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Introduccioén. Paracoccidioides brasiliensis es un hongo dimoérfico térmico, que a temperatura
ambiente se presenta como un moho productor de conidias, mientras que en el huésped se
comporta como una levadura de gemacion multiple. Los mecanismos moleculares que rigen la
germinacién de conidia a micelio aun se desconocen.

Obijetivo. Estudiar en P. brasiliensis la cinética del proceso de germinacién de conidia a micelio
y determinar los genes expresados durante este proceso mediante la construccion y el andlisis
de una libreria EST (Expressed Sequence Tag).

Materiales y métodos. Para el estudio de la cinética de germinacion, se produjeron y aislaron
conidias de P. brasiliensis. Estas fueron incubadas en cultivos liquidos a 18°C por 24, 48, 72 y
96 horas, y se examinaron por microscopia de luz. A partir de conidias cultivadas por 96 horas,
se construyé y caracterizé una libreria EST, la cual representaria los genes expresados durante
el proceso de germinacion.

Resultados. Durante el proceso de germinacion de conidia a micelio, se observo 11,7£1,2%,
30+0,6%, 43%1,3% y 66+2,4% de germinaciéon a las 24, 48, 72 y 96 horas de incubacién,
respectivamente. Ademas, se obtuvo una libreria del proceso de germinacién consistente en 129
secuencias agrupadas en cuatro secuencias contiguas y siete secuencias Unicas, para un total
de 11 posibles genes. Ocho secuencias (72,7%) no habian sido descritas anteriormente en otras
librerias informadas para este hongo y podrian representar genes especificos de la germinacién
de conidia a micelio.

Conclusiones. Este es el primer reporte en el que se identifican genes no descritos anteriormente,
que son expresados durante la germinacién de conidia a micelio, proceso de gran importancia en
la biologia de P. brasiliensis.
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Identification of genes associated with germination of conidia to form mycelia in the
fungus Paracoccidioides brasiliensis

Introduction. Paracoccidioides brasiliensis is a thermo-dimorphic fungus. At room temperature
it grows as a mold that produces conidia, whereas in the vertebrate host it grows as a multiple-
budding yeast. The molecular mechanisms involved in the germination from the conidia to the
mycelia process remain unknown.

Objective. The kinetics of conidia to mycelia germination process were studied in the dimorphic
fungus P. brasiliensis. Gene expression during this process was evaluated by construction and
analysis of an EST library.

Materials and methods. For the germination kinetics study, P. brasiliensis conidia were isolated
as single cell units. Then, they were cultured at 18° C in BHI (brain-heart infusion) broth for 24, 48,
72 and 96 hr. After each perion, they were examined by light microscopy. From conidia harvested
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at 96 hr, an EST library was constructed; at this stage the gene expression was presumed to be

maximal for the germination process.

Results. During the conidia to the mycelia developmental process, the following germination
rates were observed: at 24 hr, 11.7£1.2%; at 48 hr, 30£0.6%; at 72 hr, 43+1.3%; and at 96 hr,
6612.4%. At the 96 hour stage, an EST library was constructed. It consisted of 129 sequences
grouped in 4 contigs and 7 singlets for a total of 11 possible genes. Eight of the sequences had
not been described previously in other EST libraries of this fungus.

Conclusions. New genes were identified that were expressed during the conidia to the mycelia
germination process and may represent genes specific to the germination process.

Key words: Paracoccidioides; spores; fungal; mycelium, germination.

La paracoccidioidomicosis, enfermedad infeccio-
sa endémica de areas tropicales y subtropicales
de Centroamérica y Suramérica, es causada
por el hongo dimérfico térmico Paracoccidioides
brasiliensis (1,2). La paracoccidioidomicosis es
una enfermedad crénica que afecta especial-
mente a hombres adultos, trabajadores del
campo. La enfermedad se desarrolla cuando las
particulas infecciosas (conidias o fragmentos
de micelio) que se alojan en los alvéolos
pulmonares del huésped, realizan el proceso de
transicién hacia levadura, como respuesta para
la supervivencia en los tejidos (3,4).

En cultivos a 37°C y en los tejidos mismos, P.
brasiliensis se encuentra en forma de levadura,
estructura que se reproduce por gemacion
multiple que le confiere el aspecto tipico de un
timén de barco (2). A temperaturas entre 18°C
y 24°C, el hongo se desarrolla como un moho
provisto de micelios delgados, ramificados y
tabicados que, en medios de cultivo pobres
en carbohidratos, producen diversos tipos de
microconidias (2 a 5 pm), que se consideran
las particulas infecciosas (4). La conidia es una
estructura en reposo que, cuando encuentra
un medio propicio, comienza su proceso de
germinacién a micelio, si se encuentra en el
medio ambiente o a temperaturas menores de
26°C, o inicia la transicion a levadura, si entra
en contacto con un hospedero mamifero o si es
cultivada a 36°C (2).
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La transicién de micelio a levadura ha sido
estudiada por diversos investigadores, y se
ha logrado establecer una escala de estadios
morfoldégicos de esta transicion y permitir
su cuantificacion (5-8). De esta manera, el
desarrollo de levaduras a partir del micelio se
da desde el primer dia del cambio térmico y el
desarrollo de levaduras de gemacion multiple se
presenta después de 5 dias (8) y se alcanza el
50% de la transicién a las 48 horas de iniciado
el proceso (5). De igual manera, se ha estudiado
la transicion de levadura a micelio (5-7) y se
han evaluado los cambios morfolégicos que
ocurren durante este proceso, los que muestran
elongacion de las células en gemacién con
muerte y desintegracién de las células madre
y conversion a micelio de 50% a 60% de las
células, a las 48 horas del cambio térmico.

De igual manera, la transicion de conidia a
levadura ha sido ampliamente estudiada por
diversos autores, tanto en ensayos in vivo (9-11)
como ex vivo (12-15); éstos han demostrado
que, en promedio, el 50% de esta transicion se
logra después de 48 horas de incubacion a 36°C
y llega hasta el 80% a las 72 horas. Sin embargo,
es poco lo que se conoce sobre el proceso de
germinacién de conidia a micelio. Restrepo et
al. (16) reportaron por primera vez el proceso
de germinacion in vitro y demostraron que la
elongacion de las hifas ocurria después de 60
horas de incubacion a 25°C. Posteriormente,
Restrepo et al. (Restrepo Bl, McEwen JG,
Salazar ME, Restrepo A. The mycelial form of
Paracoccidioides brasiliensis. In: X Congress of
the International Society for Human and Animal
Mycology-ISHAM; 1988. p. 143-8) confirmaron el
desarrollo del proceso de germinacion, indicando
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que a25°C y en 96 horas, se producian los tubos
germinales, los que posteriormente progresaban
hasta llegar a elementos de micelios.

Con respecto a la evaluacion de los mecanismos
moleculares y de la expresion de genes en los di-
ferentes estadios morfolégicos, se han realizado
varios estudios utilizando estrategias, tales como
la construccién de librerias EST (Expressed
Sequence Tag) y los microarreglos, con los
que se ha logrado recopilar un gran nimero de
genes que se expresan durante los estadios de
micelio y levadura (5,17,18), asi como genes
que presentan expresion diferencial durante la
transicion de micelio a levadura (6,19). Estos
estudios han abierto las puertas al conocimiento
de los mecanismos genéticos que rigen la
diferenciacion morfolégica de P. brasiliensis;
sin embargo, los procesos moleculares involu-
crados en los cambios morfolégicos de las
conidias y los genes involucrados en su
transicién a levadura y germinacion a micelio,
han sido muy poco estudiados. No obstante,
a partir de ARNm obtenido a las 48 horas del
proceso de transicién, fue posible construir
una pequena libreria EST, compuesta por 79
posibles secuencias, de las cuales, 39 no fueron
encontradas en otras librerias de P. brasiliensis
y que, por lo tanto, parecen ser especificas de
la transicién de conidia a levadura, ya que no
habian sido descritas previamente en otras
librerias obtenidas a partir de este hongo (Garcia
AM, et al. En prensa, Medical Mycology).

De esta manera, en este trabajo se describe la
cinética de la germinacién de conidia a micelio,
asi como la construccién y analisis de una
libreria EST obtenida a partir del ARNm extraido
a las 96 horas de tal proceso de germinacion.

Materiales y métodos

Aislamiento de P. brasiliensis y mantenimiento
del hongo

Se utilizé6 la cepa de P. brasiliensis ATCC
N°60855, depositadaenla American Type Culture
Collection, provenientes de la coleccién de la
Corporacion para Investigaciones Bioldgicas, la
cual es productora de conidias (20). La cepa fue
mantenida en su fase micelial en medio sélido
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Mycosel® (BD, Sparks, MD USA) y en medio
sintético McVeight Morton modificado (SMVM)
(21) a 18°C por dos a tres semanas.

Produccioén y purificacion de conidias de P.
brasiliensis

Para la produccion de las conidias se utilizo el
protocolo previamente descrito por Restrepo et
al. (20) en el cual la cepa es mantenida en su
fase de micelio en medio sélido para hongos
SMVM (21) a 18°C durante dos a tres semanas
para, posteriormente, transferir el correspondiente
crecimiento de micelios a medio SMVM liquido
e incubarlo a 18°C en agitacion constante (150
rpm) por dos semanas. El crecimiento obtenido
era homogenizado por licuado (Waring blendor)
y transferido a medios de cultivo pobres en carbo-
hidratos (agar agua), con incubacion a 18°C
por un periodo minimo de tres meses, tiempo
necesario para la esporulacién del hongo (20).

Para la obtencién de las conidias, se usé la
estrategia de purificacion con lana de vidrio, la
cual fue utilizada, tanto para realizar la cinética
de la germinacién como para obtener el ARNm
destinado a la construccion de las librerias.

Para la purificacién con lana de vidrio, se lavaron
las cajas con solucion salina 0,85% mas Tween
20 al 0,01%; la suspensién se transfirié a un
Erlenmeyer con perlas de vidrio y se puso en
agitacion a 250 rpm por 45 minutos a temperatura
ambiente (18°C), con el fin de fragmentar el
micelio y liberar las conidias. Posteriormente, la
purificacion se realizé pasando la suspension de
conidias por jeringas rellenas con lana de vidrio,
en la cual los rastros de micelios quedaban
atrapados, obteniéndose sélo las particulas mas
pequefas correspondiente a las conidias (20).

Los sedimentos obtenidos con este protocolo, se
lavaron dos veces con PBS y se centrifugaron
a 1.500g a 4°C por 30 minutos para, final-
mente, resuspenderlos en 1 ml de PBS del
correspondiente lavado con conidias. Con
ellas se preparé una dilucién 1:10, con la cual
se hizo recuento del nimero de conidias en
hemocitémetro y la prueba de viabilidad por
la técnica de bromuro de etidio-diacetato de
fluoresceina (BE-DF) (22).
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Determinacion de la cinética de germinacion
de conidia a micelio de P. brasiliensis

Esta cinética se realiz6 en microplatos de cultivo
celular (Linbro® Tissue culture multi-well plate
ICN: 7636405) con medio BHI (Brain Heart
Infusion BD, USA), liquido con suplemento de
glucosa al 1% y asparagina al 0,2%, platos que
se inocularon con 25.000 conidias por pozo, con
incubacion a 18°C y agitacion constante por 24,
48, 72 y 96 horas. En cada uno de los tiempos
sefalados, se realiz6 observacién microsco-
pica directa de los platos y se determiné la
tasa de germinacién basada en los cambios
morfoldgicos descritos previamente, paraevaluar
la geminacién con base en: i) la produccién de
tubo germinal, ii) la elongacién de las hifas vy iii)
la produccién de micelio (Restrepo Bl, McEwen
JG, Salazar ME, Restrepo A. The mycelial form
of Paracoccidioides brasiliensis. In: X Congress
of the International Society for Human and
Animal Mycology - ISHAM; 1988. p.143-8) (6).

Obtencion de ARN total

El ARN total se obtuvo después de exponer las
conidias a induccién térmica de 18°C por 96
horas, rompiendo las células por maceracion
con nitrégeno liquido y con posterior extraccion
mediante la técnica del Trizol®, de acuerdo con
las indicaciones del fabricante (Invitrogen Life
Technologies, Pasley, CA., U.S.A, Cat: 15596-026).

Amplificacién de los &cidos nucleicos y
obtencion de ADNc

El ARN obtenido de las conidias se purificd
utilizando el juego de reactivos PicoPure®
(Aracturus Mountain View, CA. USA. Cat. Kit
0202). Posteriormente, a partir de este ARN
total purificado, se amplificé el ARNm utilizando
el juego de reactivos RiboAmp® (Aracturus,
Mountain View CA, USA. Cat. Kit0201). EIARNm
asi amplificado fue transcrito a ADNc utilizando
Superscript® (juego de reactivos Superscript®
cloning Kit-Invitrogen Life Technologies, Pasley,
CA., USA, Cat. 18248-013) y siguiendo las
indicaciones del fabricante.

Construcciébn de la libreria EST

UnavezobtenidoelADNc, éste se cloné utilizando
el juego de reactivos TOPO TA (Cloning® kit
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for sequencing, Invitrogen, Life Technologies,
Pasley, CA., USA, Cat. K450030) y siguiendo las
indicaciones del fabricante. Posteriormente, el
material se transformé en la cepa de Escherichia
coli DH5 o por electroporacion. Las células
transformadas se cultivaron en caldo de Luria
solido con 100 pg/ml de ampicilina, IPTG (20 ug/
ml) y Xgal (100 pg/ml), para confirmar la pérdida
de la a-complementacién. Las colonias blancas
asi obtenidas se aislaron individualmente y se
cultivaron a 37°C toda la noche en placas de
96 pozos con caldo de Luria liquido mas 15%
de glicerol y 100 pg/ml de ampicilina para,
posteriormente, ser almacenadas a -80°C.

Secuenciacion de plasmidos

Para obtener el material destinado a secuencia-
cion, se realizé una miniprep en placa de 96
pozos, segun el protocolo descrito por Marra
et al. (23). La secuenciacién de los fragmentos
insertados en los plasmidos asi obtenidos, se
realiz6 utilizando Big Dye®, version 3.0 (Applied
Biosystems Foster City, California USA), con el
iniciador M13R, el que se utiliz6 como plantilla
para los pladsmidos ya extraidos, llevandolos a
un secuenciador automatico de fluorescencia
ABI 3100 (ABI PRISM®), por el Grupo de
Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias
Farmacéuticas de la Universidad de Sdo Paulo,
Ribeirdo Preto, Brasil.

Analisis de las librerias

El analisis y ensamblaje de la secuencias de
la libreria EST se realizé mediante un pipeline
programado por el Grupo de Biologia Molecular
de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas de la
Universidad de Sdo Paulo, Ribeirao Preto, Brasil,
mediante el cual se editaban las secuencias
automaticamente, limpidndolas de las secuencias
nodeseadas, como son las secuencias del vector,
ARNr de hongos y secuencias correspondientes
a bacterias. Posteriormente, el programa agrup6
las secuencias (clustering) para obtener las
secuencias contiguas (contigs) y las secuencias
Unicas (singlets). El pipeline se construyé por
medio de los programas Phrap (24) and Cap3
(25). Una vez depurada la informacién de las
secuencias obtenidas a partir de la libreria,
aquéllas se evaluaron contra diferentes bases
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de datos, buscando la similitud con secuencias
de genes y proteinas previamente reportadas.
Para este andlisis se utilizaron los programas
BlastN y BlastX con las bases de datos de
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/),
EMB -Fungal EST (http://www.ebi.ac.uk/
blast2/nucleotide.html) y la base de los EST
de levaduras publicados por Goldman et al.
(http://143.107.203.68/pbver2/default.html) (5).

La validez de la identidad de las secuencias
se categoriz6 con base en el valor de E
(probabilidad de error) obtenido en los resultados
del Blast. Se obtuvo, también, el porcentaje de
secuencias segun su categoria funcional. Las
categorias funcionales establecidas fueron:
respuesta al estrés, sefalizacion intracelular,
metabolismo, estructura, proteina hipotética
conservada y proteina hipotética. Se evalug,
ademas, el porcentaje de secuencias presentes
en las librerias EST de Goldman y Felipe en
2003, mediante la la base de datos Fungi-EST
del EMBL, con el fin de determinar aquéllas
que, por no estar presentes en estas librerias,
podian considerarse secuencias especificas del
proceso de germinacion de conidia a micelio
(5,17,26).

Genes de germinacion conidia-micelio en P. brasiliensis

Resultados
Cinética de la germinacion

Durante el seguimiento de la cinética de la
germinacioén, se observé que 11,7+1,2% de las
conidias habian producido tubos germinales
o hifas cortas a las 24 horas de incubacién a
18°C. Posteriormente, después de las 48 horas,
la proporcion de células germinadas aumentaba
a 30+0,6%, anotandose un crecimiento paralelo
en la longitud de las hifas; fue, entonces, que
las primeras hifas ramificadas se hicieron
evidentes, aungue en baja proporcion. A las 72
horas, el 43+1,3% de las conidias presentaban
ya germinacién, con un aumento en la presencia
de hifas ramificadas. Finalmente, a las 96 horas,
el 66+2,4 de las conidias habia germinado y se
observaban hifas largas ramificadas (figura 1).

Construccion y analisis de la libreria

A partir del ARNm de conidias cultivadas a 18°C
por 96 horas, se obtuvo una libreria compuesta
por 198 colonias, las que se conservaron a
-80°C. Después de la extraccion de plasmidos,
la secuenciacién de los insertos y del paso
de las secuencias obtenidas por el pipeline,
se obtuvieron 129 secuencias,

las cuales

Figura 1. Diferenciacién morfolégica de la germinacién de conidia a micelio en P. brasiliensis por microscopia de luz (40X).
A) 0 horas de cultivo. B) 24 horas de cultivo, se observan tubos germinales. C) 48 horas de cultivo, aumento de la longitud de
los tubos germinales. D y E) 72 y 96 horas de cultivo se observan hifas ramificadas.
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se agruparon en siete secuencias contiguas
y siete secuencias Unicas, para un total de
14 posibles secuencias codificantes para
proteinas relacionadas con la germinacion de
conidia a micelio. Durante el analisis Blast, se
descartaron cuatro secuencias adicionales, dada
su alta similitud con secuencias ribosémicas y
mitocondriales (secuencias contiguas 1, 3 y 4),
dejando 11 posibles genes, 4 secuencias contiguas
y 5 secuencias Unicas que correspondieron a
proteina hipotética o proteina hipotética conser-
vada (coédigos de acceso en GenBank, http://
www.ncbi.nim.nih.gov). Las caracteristicas mas
importantes de las secuencias contiguas y las
secuencias Unicas se describen en el cuadro 1.

Al comparar la libreria de germinacién de conidia
a micelio con las librerias EST obtenidas
por Goldman et al. (5) y Felipe et al. (17), se
encontré que 4 de las 11 posibles secuencias
estaban presentes en estas librerias, 3 de
ellas en la descrita por Goldman et al. y una
en ambas (cuadro 2). Ademas, al comparar
nuestros resultados con los obtenidos por otros
investigadores, como Nunes et al. (6), Tavares
et al. (27), Bailao et al. (28) y Bastos et al. (19),
no fue posible encontrar similitudes en las
secuencias descritas por ellos y las nuestras.

Se evidenci6, asimismo, nueva informacion al
analizar las secuencias completas reportadas
en GenBank halladas por el andlisis BLAST, que
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poseian homologia con los clones de la libreria.
Este analisis se hizo nuevamente por BLAST en
el NCBI. De esta manera, la proteina hipotética
de Podospora anserina correspondiente al contig
02, presenté similitud con una proteina RcaA
de respuesta al dano del ADN (DNA damage
response protein RcaA), la proteina hipotética
de Aspergillus nidulans correspondiente al
contig 06 presentd una similitud significativa con
una proteina putativa formadora de filamentos,
Tpr/p270 (Filament-forming protein putative,
Tpr/p270) y la proteina hipotética conservada
de Aspergillus fumigatus correpondiente al
singlet 02 presentd gran similitud con la proteina
ribosémica S15 (cuadro 3)

Discusion

La transicion de conidia a levadura ha sido bien
documentada por diversos autores; no asi el
proceso de germinacion de conidia a micelio que
solo fue estudiado por Restrepo et al. (Restrepo
Bl, McEwen JG, Salazar ME, Restrepo A. The
mycelial form of Paracoccidioides brasiliensis. In:
X Congress of the International Society for Human
and Animal Mycology - ISHAM; 1988. p. 143-8) al
describirlopor primeravez. Losresultados de este
primer estudio se correlacionan adecuadamente
con los obtenidos en este documento, en el cual
se presentaron tiempos similares de evolucién a
los descritos previamente.

Cuadro 1. Caracterizacion de las secuencias expresadas durante la germinacién de conidia a micelio en P. brasiliensis.

Conglomerado Funcién Posible proteina Analisis BLAST
Organismo | E BLAST

Contig 02 Desconocida PHC Podospora anserina 39 4e-06 X
Contig 05 Desconocida PHC Kluyveromyces lactis 100 3e-22 X
Contig 06 Desconocida PHC Aspergillus nidulans 39 2e-21 X
Contig 07 Desconocida PH - - - -
Singlet 01 Desconocida PH - - - -
Singlet 02 Desconocida PHC Aspergillus fumigatus 72 1e-03 X
Singlet 03 Desconocida PH - - - -
Singlet 04 Desconocida PH - - - -
Singlet 05 Desconocida PH - - - -
Singlet 06 Desconocida PH - - - -
Singlet 07 Desconocida PH - - - -

I: porcentaje de identidad; E: probabilidad de error; PHC: proteina hipotética; PH: proteina hipotética conservada. La
caracterizacion de las secuencias se realizd usando el analisis BLAST en la base de datos nr en el NCBI del GeneBank

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi)

408



Biomédica 2009;29:403-12 Genes de germinacion conidia-micelio en P. brasiliensis

Cuadro 2. Secuencias de la libreria de P. brasiliensis durante el proceso de germinacion de conidia a micelio que comparten
similitud con las descritas en las bibliotecas de micelios y levadura descritas por Goldman et al. en 2003 y Felipe et al. en

2003.

Conglomerado Funcién Posible proteina BLAST en EMBL- Fungi EST
| E Biblioteca en la que se identific
Singlet 06 Desconocida PH 93 8.5e-20 Goldman, 2003
Singlet 07 Desconocida PH 97 6.7e-30 Goldman, 2003
Singlet 02 Desconocida PHC 95 3.4e-51 Goldman, 2003
Singlet 05 Desconocida PH 98 8.5e-28 Goldman, 2003
96 1.3e-26 Felipe, 2003

I: porcentaje de identidad; E: probabilidad de error; PHC: proteina hipotética; PH: proteina hipotética conservada. La
caracterizacion de las secuencias se realizé usando el andlisis BLAST en la base de datos “Fungi-EST data bases” del EMBL

(http://www.ebi.ac.uk /blast2/nucleotide.html).

Cuadro 3. Secuencias informativas de la libreria de P. brasiliensis durante el proceso de germinacion de conidia a micelio.

Conglomerado Funcién Posible proteina Anadlisis BLAST
Organismo | E

PCH de Podospora anserina  Ciclo celular Proteina de respuesta Neosartorya 48 1e-165

(Contig 02) al dafio RcaA fischeri

PHC de Aspergillus nidulans Estructural Proteina formadora Neosartorya

(Contig 06) de filamentos- fischeri 64 0.0
(Tpr/p270), putativa

PHC de Aspergillus fumigatus Sintesis Proteina ribosémica Neosartorya 54 3e-60

(Singlet 02) proteica S15, putativa fischeri

I: porcentaje de identidad; E: probabilidad de error. La caracterizacion de las secuencias se realiz6 usando el analisis BLAST
en la base de datos nr en el NCBI del GeneBank (http:/blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi)

El fendmeno de transicién de levadura a micelio
también se ha estudiado pero, al igual que en el
caso de la germinacién de conidia a micelio, no
tan exhaustivamente. Se han descrito algunas
caracteristicas de este proceso en el cual, a
las 48 horas, 50% a 60% de las levaduras han
producido ya tubos germinales o primordios
de hifas, sefal clara del cambio morfoldgico
(5-7,29). Esta transicién ocurre de una manera
mas rapida a lo observado en la de conidia a
micelio, en donde so6lo se logra un 66% de
germinacién a las 96 horas.

Con respecto a los genes que estuvieran relacio-
nados con el proceso de germinacion de conidia
a micelio, nada se ha descrito hasta el momento,
ya que el interés siempre se ha centrado en
la expresion de genes durante la transicion
de conidia a levadura, dada su importancia
en el proceso patogénico, mientras que los
mecanismos relacionados con la permanencia

del hongo en la naturaleza se encuentran sin
estudiar. Esta es la primera vez que se describen
secuencias génicas posiblemente relacionadas
con el proceso de germinacion de conidia a
micelio en P. brasiliensis.

De las secuencias descritas en esta libreria, tres
se encontraban presentes en la de levaduras
descrita por Goldman et al. (5) y una estaba
presente en las de Felipe et al. (17) y Goldman
et al. (5), lo que demuestra su participacion en
los estadios morfologicos de micelio, de levadura
o de ambos. Las siete secuencias restantes
no habian sido descritas anteriormente, por lo
cual pueden considerarse como secuencias
especificasdelprocesodegerminaciénde conidia
a micelio. Sin embargo, debe tenerse en cuenta
que estas secuencias podrian corresponder a
regiones génicas diferentes ya descritas, pero
que no detectan secuencias similares dentro las
librerias EST dada su naturaleza, ya que las EST
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corresponden, usualmente, sblo a secuencias
parciales de los genes, hecho que debe ser
verificado con analisis adicionales.

Ademas, cuatro secuencias se clasificaron como
proteinas hipotéticas conservadas (posibles
proteinas descritas en otros organismos, pero
de funcién desconocida) y siete fueron proteinas
hipotéticas (no descritas previamente en otros
organismos). Asimismo, no se encontrd ninguna
similitud entre estos resultados y los obtenidos
en otros estudios (6, 19,27,28).

Un andlisis posterior de estos genes mostrd
algunos dominios que confieren funcién cono-
cida a tres de las secuencias halladas. El contig
02 present6 dominios con homologia con una
proteina RcaA, de respuesta al dafio del ADN
(DNA damage response protein-RcaA). Esta
proteina ha sido descrita en A. fumigatus,
A. clavatus, Neosartorya fischeri (30) vy
Pyrenophora triticirepentis (http:/kr.expasy.org/
uniprot/B2WAW4). En levaduras, las proteinas
que regulan la respuesta al dafio del ADN, tal
como lo hace RcaA, también se necesitan
para mantener la longitud de los telémeros,
cumpliendo asi funciones protectoras para la
integridad del ADN (31). Su implicacion en el
proceso de germinacion no es claro, por lo que
serian necesarios nuevos estudios para definir
su importancia.

El contig 06 present6 importante similitud con una
proteina putativa formadora de filamentos, Tpr/
p270(filament-formingproteinputative, Tpr/p270).
Esta proteina ha sido descrita en A. clavatus, A.
fumigatus y N. fischeri (http://kr.expasy.org/cgi-
bin/sprot-search-de?%22Filamentforming%20
protein%20putative%20TprY%2Fp270 %22). Esta
hace parte de los poros de la membrana nuclear
y parece estar involucrada de diversas maneras
con el ensamblaje nuclear, la importacion y
el transporte de proteinas del citoplasma al
nucleo (32). Su funcién como transportadora de
proteinas del citoplasma al nucleo puede reflejar
la fase final de los procesos de transducién de
sefnales, en los que los factores de trascripcién
se encargan de llevar a la expresion de nuevas
proteinas necesarias para el cambio morfolégico
que representa la germinacién.
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El singlet 02, ademas de haber sido descrito
por Goldman et al (5) en su libreria de
levaduras, presentd6 gran similitud con la
proteina ribosémica S15. La proteina S15 es
un componente caracteristico de los ribosomas
de eucariotas 80S y se ubica en la subunidad
40, muy cerca del sitio donde se posiciona
el codén del ARNm durante la traduccién, lo
que sefala una interaccion directa en este
proceso (33). Esta proteina se ha descrito en
Ajellomyces capsulata, Botryotinia fuckeliana,
Chaetomium globosum y Magnaporthe grisea
(http://kr.expasy.org/cgi-bin/sprot-search-
de?ribosomal%20S15%20fungus), y tiene una
funcién basica, ya que esta presente en todos
los estadios de desarrollo durante la sintesis
proteica. Sin embargo, puede tener una mayor
expresion durante la geminacion, al ser inducida
por la presién del cambio morfoldgico que lleva
a la creacién de nuevas estructuras.

Aunque éste es el primer estudio que reporta
genes relacionados con la germinacién de
conidia a micelio, la informacion obtenida es
limitada por diversas causas. Una de ellas es
el tiempo requerido para la produccion de las
conidias del hongo, proceso que toma un minimo
de tres meses; ademas, el nimero de conidias
obtenidas durante este proceso es limitado y, en
el mejor de los casos, no supera los cuatro a
cinco millones por caja. Otra es el gran numero
de conidias que se necesitan para obtener
cantidades adecuadas del ARN destinado a la
construccion de las librerias (no menos de 250
millones de conidias). Ademas, debe tenerse
en cuenta que las conidias son propagulas en
estado de reposo, con un metabolismo basal
caracterizado por minima expresion génica,
posible causa de la poca obtencion de ARN.
Ademas, el bajo numero de clones y posibles
genes, bien pudieran representar aquellos genes
que son especificos y estan involucrados en el
proceso de germinacién. Sin embargo, es muy
posible que esta libreria no represente todas las
funciones celulares involucradas en tal proceso,
siendo mucho lo que falta por conocer de él.

De esta manera, se hace necesario el desarrollo
de nuevos estudios en busca de otros genes
relacionados con tal proceso, tales como la
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construccion de nuevas librerias y la continuacion
del estudio de los genes hallados en este trabajo,
incluyendo lavaloraciénde laexpresion de dichos
genes en los diferentes estadios morfologicos,
asi como la evaluacion de su funcion utilizando
sistemas de ARN de interferencia (ARNi) o ARN
antisentido que regulen en el hongo la expresién
de estos genes.
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