD CAI4 ura3::imm434/ura3::imm434 García-Prieto et al. (2010)
(JGR16A) rad51::hisG/rad51::hisG
rad51-DD CAI4 ura3::imm434/ura3::imm434 This work
rad59-DD rad59::hisG/rad59::hisG
(BYJ26) rad51::hisG/rad51::hisG-URA3-hisG
rad51-DD BYJ26 ura3::imm434/ura3::imm434 This work
rad59-DD rad59::hisG/rad59::hisG
(BYJ261) rad51::hisG/rad51::hisG
rad51-DD BYJ26 ura3::imm434/ura3::imm434 This work
rad59-DD rad59::hisG/rad59::hisG
(BYJ262) rad51::hisG/rad51::hisG
rad52-DD CAI4 ura3::imm434/ura3::imm434 Ciudad et al. (2004)
(TCR2.1) rad52::hisG/rad52::hisG-URA3-hisG
rad52-DD TCR2.1 ura3::imm434/ura3::imm434 Ciudad et al. (2004)
(TCR2.1.1) rad52::hisG/rad52::hisG
rad52-DD rad59-DD CAI4 ura3::imm434/ura3::imm434 This work

rad59::hisG/rad59::hisG
(TYB6.1) rad52::hisG/rad52::hisG-URA3-hisG
rad52-DD TYB6.1 ura3::imm434/ura3::imm434 This work
rad59-DD rad59::hisG/rad59::hisG
(TYB7.1) rad52::hisG/rad52::hisG

S. cerevisiae
W303-haploid MAT a; met17-s ADE2 RAD5 ade2-1 trp1-1 his3-11,15 can1-100 ura3-1 leu2-3,112 L. Symington (LSY0826)
W303-diploid MAT a/a; ADE2 RAD5 met17-s/met17-s ade2-1/ade2-1 trp1-1/trp1-1 his3-11,15/his3-11,15

can1-100/can1-199 ura3-1/ura3-1 leu2-3,112/leu2-3,112
This work (LSY0826 derivative)

LSY-EA4 rad52-DD MAT a/a; ADE2 RAD5 rad52: TRP1/rad52::TRP1 met17-s/met17-s ade2-1/ade2-1
trp1-1/trp1-1 his3-11,15/his3-11,15 can1-100/can1-199 ura3-1/ura3-1 leu2-3,112/leu2-3,112

This work (LSY1029-13B derivative)
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White (CFW) staining was carried out as previously reported
(Andaluz et al., 2006). For FUN1 staining, yeast cells were washed
in buffer (2% glucose and 10 mM Na-HEPES at pH 7.2), resuspended
in the same buffer supplemented with 1 lM FUN1 (Molecular
Probes), and incubated at 30 �C in the dark for 30 min, before being
observed by confocal microscopy (FV1000 Olympus). Estimation of
the number of FUN1-stained dead cells was done by flow cytome-
try. Between 50,000 and 100,000 cells were counted per
experiment.

2.6. Flow cytometry preparation and analysis

About 106 cells in 1 ml YPD were centrifuged and the pellet
carefully resuspended in 500 ll of 70% ethanol. After gentle shak-
ing for 2 min yeast were centrifuged and the pellet resuspended
in 1 ml PBS, washed twice with 1 ml PBS and resuspended in
950 ll PBS. Following addition of 50 ll de RNAse (20 mg/ml) and
1 ll sybr-green (SG) the mixture was incubated for 2 h at 37 �C
in the dark with gentle shaking. For calibration of cell size, 3 lm
diameter beads from Miltenyi Biotech and 6 and 12 lm diameter
beads from Molecular Probes were used. For this purpose, one drop
from each bead vial was diluted in PBS (1 ml final volume) and
50 lL were added to each cell sample. In this way, we could relate
FSC-H channel distribution from each set of beads with its size,
building a size standard curve. Later we could relate FSC-H mean
channel from each yeast population with their correspondent size
(Supplemental Fig. S6). Sizes 1 to 5 denote sub-populations of cells
that have a determined ploidy (2 N, 4 N, 8 N) but within each
ploidy they exhibit different cell sizes (For instance, in Supplemen-
tal Fig. S6, 4 N cells may have sizes 2, 3, 4 and 5, and 8 N cells sizes
3, 4 and 5). Size 1 corresponds to the lowest size and 5 to the high-
est one. The flow cytometry analysis was carried out in a MACS-
QUANT VYB Flow Cytometer (Miltenyi Biotech). Chains of cells
that had undergone cytokinesis but remained attached were sub-
tracted from the pool of G2 cells using the doublet discriminator
protocol (Watson, 1991). Yeast sorting was done using a MoFlo
XDP (Beckman Coulter) flow cytometer.
3. Results

3.1. Interactions between rad51, rad52, and rad59 mutations affecting
growth rate, plating efficiency, and cell viability

We earlier reported growth defects in rad51-DD and rad52-DD
mutants of C. albicans (Andaluz et al., 2006; Garcia-Prieto et al.,
2010). When grown in YPD broth, the double mutant rad51-DD
rad59-DD displayed the same generation time (g), determined by
the viable counting method (CFU), as the rad51-DD null
(�85 min). Likewise, the double mutant rad59-DD rad52-DD grew
at a rate that was similar to that of rad52-DD (g � 115 min),
whereas rad59-DD showed the same g as the parental strain
CAF2-1 (g � 73 min) (Table 2). These results suggest that Rad59
does not participate in the repair of spontaneous DNA damage



Table 2
Generation time (g) of different strains of C. albicans in YPD was calculated by the viable counting method (CFU) or directly from OD600 values. Both number of CFU/ml (OD600 = 1)
and cell viability are expressed as percent of reduction versus wild type (100%) ± standard error. For FUN1 staining between 50,000 and 100,000 cells were counted per
experiment using flow cytometry. Results are mean of three independent experiments.

Strains g (min) CFU/ml (DO600 = 1) Viability (%) FUN1

CFU DO600

CAF2-1 73 70 13.8 ± 0.27 � 106 (100) 100
BNC1.1 (rad59-DD) 73 70 13.4 ± 0.29 � 106 (97.1) 98 ± 3.21
JGR5 (rad51-DD) 85 83 7.2 ± 0.22 � 106 (52.2) 93 ± 5.37
BYJ2.276 (rad51-DD rad59-DD) 81 85 7.2 ± 0.24 � 106 (52.2) 91 ± 4.46
TCR2.1 (rad52-DD) 120 115 3.1 ± 0.15 � 106 (22.4) 76 ± 7.19
TYB6.1 (rad52-DD rad59-DD) 123 117 3.7 ± 0.14 � 106 (26.7) 73 ± 2.87
TYJ5.1.19 (rad51-DD rad52-DD) 135 123 2.5 ± 0.15 � 106 (18.3) 71 ± 4.65
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affecting growth rate regardless whether Rad51 or Rad52 are pres-
ent or not. Surprisingly, the rad51-DD rad52-DD double mutant
displayed a g higher than rad52-DD (130 min versus 115 min) sug-
gesting synergism between both mutations for this phenotype (see
below).

To investigate the reasons for the increase in the generation time
in several HR mutants, we first determined the plating efficiency of
each strain. For a OD600 = 1, liquid cultures of filamentous single and
double HR mutants yielded significantly lower CFU/ml than parallel
cultures of non-filamentous strains CAF2-1 and rad59-DD, as fol-
lows: CAF2-1 P rad59 > rad51 = rad51 rad59 > rad52 P rad52
rad59 > rad51 rad52 (Table 2). This could be due to several reasons,
including the presence of a significant amount of dead cells in cul-
tures of filamentous mutants. In support of this possibility, the
Scrad52-DD mutant, which does not form filaments, also showed
a significant lower yield of CFUs (�37%) than S. cerevisiae wild type
cultures harvested at a OD600 = 1. In addition, when stained with
Phloxine B, a vital dye that stains dead yeast cells (Kucsera et al.,
2000; Noda, 2008), about 20% of cells from Scrad52-DD cultures
were positive, while cultures of its wild type parental strain hardly
showed stained cells (Fig. 1, row a). Therefore, we sought to
e

c

d

a

CAF2-1 rad59 rad51
rad51
rad59 rad52

b 

Fig. 1. Cell and colony morphologies of single and double mutants involving RAD51, RAD5
rad59), TCR2.1 (rad52), TYB6.1 (rad52 rad59) and TYJ5.1.19 (rad51rad52) were grown in li
before (DIC images, row c) or after staining with Phloxine B (row a) and photographed. A
Cell suspensions were also spread on solid YPD medium. Following incubation for 24
Section 2.
determine the extent to which removal of HR proteins influenced
cell viability in C. albicans using Phloxine B. Indeed, we observed
an increase in Phloxine B positive cells in rad51, and, to a larger
extent, in rad52 mutants compared to wild type or rad59-DD. How-
ever, Phloxine B may not be a good vital dye to quantify viability in C.
albicans, where colonies formed by viable opaque cells have been
reported to take up Phloxine B becoming red (Lockhart et al.,
2002). Therefore, it appears that penetration of the dye into the cell
does not necessarily mean cell death. In order to rule out interfer-
ences of putative opaque cells in our cultures, we used another
dye, FUN1, which form red dots in the vacuoles of metabolically
active cells, whereas dead cells are green (Fig. 1, row b; see also
Movie S1). Quantification of dead cells by confocal microscopy indi-
cated that, as compared to wild type, rad59-DD cells showed little
changes in viability (99%), which was significantly decreased in
rad51-DD and rad51-DD rad59-DD (95–96%) and, to a larger extent,
in rad52-DD single and double mutants (72–74%) (Table 2). Thus,
based on the loss of cell viability rad52 is shown to be epistatic to
rad51.

Importantly, changes in viability do not account by themselves
for the extreme low plating efficiency of rad52 mutants. It is likely
rad52
rad59 W303 rad52

S.cerevisiae 
rad51
rad52

2 and RAD59 genes. Strains CAF2-1 (WT), BNC23 (rad59), JGR5 (rad51), BYJ2.6 (rad51
quid YPD medium overnight and samples observed using an Eclipse 600 microscope

sample was also stained with FUN1 and observed by confocal microscopy (row b).
(row d) or 72 h (row e) colonies were photographed. For staining procedures see
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that additional features, as the presence of multicellular filaments,
stickier cells, or cell duplets or triplets with one single nucleus con-
tribute to artifactually lower the plating efficiency and enlarge the
generation time of filamentous mutants. This could explain the
apparent synergism observed between rad51 and rad52 mutations
for both traits, in spite of the epistasis of rad52 to rad51 for cell via-
bility. In fact, rad52-DD and rad52-DD rad51-DD strains exhibited
a similar g when calculated directly from DO600 data (Table 2).

3.2. Distribution of cell size and DNA content in wild type and HR
mutants

Microscopic inspection (DIC) of YPD log-phase cultures from
single and double mutants carrying the rad51 or rad52 mutations
revealed the presence of normal yeast as well as aberrant forms
including both large rounded and filamentous cells of variable
width (Fig. 1, row c). Alterations in cell morphology are usually
taken as indicators of cell cycle defects which likely results in
aneuploidy (Harrison et al., 2014). Therefore, we next measured
the DNA content of log-phase growing cell populations of the sev-
eral strains using flow cytometry. For both wild type and mutant
strains, two major peaks were observed, as expected, correspond-
ing to G1 (2 N)- and G2 (4 N)-phases of the cell cycle, but their rel-
ative percentages varied between the strains. Importantly, the
percentage of cells in G2 (4 N) directly correlated with the
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generation time of each strain (Fig. 2A and Supplemental Fig. S4).
For instance, the proportion of G2 cells was fourfold higher in pop-
ulations of rad52 single and double mutants (40–44%) than in wild
type counterparts (11%), being intermediate in populations of
rad51 and rad51 rad59 strains (27% and 31% respectively) (Fig. 2A
and B; Supplemental Fig. S4). The contrary was true for cells in
G1 (2 N). Besides, we detected a significant percentage of 8 N cells
in cultures of strains carrying the rad52 mutation, whereas this
percentage was negligible in wild type and rad59, and significantly
reduced (five to sixfold) in rad51, or rad51 rad59 cultures (Fig. 2B).
These results are consistent with the reported delay of rad52 cells
in the transition from G2 to G1 (Andaluz et al., 2006), and extend
this phenotype, albeit weaker, to rad51 cells as rad52 is epistatic
to rad51. Interestingly, a similar alteration in the ratio of G1/G2
cells in rad52 mutants as compared to wild type was found in S.
cerevisiae as well (Fig. 2A and B). Furthermore, cultures of
Scrad52-DD contain a significant percentage of 8 N cells not seen
in wild type. Importantly, rad51 and rad52 mutants of C. albicans
displayed a significant increase in the frequency of another unique
category of cells, not seen in S. cerevisiae rad52, but recently
described in C. albicans (Harrison et al., 2014). A microscopic anal-
ysis indicated that this unique cell population is heterogeneous as
it has filamentous forms as well as giant aberrant yeast-like cells,
and incipient filaments, as exemplified for the rad52-DD rad59-
DD strain in Supplemental Fig. S5. Cells from the corresponding
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regions of other filamentous HR mutants displayed similar mor-
phologies (not shown).

As expected (Hickman et al., 2013), for each strain, cells with
higher ploidy exhibited on average larger sizes (an example based
on the results from the rad52-DD mutant is shown in Supplemen-
tal Fig. S6B). In addition, for 4 N and 8 N cells populations, cultures
of mutants with increased generation times showed a relative
enrichment in both rounded and elongated cells with larger sizes
that maintain ploidy and, therefore, are deficient in DNA content.
The abundance of these cells was as follows: rad51 = rad51
rad59 < rad52 = rad52 rad59 = rad51 rad52 (Fig. 3A and B). In this
analysis, we did not find any synergism between rad51 and rad52
mutations, rad52 being again epistatic to rad51.
3.3. Distribution and shape of nuclei in single and double rad51, rad52,
and rad59 mutants

In contrast to the filamentation phenotypes induced by DNA-
damaging agents (MMS, hydroxyurea), or to the trimeras induced
or selected by azoles (Harrison et al., 2014) which are rather homo-
geneous, cells from HR mutants exhibit morphologies very diverse
in both size and shape, forming a spectrum which makes them dif-
ficult to classify exclusively on the basis of microscopic observa-
tion. DAPI staining of filamentous single and double mutants
grown in liquid YPD showed three frequent morphologies
(Fig. 4A): (1) Yeast cells carrying large buds with a single nucleus
located in either mother or in the daughter, or, quite frequently,
as a thread between mother and daughter cells, an indication of
defective nuclear segregation. (2) Filamentous cells containing
one or more usually elongated nuclei connected to an anucleated
yeast-like basal cell (note that some of these basal cells remain
metabolically active, as deduced from FUN1 staining – Fig. 1, row
b), and (3) filamentous forms and rounded yeast-like cells with sig-
nificantly enlarged sizes exhibiting variable degrees of loosely
compacted or decondensed chromatin. The two first morphologies
were previously described for the rad52 mutant (Andaluz et al.,
2006), whereas the third one corresponds to the unique category
detected by flow cytometry in the present study (see Supplemental
Fig. S5). DAPI pictures from rad59-DD and wild type strains
showed normal nuclei. Location of which is consistent with the
reported nuclear dynamics exhibited by C. albicans yeast cells dur-
ing cell cycle progression (Berman, 2006) (Fig. 4, top).

Septa were present between the elongated pseudohyphal cells
forming filaments, as deduced from Calcofluor White staining
Size distribution of 4N cells

Size

%
 o

f 
ce

lls

0

5

10

15

20

25

30

wt
rad59
rad51
rad51 rad59
rad52
rad52 rad59
rad51 rad52

size 1 size 2 size 3 size 4 size 5

A 

Fig. 3. Size distribution of 4 N (A) and 8 N (B) cells in log-phase growing populations of
cells from the indicated sizes were quantified and represented as percentage of the total
Fig. S6.
(Fig. 4B), but the frequency of the septa varied among the several
filaments; in addition, bands of CFW positive material as well as
large surface areas differing in fluorescence were not infrequent
suggesting that aberrant morphology is accompanied by uncon-
trolled deposition of cell wall polysaccharides [see rad52-DD(2)
and rad51-DD rad52-DD(2) pictures]. Wild type CAF2-1 cells used
as controls exhibited the axial budding pattern and well marked
septa at the constriction between mother and daughter cells when
growing in the yeast form, or within the serum-induced germina-
tive tube when growing in the hyphal form, as reported (Sudbery
et al., 2004).
3.4. Effect of rad51-DD and rad52-DD mutations on the development
of filaments and aberrant forms on agar plates

In an effort to uncover differences in patterns of cell division
and filament development between rad51-DD and rad52-DD
strains, we monitored the formation of colonies from single cells
on solid YPD by lapse-time microscopy. As shown for rad52-DD
(Fig. 5), filaments can originate from single cells in either G1 (col-
umn 1) or G2/M (column 2) or preexisting filaments (column 3)
whose development can follow multiple patterns. When develop-
ing from single cells, at least two patterns were seen. In the first
one (column 1), following budding the daughter cell polarizes
growth to form a filament which buds at the tip at regular intervals
and the bud polarizes growth again and forms a tube. The fila-
ments may branch with time and the daughter cell may initiate a
new filament but the mother basal cell remains inactive. This pat-
tern corresponds to the typical picture seen in DAPI staining in
which the basal cell lacks a nucleus (see Fig. 4). Of note, some of
these basal cells remain metabolically active, as deduced from
FUN1 staining (see Fig. 1, row e). In a second pattern (Fig. 5, column
2), following division mother and daughter cells conserve the abil-
ity to divide (probably because both carry a nucleus) and they or
some of their descendants give rise to filaments. These filaments
generate lateral buds at their tips that mimic pseudohyphal
growth. For preexisting filaments (Fig. 5, column 3) many cells in
each filament are able to form new filaments following budding.
Some filaments mimic true hyphae, but upon elongation they
may degenerate and eventually die (see arrow in Fig. 5, third and
fourth columns). Collapsed filaments probably represent cells that
do not receive a complete nucleus or are anucleated or have
formed DNA replication intermediates whose resolution requires
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Fig. 4. DAPI (A) and Calcofluor White (B) staining from the indicated strains. (A) The most common morphologies observed are marked as follows. Regular arrows (?): nuclei
as a thread between mother and daughter. White arrowheads: cells with loosely compacted chromatin. Gray arrowheads ( ): elongated nuclei in filaments. Solid arrowheads
with gray borders (N): anucleated cells in incipient or branched filaments. White arrows with gray borders (4): extremely large cells with two to multiple nuclei. Scale bar,
50 lm, except for CAF2-1 (yeast) that represents 5 lm (B). Detail of very elongated filaments and occasional yeast cells from the indicated strain stained to highlight the
shape and the septa showing the typical pseudohyphal aberrant morphology. Two pictures of rad52 and rad51 rad52 has been included to denote the occasional irregular
distribution of chitin among filamentous cells. Wild type CAF2-1 growing as yeast cells or as serum-induced germinative tubes has been included.
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Rad52. Wild type CAF2-1 generated regular colonies formed by
yeast cells (Fig. 5, left).

Development of filaments from single yeast cells of the rest of
the filamentous mutants followed similar patterns. Regardless
the mutant analyzed, a few plated cells did not divide, whereas
more than 80% underwent mitosis within the first 1.5–2 h. For each
mutant, the lack of synchrony in the first cell division as well as dif-
ferences in the growth rate of the individual colonies contributed
to the different sizes of the colonies, as previously described for
rad52 (Andaluz et al., 2011). Of note, in contrast to the prolonged
filamentation in absence of cell division exhibited by C. albicans
cells in response to induced cell cycle arrest (Berman, 2006), most
filaments gave rise to lateral buds, regardless the mutant analyzed.

Seven hour-old microcolonies from the several filamentous
mutants were rather similar each other with regard to the produc-
tion of filaments (Supplemental Fig. S7). However, quantification of
the number of filamentous cells generated from yeast cells from
each mutant revealed that rad52-DD single and double mutants
are more prone to develop filaments than rad51-DD counterparts,
whereas the absence of RAD59 did not cause any obvious alteration
(Table 3). After 24 h, the fastest growing filamentous mutants
(rad51 and rad51 rad59) formed colonies with a dense central
nucleus, whereas mutants with longer generation times formed
loose colonies which were significantly more filamentous (Fig. 1,
row d). We conclude, that although both rad51-DD and rad52-
DD mutants generated filamentous cells on agar plates, the
absence of RAD52 induced more cells to form filaments than the
absence of RAD51. This result agrees with the higher proportion
of unique class of filamentous cells detected by flow cytometry
of log-phase rad52-DD growing populations compared to rad51-
DD counterparts and confirms that rad52 is epistatic to rad51 for
filamentation.

3.5. RAD52 is epistatic to RAD51 for colony morphology

When grown for 3 days at 30 �C on YPD agar plates, the rad59-
DD mutant generated smooth rounded old colonies similar to those
produced by wild type whereas the rad51-DD and rad51-DD
rad59-DD strains generated slightly wrinkle colonies with ruffled
periphery whose surface is frequently protruded by filamentous
forms. Colonies from rad52-DD single and double mutants showed,
in addition to ruffled projections, an increased central wrinkling
and frequently acquired a cordiform or spiny appearance not seen
in rad51-DD or rad51-DD rad59-DD strains (Fig. 1, row e). Two days
later (5 day-old) colonies from wild type CAF2-1 and rad59 strains
had developed an abundant homogeneous peripheral rim formed
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Fig. 5. The several patterns shown by the elongation of rad52-DD cells. Time-lapse microscopy of rad52-DD cells during their elongation at room temperature. DIC images
were taken at the indicated times (hours). Numbers (1, 2, 3) in row 4 correspond to the selected colonies, shown in detail in rows 1, 2, and 3. In rad52-DD, filaments can
originate from single cells in either G1 (column 1) or G2/M (column 2) or preexisting filaments (column 3) whose development can follow multiple patterns. Left,
development of a colony formed by wild type CAF2-1 cells.

Table 3
Cells of the indicated strains were spread on YPD plates at low density (5 ll from a DO = 1 cell suspension on 5 cm diameter plates) to allow formation of colonies from individual
cells. After 4 h at 30 �C, plates were photographed under the microscope (�10) and microcolonies were classified as follows: Group 1: Yeast forming yeast; Group 2: Yeast forming
filaments; Group 3: Branched filaments forming blastospores and new filaments. Pictures correspond to rad51-DD cells. For each strain, a total of 340–500 microcolonies were
counted.

Strains Group 1 (%) Group 2 (%) Group 3 (%) Total microcolonies counted

CAF2-1 100 0 0 438
rad59 100 0 0 411
rad51 39.2 50.8 9.8 344
rad51rad59 44.8 47 8.1 370
rad52 26.4 56.2 17.28 457
rad52rad59 18.2 58.2 23.6 500
rad51rad52 26 58.4 15.6 423
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by elongated hyphae covered by blastospores. This rim was thicker
and more prominent in rad51-DD colonies but visibly reduced in
rad52-DD counterparts, probably due to their decreased cell viabil-
ity and/or the inability of aberrant cells to form true hyphae (Fig. 6).
Importantly, for 7 day-old colonies the peripheral filamentous rim
of CAF2-1 had surpassed that of rad51 strains (see Fig. 6, inset), sug-
gesting inability of the later in hyphal formation (see also Section
4). These defects were more clearly manifested by colonies formed
on media that induce massive hyphal formation (Supplemental
Fig. S8). On the nutrient limiting SPIDER medium, wild type and
rad59-DD colonies generated abundant peripheral filaments, which
were reduced in rad51-DD and rad51-DD rad59-DD mutants and
drastically reduced in strains carrying the rad52 mutation. Similar
results were observed on medium M199, pH 7, an amino acid
enriched medium that mimics nutrient deprivation through use
of amino acids (Liu et al., 1994). Finally, on Leés medium, 5 day
old wild type and rad59-DD colonies displayed abundant filamen-
tation which was very much reduced in rad51-DD and drastically
reduced in rad52-DD mutants.

Importantly, under all the conditions tested, colonies generated
by double mutants rad51-DD rad59-DD or rad52-DD rad59-DD or
rad51-DD rad52-DD were indistinguishable from those formed by
rad51-DD or rad52-DD single mutants (Fig. 1, row e), confirming
that RAD59 plays a insignificant role on colony morphology.
Besides, the double mutant rad51-DD rad52-DD formed colonies
morphologically similar to those of rad52-DD indicating epistasis
of rad52 to rad51. Finally, colonies from rad50-DD and mre11-DD
strains closely resemble those formed by rad51-DD, confirming
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Fig. 6. Five day-old colonies of the indicated mutants on YPD, showing a magnification of the peripheral rim of filaments. Inset: Seven day old colonies from CAF2-1 and
rad51-DD strains.
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that impairment of an early step of HR may be sufficient for trig-
gering filamentation.

As shown before for 3 day-old colonies of rad52-DD (Andaluz
et al., 2006), mutant strains that spontaneously form elongated fil-
amentous cells (i.e., rad51-DD, rad51-DD rad59-DD, rad52-DD
rad59-DD and rad51-DD rad52-DD) invaded agar, whereas wild
type and rad59-DD only invaded agar on media that induce hyphal
growth (not shown).

4. Discussion

This is the first report on interactions between mutations in HR
genes that affect aberrant morphology in C. albicans. In this study,
we show that Rad51 and Rad52 have partially overlapping func-
tions that affect cell growth and morphology in C. albicans but
Rad51 cannot substitute for most of these functions of Rad52 in
a RAD51 rad52-DD strain. The lack of synergism between rad51
and rad52 mutations confirms that rad52 is epistatic to rad51 for
all the morphological traits analyzed.

Our results establish a minor role, if any, for RAD59 in growth
rate and cell morphology in C. albicans. Regardless the growth con-
ditions (liquid medium or agar plates), deletion of CaRAD59 did not
affect growth rate or cell morphology of wild type, rad51-DD or
rad52-DD strains. Similarly, 24 h-old as well as 3- and 5 day-old
colonies from rad59, rad51 rad59, and rad52 rad59 were similar
to those of wild type, rad51 and rad52 respectively. Furthermore,
deletion of the RAD59 gene did not appear to affect the nuclear
cycle exhibited by parental CAF2-1.

4.1. On the cellular and molecular bases of rad51 and rad52
filamentation

In a previous report, we attributed the slow growth and filamen-
tation phenotypes of HR mutants to spontaneous DNA damage that
requires Rad52 to repair. We also hypothesized that the subsequent
cell cycle delay caused by unrepaired lesions likely triggers growth
polarization giving rise to filamentous cells (Andaluz et al., 2006)
Importantly, in addition to their tendency to filamentation, rad51
and rad52 cells have difficulties in the segregation of presumably
tetraploid nuclei between mother and daughter cells, which is fre-
quently accompanied by decondensation of chromatin. This agrees
well with the increase in 4 N shown by log-phase growing popula-
tions of these mutants. One possibility is that stuck nuclei contain
unresolved replication intermediates. In S. cerevisiae, Rad51 and
Rad52 are involved in the resolution of stalled replication forks that
occur at DNA regions or structures that delay DNA replication
(Mirkin and Mirkin, 2007). Candidates to fork stalling sites are direct
tandem repeats which are abundant in C. albicans (Braun et al.,
2005). In this scenario, we suggest that filamentation may be trig-
gered by spontaneous DNA damage or accumulation of stalled
DNA replication intermediates during S phase whose resolution
requires the presence of Rad51 or Rad52. The fact that rad51 strains
filament strongly suggests that impairment of strand invasion dur-
ing homologous recombination may trigger by itself filamentation.
Filamentation of rad52 cells might be due, at least in part, to deficien-
cies in loading of Rad51 into ssDNA invading nucleofilaments, which
is catalyzed by Rad52. Impairment of other Rad51-independent DNA
transactions that are Rad52-dependent may be responsible for the
exacerbated cell (increased size and ploidy, accentuated aberrant
morphology and decreased viability) and colony phenotypes of cells
carrying the rad52 mutation which was epistatic to rad51. It is
important to note that spontaneous DNA damage is intrinsically sto-
chastic. If the cell cycle stage at which damage occurs or is detected
determines the final aberrant cell morphology, this would explain
the wide spectrum of morphologies observed in liquid cultures of fil-
amentous HR mutants.

An alternative, not mutually exclusive, intriguing possibility is
that filamentation is caused by the presence of defective spindle
apparatus which could also cause decondensed chromatin.
Recently, Rad51 and Rad52 have been implied in the deposition
of the centromeric chromatin Cse4 and kinetochore assembly in
C. albicans (Mitra et al., 2014). In support of this possibility, DAPI
pictures from filamentous HR mutants very much resemble those
of wild type (CAF2-1) cells treated with nocodazole, a drug that
causes disassembly of mitotic spindles (Bai et al., 2002).

Impairment in resolution of stalling forks or centromere dys-
function would result in a defective anaphase, which in turn could
explain the increased frequency in chromosome loss/truncation
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events shown by rad52 (Andaluz et al., 2011) and rad51 mutants
(our unpublished results) of C. albicans. In this regard, nocodazole
treated wild type C. albicans cells also showed an increased fre-
quency of chromosome mis-segregation (Bai et al., 2002).

Of note, filamentation has not been reported in S. cerevisiae
rad51 or rad52 mutants. One possibility is that S. cerevisiae simply
lacks components of the polarization machinery responsible for
the constitutive filamentation of C. albicans HR mutants. Alterna-
tively, differences between both yeasts in DNA damage check-
points (Harrison et al., 2014; Loll-Krippleber et al., 2014) or in
the requirements for the activation of the spindle checkpoint could
account for their differential ability to filament. S. cerevisiae carries
DNA sequence dependent genetically determined point centro-
meres, whereas formation of C. albicans centromeres, and therefore
in turn kinetochore-spindle microtubule interaction is sequence
independent epigenetically regulated and centromeric chromatin
deposition requires Rad51 and Rad52 (Mitra et al., 2014; Sanyal
et al., 2004). It is unlikely that the increase in ploidy detected in fil-
amentous HR mutants triggers filamentation, since fluconazole-
treated C. albicans cells which also showed an increase in DNA con-
tent did not filament (Harrison et al., 2014). Increase in ploidy
could be instead responsible for the enlarged cell size showed by
subpopulations of HR mutants.

Colony phenotype is a complex trait that can be influenced by
multiple factors. It is likely that the decreased ability of rad52-
DD and, to a lesser extent, rad51 strains, to form filamentous col-
onies on hyphal-inducing media (Spider, M199 and Leés medium)
is derived from their lower cell viability as well as by the lower
ability of aberrant cells to form true hyphae compared to wild type
and rad59 strains. On the contrary, on rich YPD medium, the fila-
mentous appearance shown by 24 h- and 3 day-old colonies from
rad51 and rad52 mutants is due to formation of aberrant but not
hyphal filaments, whereas wild type and rad59 colonies, which
do not form aberrant filaments, remained smooth. Upon prolonged
incubation, nutrient depletion caused by colony growth induces
hyphal formation. Unlike wild type and rad59 strains, many aber-
rant cells from filamentous mutants die or are unable to form
hyphae resulting in a relative decrease in the amount of peripheral
filaments, as observed for rad52 (5 day-old colonies) and later on
(7 day-old colonies) for rad51.

A strong filamentation phenotype similar to that reported here
for rad51 and rad52 single and double mutants has been observed
in other HR (rad54, rad50 and mre11) as well as in histone modifi-
ers (rtt109, hat1) mutants of C. albicans. In S. cerevisiae RAD50 and
MRE11 are involved in DNA resection to form ssDNA tails onto
which Rad51 is loaded (Mimitou and Symington, 2009) as well
as in Cse4 deposition (Mitra et al., 2014), whereas RAD54 is
involved in diverse functions including stabilization of Rad51
nucleofilament and stimulation of strand invasion mediated by
Rad51 (Heyer et al., 2006; Mazin et al., 2003; Petukhova et al.,
1998; Wolner and Peterson, 2005). Therefore, it is not surprising
that both rad50 and mre11 strains formed rad51-like colonies in
several media (Supplemental Fig. S8). These observations agree
with our suggestion that impairment of an early step on HR or
Cse4 deposition/kinetochore assembly triggers growth polariza-
tion in C. albicans (Mitra et al., 2014). Filamentation of deletants
in histone modifiers hat1 and rtt109 could also be explained by
defects in DNA repair or impairment on putative Cse4 modifica-
tions which could be needed for its deposition at centromeres
(Lopes da Rosa et al., 2010; Mitra et al., 2014; Tscherner et al.,
2012). On the contrary, a C. albicans mec1 null mutant, which is
impaired in the detection of DNA damage that triggers the DNA-
damage checkpoint, is only poorly filamentous (Legrand et al.,
2011). One possibility is that Mec1 has a minor role in detecting
the spontaneous damage that triggers filamentation or in Cse4
deposition. We are currently dissecting the signaling pathway that
triggers growth polarization in response to HR impairment.
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