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1 INTRODUCAO

O oomiceto aquatico Pythium insidiosum € o agente etiolégico da pitiose, uma
enfermidade infecciosa de dificil tratamento que afeta, principalmente equinos e
humanos. E descrita em regifes de clima tropical, subtropical e temperado, sendo o
Brasil considerado endémico para a pitiose equina (Mendoza et al., 1996). O género
Pythium agrega varias espécies saprofitas ou patégenas que utilizam ambientes
aguaticos para o desenvolvimento de seu ciclo biolégico (Mendoza et al., 1996). A
identificacdo desses micro-organimos é realizada pela morfologia de suas estruturas
sexuadas e assexuadas, sendo essas caracteristicas determinantes para a
identificacdo e classificacdo das diferentes espécies de Pythium. No entanto, as
dificuldades em se reproduzir o ciclo sexuado in vitro, assim como as possiveis
falhas na inducéo das estruturas assexuadas dificultam e complicam a identificagao
morfologica desses oomicetos (Schurko et al. 2003 a). Assim, o uso de técnicas de
biologia molecular tem se tornado uma ferramenta bastante Util e segura na
identificacdo de espécies de Pythium (Wang, White; 1997). Em P. insidiosum
estudos moleculares utilizando o espaco ribossomal intergénico foram realizados em
isolados originarios das Américas, Asia e Australia e demonstraram haver variacdes
genéticas entre eles (Schurko et al., 2003 a,b). Entretanto, somente um isolado
originario do Brasil foi analisado nesse trabalho. Assim, pouco se sabe sobre a
relacao filogenética de isolados brasileiros em relacéo as cepas de outras regides.

Os avancos em métodos moleculares tém permitido um estudo mais racional
das relacdes filogenéticas dentro de varios organismos. Assim, genes que codificam
proteinas metabdlicas estruturais, como a citocromo oxidase Il (COX Il), comecaram
a ser usados como ferramenta em andlises filogenéticas, principalmente em
eucariotos. A COX Il é um gene que esta presente no DNA mitocondrial e acumula
mutacdes através da evolucdo dos seres vivos (Palmer, 1992). O genoma nuclear
possui alta taxa de complexidade e € mais conservado que o mtDNA. Em geral, as
regides ITS (espacadores internos transcritos) do rDNA evoluem rapidamente,
apresentando alto polimorfismo, o que o0s tornam importantes nos estudos
filogenéticos (Baldwin et al., 1995).

Nas investigacdes filogenéticas dos oomicetos, o gene COX Il tem
demonstrado melhor eficiéncia na distincdo das relagcdes existentes entre o0s
isolados da mesma espécie (Kammarnjesadakul et al., 2011; Villa et al., 2006).
Considerando que estes genes possuem relevancia para estudos de filogenia, no
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presente trabalho, ambos os marcadores genéticos foram utilizados para avaliar a
variabilidade genética de isolados brasileiros de P. insidiosum.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 ISOLADOS BRASILEIROS DE P. insidiosum E EXTRACAO DE DNA

Neste estudo foram avaliadas 30 amostras de P. insidiosum isoladas de
equinos com pitiose, sendo uma proveniente da regido sudeste, nove da regido
centro-oeste (MS) e 20 da regido sul. Os isolados foram cultivados em 100 ml de
caldo Sabouraud, incubados a 37°C em agitacdo constante a 150 rpm por 5 dias. A
massa micelial foi separada, acondicionada em criotubos e congelada a -80°C.
Posteriormente, 200mg de hifas foram maceradas com tampé&o de lise e acrescidas de
CTAB 10% e NaCl 5N, seguida de extracdo fendlica. A qualidade e concentracédo de
DNA foram verificadas por eletroforese em gel de agarose 1% e quantificado por
espectrofotometria.

2.2 AMPLIFICACOES DOS SEGMENTOS ESPECIFICOS DE DNA E
SEQUENCIAMENTO

Foram feitas reacdes de PCR com os primers ITS1 e ITS4 (White et al., 1990)
para ITS, e FM58 e FM66 (Villa et al., 2006) para COX Il. Essas reagOes foram
realizadas com volume total de 50 ul, contendo 20 pmol de cada primer, 1,25 Ul de
Tag DNA polimerase (Invitrogen), 200 uM de dNTPs, 1X do tampao da enzima 10X,
1.5 mM MgCl, e 200 ng de DNA. As amplificacdes foram feitas usando PTC-100
Programmable Thermal Controller (MJ Research) com o seguinte perfil de ciclagem:
94°C/5 min, 30 ciclos de 94°C/1 min, 55°C/1min (ITS) ou 52°C/1min (COX Il), 72 °C/2
min, e finalizando com 72°C/10min. O isolado P. insidiosum CBS 101555 foi usado
como controle positivo. Os produtos da PCR foram separados em 1,2% de gel de
agarose, coradas com brometo de etidio e visualizadas sob luz UV. Posteriormente,
os produtos foram purificados com o Kit PureLink (Invitrogen) e sequenciadas em um
sequenciador automatico (MegaBACE500) com o uso do kit DYEnamic ET
(Amersham). As sequéncias obtidas foram utilizadas para preparar consensos que
foram alinhadas com as sequéncias disponiveis no GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank).

2.3. ANALISE FILOGENETICA

Os cromatogramas foram visualizados e montados usando o programa Gap4
(Staden, 1996). Além das 30 sequéncias génicas obtidas para cada marcador dos
isolados brasileiros de P. insidiosum, foram utilizadas nove sequéncias de isolados da
Tailandia, uma da Costa Rica e uma do Texas (US). O outgroup consistiu de seis
isolados de outras espécies de Pythium (P. aphanidermatum, P. catenulatum, P.
deliense, P. graminicola, P. irregulare e P. ultimum) e Lagenidium giganteum. Todas
as sequéncias dos isolados utilizadas na analise estdo disponiveis no GenBank. Os
alinhamentos multiplos dos dois grupos foram conduzidos usando o algoritmo Clustal
W no software MEGA 5.

As andlises filogenéticas para ITS e COX Il foram conduzidas,
individualmente ou em combinacdo, usando quatro métodos diferentes: Maxima
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Parcimbnia (MP), Neighbor-joining (NJ), Maxima verossimilhanca (ML) e Andlise
Bayesiana (BA) (Swofford, 2003). As redes de haplotipos COX Il foram construidas
no programa Network 4.6 (www.fluxus-engineering.com) usando o método Median-
joining.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise filogenética para a regido ITS mostrou que P. insidiosum
comportou-se como monofilética em relacdo as outras espécies de Pythium
avaliadas, evidenciando a formacédo de um grande clado politbmico incluindo 90%
dos isolados analisados. Além deste clado ter abrangido todos os isolados
brasileiros, também incluiu um isolado da Costa Rica, um isolado do Texas/US e
cinco isolados tailandeses. Schurko et al. (2003b), mediram os niveis de variacao
intraespecifica entre os varios isolados de P. insidiosum baseada em analise de
polimorfismo de fragmentos (RFLP) das sequéncias ribossomais intergénicas do
rDNA. Porém, apenas um isolado brasileiro de P. insidiosum (CBS 101555) foi
analisado e apresentou o mesmo perfil molecular de isolados de Costa Rica e
Estados Unidos. Naquele artigo, os isolados americanos de P. insidiosum foram
predominantemente reunidos em um grupo (cluster 1). No presente estudo, 0s
isolados oriundos das Américas também foram agrupados no mesmo grupo. Ja 0s
isolados tailandeses, por sua vez, apresentaram diferencas filogenéticas, formando
grupos distintos visualizados tanto no presente trabalho quanto em estudos prévios
(Schurko et al., 2003a; Kammarnjesadakul et al., 2011).

As andlises das sequéncias geradas pela amplificacdo do gene da COX I
proporcionaram maiores niveis de informacao filogenética, estando de acordo com
as informagbes obtidas por Kammarnjesadakul et al. (2011). Esses autores
demonstraram a formacédo de dois grupos constituidos somente por linhagens
tailandesas e um grupo formado apenas por cepas americanas. No presente estudo
foi observada a formacéo de trés grupos distintos, os quais foram denominados de:
PI-A, composto pelos isolados oriundos das Américas, PI-B e PI-C, formados pelos
isolados tailandeses. Desta forma, pode-se considerar que a regido COX Il é a
melhor opcdo para estudar as relagbes filogenéticas entre os isolados de P.
insidiosum.

Ambos os marcadores genéticos mostraram-se inteiramente congruentes com
as relacdes filogenéticas. A Unica diferenca encontrada entre as arvores
filogenéticas obtidas para a regido COX Il e ITS refere-se as relagbes politbmicas,
ou seja, houve a formacéo de diferentes grupos, entre os isolados de P. insidiosum.
Ao verificar-se o0s niveis de afinidade evolutiva, os isolados de P. insidiosum
originarios das Américas demonstram baixos niveis de diversidade de nucleotideos,
e seus haplétipos COX Il foram distribuidos em uma rede consistente com uma
expansao recente, o que evidencia que os isolados oriundos das diferentes regides
do Brasil sdo geneticamente semelhantes e compartilham um UGnico ancestral
comum, possivelmente proveniente da Asia.

4 CONCLUSAO
Os resultados obtidos permitem-nos inferir que os isolados brasileiros de P.

insidiosum avaliados apresentam baixa diversidade genética e compartilham um
anico ancestral comum, possivelmente proveniente da Asia. Comparando-se as
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regides estudadas, observa-se que a regido COX Il é a melhor opcao para estudar
as relacoes filogenéticas deste micro-organismo. Porém, estudos futuros incluindo
maior nimero de isolados, e 0 sequenciamento de genes que possam apresentar
uma rapida velocidade de evolucéo serdo Uteis para melhor esclarecer os indicios
evolutivos de P. insidiosum.
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