
C H A P T E R  V

D I S C U S S I O N  A N D  C O N C L U S I O N

I t  i s  k n o w n  t h a t  t h e  t r a n s i t i o n  f r o m  e n v i r o n m e n t a l  r e s e r v o i r  i n t o  a  h u m a n  h o s t  

i s  a s s o c i a t e d  w i t h  t e m p e r a t u r e - r e g u l a t e d  a n d  v i r u l e n c e - r e l a t e d  g e n e s  t h a t  c o n t r i b u t e  t o  

p a t h o g e n e s i s  o f  p a t h o g e n i c  o r g a n i s m s  s u c h  a s  b a c t e r i a ,  f u n g i  a n d  p r o t o z o a .  S o m e  o f  

t h e  g e n e  p r o d u c t s  e n c o d e d  b y  b a c t e r i a l  t e m p e r a t u r e - r e g u l a t e d  g e n e s  a r e  c o n s i d e r e d  t o  

b e  t r u e  v i r u l e n c e  f a c t o r s  s u c h  a s  M ycobacterium  tuberculosis  ( 2 0 6 ) .  I n  p a t h o g e n i c  

f u n g i ,  t h e  a b i l i t y  t o  g r o w  a t  37°c i s  a  p r e r e q u i s i t e  f o r  f u n g a l  p a t h o g e n e s i s ,  a n d  f a i l u r e  

t o  g r o w  a t  37°c i s  p r e d i c t i v e  o f  a t t e n u a t e d  v i r u l e n c e ,  e x a m p l e s  o f  w h i c h  h a v e  b e e n  

r e p o r t e d  o n  d i v e r s e  o f  h u m a n  f u n g a l  p a t h o g e n s  s u c h  a s  c. neoformans, A. fum iga tus, 

ร. schenckii  a n d  H. capsulatum  ( 2 0 7 - 2 1 0 ) .

I n  f a c t ,  p. insid iosum  h a s  e v o l v e d  b o t h  p a t h o g e n i c  a t  3 7 ° c  a n d  s a p r o p h y t i c  

l i f e s t y l e  o f  2 7 ° c  ( 9 7 ) .  I n  M y c o l o g y  U n i t ,  F a c u l t y  o f  M e d i c i n e ,  C h u l a l o n g k o m  

U n i v e r s i t y ,  a l l  c l i n i c a l  i s o l a t e s  g r e w  b e t t e r  a t  3 7 ° c  t h a n  l o w e r  t e m p e r a t u r e ,  2 7 ° c .  

T h i s  o b s e r v a t i o n  w a s  s u p p o r t e d  w i t h  t h e  r e p o r t e d  b y  R a v i s h a n k a r  et a l  ( 3 8 )  a n d  

S u p a b a n d h u  et a l  ( 1 4 3 ) ,  t h a t  t h e y  r e v e a l e d  t h e  a b i l i t y  o f  p. insid iosum  t o  g r o w  i n  

o p t i m a l  t e m p e r a t u r e  r a n g i n g  b e t w e e n  3 0 - 3 7 ° C  a n d  c o m p l e t e  i n h i b i t i o n  a t  4 0 ° c ,  t h e s e  

w e r e  u n i q u e  c h a r a c t e r i s t i c s  s h a r e d  b y  t h e  c l i n i c a l  a n d  e n v i r o n m e n t a l  p. insidiosum. 

T h e  g e n e t i c  f a c t o r s  t h a t  a r e  r e q u i r e d  f o r  g r o w t h  a t  3 7 ° c  m a y  b e  w o r t h  c o n s i d e r i n g  a s  

o n e  f r o m  v a r i o u s  f a c t o r s  f o r  p a t h o g e n e s i s  o f  p. insidiosum .  T h e  a i m  o f  t h i s  ร ณ d y  w a s  

c h a r a c t e r i z e d  t h e  g e n e s  e f f e c t e d  b y  t e m p e r a t u r e  g r o w t h  a t  3 7 ° c  o f  p. insidiosum .
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T h e  c l i n i c a l  i s o l a t e s  f r o m  h u m a n  p y t h i o s i s  w e r e  i d e n t i f i e d  b y  s p o r u l a t i o n  a n d  

P C R  t e c h n i q u e s  b a s e d  o n  I T S  r e g i o n .  A l l  i s o l a t e s  w e r e  p o s i t i v e  i n  b o t h  t e c h n i q u e s  b u t  

t h e  z o o s p o r e  i n d u c t i o n  m e t h o d  r e q u i r e s  t h e  s t e p s  o f  s u b c u l t u r i n g  a n d  z o o s p o r e  

i n d u c t i o n  w h i c h  a r e  t i m e - c o n s u m i n g  a n d  l a b o u r - i n t e n s i v e .  T h e  r e s u l t  o f  t h i s  s t e p  

a g r e e d  w i t h  t h e  p r e v i o u s  r e p o r t s  t h a t  t h e  P C R  b a s e d  m e t h o d  u s i n g  I T S  r e g i o n ,  i s  a  

p r o p e r  c h o i c e  t o  d e v e l o p  a n d  f a c i l i t a t e  r a p i d  i d e n t i f i c a t i o n  o f  p. insid iosum  ( 2 6 ,  111 ,  

1 4 3 ) .  I n  T h a i l a n d ,  t h e  f i r s t  r e p o r t  o f  a n i m a l  p y t h i o s i s  w a s  r e c e n t l y  i d e n t i f i e d  a n d  

r e p o r t e d  b y  B a n r u n a v a ,  et al.  ( d a t a  u n p u b l i s h e d ) ,  a n d  i n c l u d e d  i n  t h i s  s t u d y  ( s t r a i n  

P A C 2 ) .

T h e r e  a r e  m a n y  h i g h  -  t h r o u g h p u t  t e c h n i q u e s  t h a t  c a n  b e  u s e d  t o  s t u d y  

t r a n s c r i p t o m e  i n c l u d i n g  D N A  m i c r o a r r a y ,  s u b t r a c t i v e  h y b r i d i z a t i o n  a n d  s u p p r e s s i o n  

s u b t r a c t i v e  h y b r i d i z a t i o n  ( S S H ) .  O f  t h e s e ,  D N A  m i c r o a r r a y  m e t h o d  i s  c e r t a i n l y  t h e  

m o s t  w i d e l y  u s e d  b u t  t h e  l e a s t  o f  s e q u e n c e  a n a l y s i s  i n f o r m a t i o n  i s  a  l i m i t a t i o n .  T h i s  

d r a w b a c k  c a n  r e s o l v e  w i t h  S S H  m e t h o d  b e c a u s e  i t  d o e s  n o t  r e q u i r e  a n y  p r i o r  a n a l y s i s  

d a t a  o f  t h e  e x p r e s s i o n  p r o f i l e  a s  r e q u i r e d  i n  t h e  p r o b e  s e l e c t i n g  s t e p  i n  m i c r o a r r a y  

( 2 1 1 ) .  M o r e o v e r  t h e  S S H  b a s e d  o n  s u p p r e s s i o n  P C R  a p p r o a c h  h a s  b e e n  s u c c e s s f u l l y  

u s e d  t o  i d e n t i f y  g e n e s  r e s p o n s e  t o  t e m p e r a t u r e  s t r e s s .  I t  w a s  s h o w e d  t h e  a b i l i t y  t o  

d e t e c t  n o v e l  g e n e s  i n  M a i z e ,  P o p l a r  a n d  Festuca  s p p  ( 2 1 2 - 2 1 4 ) .  A s  t h e  i n c u b a t i o n  

t e m p e r a t u r e  f o r  c l i n i c a l  i s o l a t e s  i n  r o u t i n e  l a b o r a t o r y  w e r e  2 7 ° c .  A n d  t h e  a v e r a g e  

t e m p e r a t u r e  f o r  1 0  y e a r  p e r i o d  i n  B a n g k o k  M e t r o p o l i t a n ,  T h a i l a n d  ( 1 9 9 7  -  2 0 0 7 )  f r o m  

T h a i  M e t r o l o g i c a l  D e p a r t m e n t  w a s  a r o u n d  2 6  -  3 0 ° c  ( 2 1 5 ) .  T h e n ,  t h e  t e m p e r a t u r e s  

u s e d  i n  t h e  S S H  e x p e r i m e n t  w e r e  3 7 ° c  a n d  2 7 ° c .

S i x  h u n d r e d  a n d  s i x  i n s e r t e d  c l o n e s  o u t  o f  a l l  w h i t e  c o l o n i e s  ( 1 , 2 0 0  c o l o n i e s )  

f r o m  b o t h  s u b t r a c t e d  c D N A  l i b r a r i e s  w e r e  d e t e c t e d  f r o m  S S H  e x p e r i m e n t .  T h e s e
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c o l o n i e s  w e r e  s u b j e c t e d  t o  B L A S T N  a n d  B L A S T X  a n a l y s i s .  A f t e r  t h e  a n a l y s i s ,  i t  w a s  

f o u n d  t h a t  m o r e  t h a n  6 0 %  o f  s u b t r a c t e d  c D N A  l i b r a r i e s  w e r e  s i m i l a r  t o  t h e  a v a i l a b l e  

s e q u e n c e  d a t a b a s e s  i n  G e n B a n k .  A n o t h e r  4 0 %  r e m a i n i n g  w e r e  f o u n d  a s  u n k n o w n  

s e q u e n c e s ,  p o s s e s s i n g  e i t h e r  u p  o r  d o w n  -  r e g u l a t e d  g e n e s  a t  3 7 ° c  c o n d i t i o n .  D u e  t o  

t h e  v e r y  f e w  i n f o r m a t i o n  o f  g e n o m e  s e q u e n c e  a n d  b e  o v e r l o o k e d  o n  t h i s  o r g a n i s m ,  

t h e s e  u n k n o w n  g e n e s  a r e  v e r y  w o r t h  t o  s t u d y  t h e i r  f u n c t i o n s .

A m o n g  t h e  k n o w n  g e n e s  o b t a i n e d  t h e  d a t a  f r o m  G e n B a n k ,  m o s t  o f  t h e  

i n s e r t e d  c l o n e s  p o s s e s s e d  r R N A  s e q u e n c e s  a n d  m i t o c h o n d r i a l  s e q u e n c e s ,  a f t e r  

B L A S T N  a n a l y s i s .  I n  t e r m s  o f  B L A S T X  a n a l y s i s ,  s e v e r a l  g e n e s  w e r e  r e l a t e d  t o  

s e n e s c e n c e - a s s o c i a t e d  p r o t e i n s ,  i n v o l v e d  s t r e s s  r e s p o n s e  m e c h a n i s m .  I t  w a s  b e l i e v e d  

t h a t  t h e s e  p r o t e i n s  c o m p e n s a t e d  t h e  r i b o s o m e  a s s e m b l y  a n d  m a i n t a i n e d  t h e  

t r a n s l a t i o n a l  p r o c e s s  b y  b i n d i n g  t o  5 S  R N A  ( 2 1 6 ) .  A t  t h i s  p o i n t ,  t h e  r e s u l t  o f  B L A S T  

a n a l y s i s  f o c u s e d  o n  t h e  m i t o c h o n d r i a  m e c h a n i s m  a f f e c t e d  f r o m  t e m p e r a t u r e  s t r e s s  

c o n d i t i o n .  T h e s e  i n f o r m a t i o n  w e r e  c o r r e s p o n d e d  t o  t h e  r e p o r t  b y  S c h m i t t  et a l.  T h e y  

r e v e a l e d  t h a t  m i t o c h o n d r i a l  p r o t e i n s  s y n t h e s i s  i s  a  t h e r m o s e n s i t i v e  p r o c e s s  ( 2 1 7 ) .  A l l  

t h e  a b o v e  d a t a  o b t a i n e d  f r o m  t h e  S S H  c D N A  l i b r a r i e s  a t  2 7 ° c  a n d  3 7 ° c  c o n d i t i o n s .  I t  

i s  r e m a r k a b l e  t o  n o t e  t h a t  t h e  o p t i m u m  t e m p e r a t u r e  f o r  g r o w t h  o f  p. insid iosum  i s  

3 7 ° c .  T h e n  t h e  s t r e s s  t e m p e r a t u r e  m i g h t  b e  t h e  l o w e r  o n e  o r  t h e  t e m p e r a t u r e  o f  i t s  

n a t u r a l  h a b i t a t  ( 3 9 ) .  A n o t h e r  f o u r  k n o w n  f u n c t i o n a l  g r o u p s  o f  g e n e s  d e r i v e d  f r o m  

t e m p e r a t u r e  a t  3 7 ° c  c o n d i t i o n  w e r e  l i n k e d  t o  p r o t e i n  c a r r i e r ,  c e l l  c y c l e ,  s i g n a l  

t r a n s d u c t i o n  m e c h a n i s m  a n d  p r o t e o l y s i s  f u n c t i o n s .  T w o  e n c o d e d  g e n e s ;  p h o s p h a t e  

c a r r i e r  p r o t e i n  a n d  i n o s i t o l  -  3  -  p h o s p h a t e  s y n t h a s e  w e r e  t h e  m e m b e r s  i n  a  f a m i l y  o f  

m i t o c h o n d r i a  p r o t e i n .  T h e  p r e v i o u s  p u b l i c a t i o n  r e v e a l e d  t h a t  m y o  -  i n o s i t o l ,  a n  

e s s e n t i a l  p r e c u r s o r  f o r  p h o s p h o l i p o m a n n a n ,  p l a y e d  a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  Candida.
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P h o s p h o l i p o m a n n a n ,  a  f a m i l y  o f  g l y c o p h o s p h a t i d y l i n o s i t o l  ( G P I ) - a n c h o r e d  

g l y c o l i p i d s  l o c a t e d  o n  t h e  c e l l  s u r f a c e  o f  Candida,  i s  i n v o l v e d  i n  t h e  p a t h o g e n i c i t y  o f  

t h i s  f u n g u s .  T h i s  c o m p o u n d  b i n d s  t o  h u m a n  m a c r o p h a g e s  a n d  a l s o  s t i m u l a t e s  t h e  

m a c r o p h a g e  ( 2 1 8 ) .  T h u s ,  p h o s p h o l i p o m a n n a n  i s  c o n s i d e r e d  a  v i r u l e n c e  f a c t o r  i n  

C andida  a n d  h a s  b e e n  s h o w n  t o  p o s s e s s  i m m u n o m o d u l a t o r y  p r o p e r t i e s  s u c h  a s  T N F - a  

i n d u c t i o n  ( 2 1 9 ) .  T h e  t h i r d  w a s  g e n e  e n c o d i n g  s e r i n e  c a r b o x y p e p t i d a s e ,  o n e  k i n d  o f  

p r o t e a s e s ,  p l a y s  a  s i g n i f i c a n t  r o l e  i n  t h e  m o l e c u l a r  d i a l o g u e  i n  t h e  h o s t - p a r a s i t e  

r e l a t i o n s h i p .  T h i s  r e s u l t  a g r e e d  t o  t h e  p r e v i o u s  d a t a  o f  R a v i s h a n k a r  et a l  ( 3 9 )  t h a t  t h e  

e x t r a c e l l u l a r  p r o t e i n a s e  w a s  i n c r e a s e d  w h e n  p. insidiosum  w a s  c u l t u r e d  o n  p r o t e i n  

r i c h  -  m e d i u m  a n d  i n c u b a t e d  a t  3 7 ° c  ( 3 8 - 3 9 ) ,  in v itro .  T h e y  c o n c l u d e d  t h a t  t h i s  

p r o t e i n  i s  a  o n e  f a c t o r  w h i c h  h e l p  t h e  h y p h a e  t o  p e n e t r a t e  o r  i n v a d e  i n t o  h o s t  t i s s u e

( 3 9 ) .  I t  i s  s u r p r i s e d  t h a t  t h e  l a s t  o n e  w a s  s i m i l a r  t o  g a g  p o l y m e r a s e  g e n e .  A s  w e  k n o w  

t h a t  t h i s  g e n e  l o c a t e s  i n  v i r a l  D N A ,

E v e n  t h o u g h  S S H  i s  o n e  o f  t h e  p o w e r f u l  t o o l  t o  i s o l a t e  t h e  d i f f e r e n t i a l l y  

e x p r e s s e d  g e n e s ,  t h e  d r a w b a c k  o f  f a l s e  p o s i t i v e  g e n e  c a n  b e  f o u n d  ( 2 2 0 ) .  T o  d e t e c t  

t h e  t r u e  p o s i t i v e  g e n e ,  a n o t h e r  a p p r o a c h  o f  t h e  s e m i  -  q u a n t i t a t i v e  P C R  i s  p e r f o r m e d  

( 2 2 1 ) .  I n  t h i s  s t e p ,  t h e  s p e c i f i c  p r i m e r  p a i r  w a s  r e q u i r e d .  B u t  w i t h  t h e  Rsa  I  d i g e s t i o n  

s t e p ,  t h e  o b t a i n e d  c D N A  f r a g m e n t s  r a n g e d  f r o m  2 0 0  t o  1 , 0 0 0  b p  ( a v e r a g e  ~ 3 0 0  b p )  

( 5 3 ,  1 7 3 ) .  T h u s ,  t h e  i n c o m p l e t e  c D N A  f r a g m e n t  w a s  o b t a i n e d .  T h i s  i s  o n e  o f  t h e  

h i n d r a n c e  t o  d e s i g n  s p e c i f i c  p r i m e r s  f o r  a l l  4  g e n e s  f r o m  t h e i r  s e q u e n c e s .  M o r e  

e x p e r i m e n t s  t o  o b t a i n  t h e  f u l l  l e n g t h  o f  t h e  f u n c t i o n a l  g e n e ,  s u c h  a s  R A C E  P C R  a n d  

i n v e r t e d  P C R  s h o u l d  b e  t r i e d .  N e x t ,  t h e  f u n c t i o n  ( ร )  s h o u l d  b e  d e t e r m i n e d  b y  

m u t a t i o n ,  a n d  s m a l l  i n t e r f e r i n g  R N A  ( s i R N A ) .
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F o r t u n a t e l y ,  t h e r e  w a s  a  r e v i e w  l i t e r a t u r e  e x p l a i n e d  t h a t  t h e  v i r u l e n c e  g e n e s  

o f  t h e  o o m y c e t e s ,  f u n g a l  p h y t o p a t h o g e n  i n  t h e  s a m e  f a m i l y  o f  p. insid iosum  m o s t l y  

r e l a t e d  t o  c h i t i n  a n d  s t r u c t u r a l  p r o t e i n s  ( 2 2 2 ) .  B a s e d  o n  t h e s e  i n f o r m a t i o n  a n d  t h e i r  

g e n e t i c  s e q u e n c e s  i n  G e n B a n k ,  t h r e e  g e n e s ,  c y t o c h r o m e  c  o x i d a s e  s u b u n i t  I I  (C O X

I I ) ,  p -  ณ b u l i n  (T U B ),  c h i t i n  s y n t h a s e  s u b u n i t  I I  (C H I  I I ) ,  w e r e  f e t c h e d .  T h e  s p e c i f i c  

p r i m e r  o f  2  g e n e s ;  TUB  a n d  C H I  I I ,  w e r e  d e s i g n e d  i n  t h i s  s t u d y  w h e r e a s  t h o s e  o f  

C O X  I I  w a s  r e f e r r e d  f r o m  V i l l a  et a l  ( 1 9 4 ) .  T o  e x a m i n e  w h e t h e r  t h e s e  g e n e s  w a s  i n  

t h e  S S H  c D N A  l i b r a r i e s  o r  n o t ,  P C R  u s i n g  t h e s e  c D N A  a s  t e m p l a t e  w e r e  c a r r i e d  o u t  

w i t h  t h e  a b o v e  s p e c i f i c  p r i m e r s .

T o  p e r f o r m  t h e  q u a n t i t a t i v e  e x p r e s s i o n  l e v e l ,  r e a l  t i m e  R T  -  P C R ,  w a s  

s e l e c t e d  a s  t h e  c o n f i r m a t i o n  m e t h o d  ( 2 2 3 ) .  T h e  n o r m a l i z a t i o n  s t r a t e g i e s  w e r e  t h e  

p r i o r i t i z e d  p r o c e s s  i n  c o n t r o l l i n g  t h e  e x p e r i m e n t  a n d  t e c h n i c a l  v a r i a t i o n .  T o  a c h i e v e  

q u a n t i t a t i v e  a n a l y s i s ,  e n d o g e n o u s  h o u s e k e e p i n g  o r  r e f e r e n c e  g e n e  i s  i n d i s p e n s a b l e  

( 2 2 4 - 2 2 5 ) .  A s  m e n t i o n e d  a b o v e ,  n o  s u c h  a  s y s t e m  h a s  b e e n  e s t a b l i s h e d  f o r  p. 

insid iosum  g e n e  e x p r e s s i o n  a s s a y s .  T h e r e  h a v e  b e e n  s e v e r a l  s t u d i e s  i n  e u k a r y o t e  g e n e  

e x p r e s s i o n  u s i n g  g l y c e r a l d e h y d e s  3  -  p h o s p h a t e  d e h y d r o g e n a s e  (G A P D H ),  p  -  a c t i n  

(A C TB ),  R N A  p o l y m e r a s e  I I  (R N A P ll),  r i b o s o m a l  p r o t e i n  L 1 3  ( L 1 3 )  g e n e ,  p  -  t u b u l i n  

(T U B ),  1 8 S  a n d  2 8 S  r R N A  a s  a  h o u s e k e e p i n g  g e n e  ( 2 2 6 - 2 3 0 ) .  F r o m  r e s u l t  o f  s e m i  -  

q u a n t i t a t i v e  P C R ,  2 8 r R N A  s h o w e d  t h e  c o n s i s t e n c e  e x p r e s s i o n  i n  b o t h  t e m p e r a t u r e  

c o n d i t i o n s ,  t h u s  i t  c a n  b e  u s e d  a s  a  c o n t r o l .  T o  u s e  t h i s  c o n t r o l ,  t h e r e  h a v e  b e e n  

a m b i g u o u s  s u p p o r t s  ( 2 3 1 - 2 3 2 ) .  T h e  r e a s o n  w h y  2 8 r R N A  w a s  n o t  i n  p o p u l a r  d u e  t o  i t s  

d i s a b l e  t o  a n n e a l e d  w i t h  o l i g o  ( d T )  p r i m e r  d u r i n g  c D N A  s y n t h e s i s  ( 2 0 2 ) .  H o w e v e r ,  

t h e r e  w a s  a n  e v i d e n c e  t o  s u p p o r t  o u r  s y s t e m  t o  u s e  t h i s  c o n t r o l  i n s t e a d  o f  

h o u s e k e e p i n g  g e n e s  ( 2 2 5 ) .  A l l  t h r e e  c a n d i d a t e  g e n e s  w e r e  s u b j e c t e d  t o  i n v e s t i g a t e
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t h e i r  e x p r e s s i o n  l e v e l  b y  r e a l  t i m e  R T - P C R .  T h e  r e s u l t  s h o w e d  t h a t  o n l y  C O X ll  g e n e ,  

e n c o d e d  c y t o c h r o m e  o x i d a s e  s u b u n i t  I I ,  e x p r e s s e d  a t  3 7 ° c  h i g h e r  t h a n  a t  2 7 ° c  

c o n d i t i o n ,  c o x  I I  g e n e  i s  a  p a r t  o f  c y t o c h r o m e  o x i d a s e  c o m p l e x ,  l o c a t e d  i n  i n n e r  

m i t o c h o n d r i a  m e m b r a n e .  S i n c e  t h e  s t r u c t u r e  o f  t h i s  c o m p l e x  c o n t a i n  a  p o r e ,  i t  m a k e s  

t h e  m o v e m e n t  o f  p r o t o n s  f r o m  t h e  m i t o c h o n d r i a  m a t r i x  t o  t h e  i n t e r m e m b r a n e  s p a c e ,  

g e n e r a t i n g  t h e  p r o t o n  g r a d i e n t  f o r  A T P  s y n t h e s i s  i n  f u n g i  ( 2 3 3 ) .  I n  y e a s t ,  a n d  h i g h e r  

p l a n t s ,  C O X  I I  i s  s y n t h e s i z e d  a s  a  p r e c u r s o r  p r o t e i n  o n  m i t o c h o n d r i a l  r i b o s o m e s  ( 2 3 4 -  

2 3 5 ) .  A n o t h e r  s u p p o r t  w a s  f o u n d  t h e  t e m p e r a t u r e  d e p e n d e n t  c o x  I I  e x p r e s s i o n  i n  

Saccharomyces cerevisiae  t e m p e r a t u r e  s e n s i t i v e  s t r a i n  u s i n g  m u t a t i o n  b y  c h a n g i n g  

A l a i  8 9  o f  t h e  C o x 2  p r o t e i n  t o  p r o l i n e  ( 2 3 6 ) .  O u r  s t u d y  s u g g e s t e d  t h a t  c o x  I I  

e x p r e s s i o n  i n  p. insid iosum  i s  t e m p e r a t u r e  d e p e n d e n t .

A n o t h e r  t w o  g e n e s ,  TUB  a n d  C H I  I I ,  t h e y  w e r e  l o c a t e d  i n  n u c l e a r  D N A .  

T h e i r  e x p r e s s i o n s  a t  b o t h  t e m p e r a t u r e  w e r e  d i f f e r e n c e  w i t h  n o n - s i g n i f i c a n t  ( p > 0 . 0 5 ) .  

N o  e v i d e n c e  f r o m  t h e  r e l a t e d  o r g a n i s m  o f  t h e  e x p r e s s i o n  o f  t h e s e  g e n e s  w a s  f o u n d .  

T h u s ,  t h e  e x p r e s s i o n  o f  b o t h  g e n e s  w a s  t e m p e r a t u r e  i n d e p e n d e n t .  T h i s  r e s u l t  p r o v i d e s  

t h e  n o v e l  s u p p o r t i n g  t o  a p p l y  TUB  a n d  C H I  I I  a s  h o u s e k e e p i n g  g e n e s  i n  g e n e  

e x p r e s s i o n  o f  p. insidiosum.

R e g a r d i n g  t o  t h e  p h y l o g e o g r a p h i c  p r e f e r e n c e s  o f  p. insid iosum  a s  m e n t i o n e d  

b e f o r e ,  t h r e e  c l a d e s ,  I ,  I I ,  a n d  I I I  w e r e  s e p a r a t e d  ( 2 6 ,  3 1 ) .  P r e s e n t l y ,  t h e r e  s t i l l  n o  

a n s w e r  w h e t h e r  t h e  e x p r e s s i o n  o f  c e r t a i n  g e n e  d e p e n d s  o n  t h e  g e o g r a p h i c  d i s t r i b u t i o n  

o r  n o t .  T h e n ,  u s i n g  i s o l a t e s  f r o m  a l l  c l a d e s  w e r e  d e t e r m i n e d .  I n d i s t i n g u i s h a b l e  

e x p r e s s i o n  o f  a l l  t h r e e  g e n e s  w a s  d e t e c t e d  a t  2 7 ° c  c o n d i t i o n .  O n l y  C H I I I  s h o w e d  t h e  

c l a d e  d e p e n d e n t  a t  3 7 ° c  c o n d i t i o n .  T h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  g e o g r a p h i c  p r e f e r e n c e  

a n d  e x p r e s s i o n  o f  C H I  I I  g e n e  i s  c o n c e r n e d  a n d  r e q u i r e d  t o  f u r t h e r  s t u d y .
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R e c e n t l y ,  p h y l o g e n e t i c  a n a l y s i s  o f  t h e  e n v i r o n m e n t a l  T h a i  s t r a i n s  o f  p. 

insidiosum  u s i n g  t h e  I T S  r e g i o n s  r e v e a l e d  t h a t  t h e s e  s t r a i n s  s h a r e d  p h y l o g e n e t i c  

f e a t u r e s  i n  c o m m o n  w i t h  t h e  c l i n i c a l  i s o l a t e s  r e c o v e r e d  f r o m  h u m a n s  a n d  a n i m a l s  

( 1 4 3 ) .  I n  a l l  3  c l a d e s ,  S c h u r k o  et a l  d e s c r i b e d  c l a d e  c  c o m p r i s e d  o f  c r y p t i c  g r o u p  o f  

p. insidiosum  ( 3 1 ) .  T h e y  b e l i e v e  t h a t  t h i s  g r o u p  m i g h t  r e p r e s e n t  n e w  p h y l o g e n e t i c  

s p e c i e s  o f  t h i s  p a t h o g e n .  T h i s  n o t i c e  n e e d s  t o  i n v e s t i g a t e  p h y l o g e n e t i c  r e l a t i o n s h i p  

u s i n g  o t h e r  g e n e s .  A m o n g  g e n e s  e n c o d i n g  p r o t e i n s ,  v e r y  f e w  r e p o r t s  a r e  a v a i l a b l e  o n  

t h e  u s e  o f  c y t o c h r o m e  c  o x i d a s e  s u b u n i t  I I  ( c o x  I I )  a n d  p  -  t u b u l i n  (T U B )  g e n e  f o r  

p h y l o g e n e t i c  s t u d i e s  i n  G e n u s  P hytophthora  a n d  Pythium  ( 1 9 4 ) .  T h e  c o x  I I  g e n e s  

w e r e  a p p l i e d  a n d  s u c c e e d  t o  p h y l o g e n e t i c  r e l a t i o n s h i p  s t u d y ,  w h e r e a s  a n o t h e r  g e n e  

r e m a i n s  t o  b e  e x a m i n e d .  U n l i k e  t h e  I T S  r e g i o n s ,  c o x  I I  g e n e  i s  a  m i t o c h o n d r i a l -  

e n c o d e d  g e n e  w h i c h  i s  g e n e r a l l y  c o n s i d e r e d  t o  b e  m o r e  v a r i a b l e  t h a n  t h e  g e n o m i c  

D N A .  T h i s  g e n e  w a s  u s e d  t o  a n a l y z e  p h y l o g e n e t i c  t r e e s  i n  P yth ium  s p p .  a n d  

P hytophthora  s p p .  ( 2 3 7 - 2 3 8 ) .

P h y l o g e n e t i c  a n a l y s e s  u s i n g  c o x  I I  a n d  I T S  r e g i o n s  p l a c e d  t h e  t h i r t y - t h r e e  

i s o l a t e s  o f  p. insid iosum  i n t o  t h r e e  m a i n  g r o u p s :  A th, B th, a n d  C th c l u s t e r  ( F i g u r e s  4 2  

a n d  4 3 ) .  I n  t h e  c o x I I  p h y l o g e n e t i c  t r e e  t h e  t w o  A m e r i c a n  i s o l a t e s  i n  t h e  c l u s t e r  A th 

( e q u i n e  i s o l a t e s ,  f r o m  C o s t a  R i c a  a n d  T e x a s )  w e r e  s e p a r a t e d  f r o m  t h e  o t h e r  t h i r t y - o n e  

p. insid iosum  T h a i  i s o l a t e s  l o c a t e d  i n  c l u s t e r s  B th a n d  C th- B a s e d  o n  p. insidiosum  

I T S  r e g i o n  S c h u r k o  et a l.  f o u n d  t h r e e  c l a d e s  a m o n g  m a m m a l i a n  i s o l a t e s  o f  p. 

insid iosum  d e s i g n a t e d  a s  c l a d e s  I ,  I I ,  a n d  I I I  ( 3 1 ) .  T h e s e  c l a d e s  h a v e  s t r o n g  

a s s o c i a t i o n  w i t h  t h e  g e o g r a p h i c a l  r e g i o n s  w h e r e  t h e  i s o l a t e s  w e r e  r e c o v e r e d .  R e c e n t  

p h y l o g e n e t i c  a n a l y s i s  i n  T h a i l a n d  u s i n g  t h e  I T S  D N A  s e q u e n c e s  o f  e n v i r o n m e n t a l  p.
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insidiosum  s h o w e d  s i m i l a r  t r e e s  c l u s t e r e d  i n  t h r e e  s t r o n g l y  s u p p o r t e d  c l a d e s  ( A ,  B ,  

a n d  C )  ( 1 4 3 ) .  T h e s e  I T S  a n a l y s e s  w e r e  s i m i l a r  t o  t h a t  r e p o r t e d  b y  S c h u r k o  et a l  ( 3 1 ) .

O u r  s t u d y  s u p p o r t  p r e v i o u s  r e p o r t s  ( T a b l e  2 5 ) .  T h e  M T P I 0 4  a n d  M T P I 1 9  

w e r e  p l a c e d  i n  c l u s t e r  A th i n  b o t h  c o x  I I -  a n d  I T S -  p h y l o g e n e t i c  t r e e s .  

E n v i r o n m e n t a l  i s o l a t e s  f r o m  S u p a b a n d h u  et a l  ( 1 4 3 )  w e r e  c o m p a r a b l e  t o  B jh a n d  C th 

i n  t h i s  รณd y  a n d  c l a d e  B  a n d  c  o f  S u p a b a n d h u  et a l  ( 1 4 3 )  a n d  c l a d e  I I  a n d  I I I  o f  

S c h u r k o  et a l.  ( 3 1 ,  1 4 3 ) .  T h e  c o x  I I  g e n e  a n a l y s i s  s h o w e d  h i g h e r  r e s o l u t i o n  t h a n  

p h y l o g e n e t i c  a n a l y s i s  u s i n g  I T S  D N A  s e q u e n c e s  ( 3 1 ,  1 4 3 ) .  A l t h o u g h  a n  I T S  r e g i o n  

h a s  b e e n  w i d e l y  u s e d  i n  p h y l o g e n e t i c  s t u d i e s  f o r  o v e r  a  d e c a d e ,  s o m e  n e w l y  p r o p o s e d  

g e n e s  c o d i n g  f o r  m e t a b o l i c  p r o t e i n s  a r e  b e c o m i n g  b e t t e r  c a n d i d a t e s  f o r  s t u d y i n g  

m i c r o o r g a n i s m s .  O u r  r e s u l t s  s h o w e d  t h a t  c o x  I I  g e n e  g e n e r a t e  m o r e  r e s o l v e d  

p h y l o g e n e t i c  t r e e  t h a n  I T S .  T h e r e f o r e ,  t h e  u s e  o f  t h i s  c o d i n g  g e n e  s e q u e n c e  s h o u l d  b e  

u s e d  a s  a  n o v e l  m a r k e r  f o r  t h e  p h y l o g e n e t i c  a n a l y s i s  o f  p. insidiosum .  M o r e o v e r ,  o u r  

p h y l o g e n e t i c  a n a l y s i s  u s i n g  c o x  I I  g e n e  p l a c e d  Pyth ium  s p p .  i n  a  m o n o p h y l e t i c  g r o u p  

d i s t i n c t  f r o m  t h e  i s o l a t e s  o f  Basid iobolus m eristosporus  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .
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Table 25. S h o w i n g  t h e  c l u s t e r  t e r m i n o l o g y  o b t a i n e d  f r o m  t h e  p h y l o g e n e t i c  a n a l y s i s  

o f  t h r e e  s t u d i e s  i n c l u d i n g  t h e  p r e s e n t  s t u d y .  C l i n :  c l i n i c a l  s o u r c e ,  e n v :  

e n v i r o n m e n t a l  s o u r c e

This study 
(33 isolates)

Supabandhu et al., 2008 
(ITS, 59 isolates)

Schurko et ai, 2003 
(ITS, 23 isolates)

COX I I
(558-564 bp.)

(c lin .:e n v . = 2 :0 ) 
from Costa Rica &  Texas

Ath A I

B t h :
(c lin .:e n v . = 6 :15) 

a ll from Thailand
Bth B II

C t h :
(c lin .:e n v . = 6 :4) 
a ll from Thailand

Cth c I I I

ITS1-ITS2 Region
(871-898 bp.)

(c lin .:e n v .’=  2 :0 ) 
from Costa Rica &  Texas

Ath A I

Bth:
(c lin .:e n v . =  6 :15) 

a ll from Thailand
B th B II

C t h  ะ
(c lin .:e n v . =  6 :4 ) 
a ll from  Thailand

Cth c I I I
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I n  c o n c l u s i o n ,  t h i s  s t u d y  s h o w e d  t h a t

1 .  S S H  c D N A  l i b r a r i e s  f r o m  2 7 ° c  a n d  3 7 ° c  w e r e  c o n s t r u c t e d .

2 .  E x p r e s s i o n  s y s t e m  f o r  p. insidiosum  s y s t e m  u s i n g  r e a l  t i m e  R T - P C R  w i t h  

2 8 S  r R N A  a s  a  c o n t r o l  w a s  c o n s t r u c t e d .

3 .  T h e  e x p r e s s i o n  o f  c o x I I  d e p e n d s  o n  t e m p e r a t u r e ,  t h a t  i s  a t  3 7 ° c  i s  o v e r

1
a t  2 7 C  c o n d i t i o n .

4 .  C O X  I I  g e n e  i s  t h e  g o o d  c a n d i d a t e  g e n e  t o  r e v e a l  t h e  g e n e t i c  a s s o c i a t i o n  

o f  p. insidiosum .  I t  a l s o  i s  a n  a l t e r n a t i v e  g e n e  o f  I T S ,  c o m m o n l y  u s e d  t o  

t h e  p h y l o g e n e t i c  s t u d y .

F u t u r e  w o r k

1 .  T o  d e s c r i b e  t h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  e x p r e s s i o n  o f  c o x  I I  o n  t h e  

p a t h o l o g y  o f  t h e  d i s e a s e  t h a t  s t i l l  r e q u i r e s  m o r e  s t u d y  a b o u t  f u n c t i o n s ,  

t a r g e t s  a n d  u l t i m a t e l y  h o w  t h e  e x p r e s s i o n  a n d  t r a n s l a t i o n  a r e  r e g u l a t e d .

2 .  T h e  u p  -  o r  -  d o w n  r e g u l a t e d  r e m a i n i n g  g e n e s  f r o m  S S H  c D N A  l i b r a r i e s ,  

s u c h  a s  s e r i n e  c a r b o x y p e p t i d a s e ,  m y o - i n o s i t o l  p h o s p h a t e ,  p h o s p h a t e  

c a r r i e r  p r o t e i n  a n d  u n k n o w n  c l o n e s  a r e  r e q u i r e d  f o r  f u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n  

o n  i d e n t i f i c a t i o n  a n d  c h a r a c t e r i z a t i o n .  T h e  g a i n  o f  t h e s e  i n f o r m a t i o n  w i l l  

p r o v i d e  t h e  u n d e r s t a n d i n g  o f  p a t h o g e n e s i s  i n  t h e  g e n e t i c  l e v e l .  T h i s  i s  

v e r y  u s e f u l  i n  f i n d i n g  e f f e c t i v e  t r e a t m e n t s  a n d  p r o t e c t i o n  i n  t h e  f u t u r e .
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