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1 INTRODUCAO

O género Pythium possui 127 espécies conhecidas, de distribuicdo
cosmopolita, saprébias em ecossistemas terrestres e aquaticos comportando-se
também como parasitas ( Kirk et al., 2001). Dentre as véarias doenc¢as causadas por
espécies desse género, destaca-se a pitiose em animais, descrita em regifes de
clima tropical, subtropical e temperado, sendo causada pela espécie P. insidiosum
(Alexopoulos et al., 1996). No Brasil, a pitiose foi descrita em diversas espécies,
porém a maioria dos casos relatados corresponde a lesdes cutaneas em equinos
em diferentes estados do pais (Santurio et al., 2006) sendo considerada como uma
doenca endémica no estado do RS (Silveira et al 2011). Segundo Mendoza et al.
(1996), o ciclo de vida do P. insidiosum requer ambiente aquatico com baixas
concentracdes de ions, pH proximo da neutralidade e uma planta como hospedeiro
para manter seu ciclo na natureza. Esta entdo serve de substrato para o
desenvolvimento e reprodugdo do micro-organismo, formando os zoosporangios
gue dao origem a zodsporos biflagelados e moveis.

Os zodsporos liberados ficam livres na agua movimentando-se até encontrar
outra planta, onde se encistam e emitem tubos germinativos, dando origem a um
novo micélio e completando seu ciclo (Miller,1983). Os animais provavelmente se
infectam ao entrar em contato com esse ambiente, uma vez que comumente
observa-se que os animais afetados permanecem por longos periodos em contato
com aguas paradas em lagos, acudes ou locais pantanosos (Chafin et al., 1995). P.
insidiosumJa tendo sido comprovado em estudos anteriores, a importancia de areas
alagadicas na etiopatogenia da doenca (Miller, 1983; Supabandhu et al., 2008).,
comprovando que esses locais sdo as provaveis fontes de infeccdo para as
espécies afetadas. Em estudos anteriores tém se verificado a presenca de espécies
de Pythium em péantanos no estado do RS (Silveira et al., 2011). Entretanto, é
necessario incrementar o monitoramento da ocorréncia de P. insidiosum nessas
regides. Assim, os objetivos deste trabalho sao: isolar P. insidiosum de &areas
alagadicas do Rio Grande do Sul, onde a pitiose equina € endémica; estudar e
comparar molecularmente as amostras de P. insidiosum isoladas dos ambientes
aquaticos e relaciona-las com amostras de P. insidiosum provenientes de doencga
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clinica em equinos e ja caracterizadas (Azevedo et al.,, 2012) e relacionar a
presenca desse oomiceto com as condi¢des climaticas das regides estudadas.

2 MATERIAL E METODOS

As amostras de agua foram coletadas em municipios das regides sul, central
e oeste do Estado do Rio Grande do Sul. A selecdo dos ambientes aquaticos
(acudes, lagos, canais de irrigacdo, agua acumulada em campos e restevas de
arroz) priorizou o historico da ocorréncia da pitiose equina no local. Para a coleta
foram utilizados frascos de 500mL previamente esterilizados. A amostragem foi
realizada a 5 ou 10 cm da superficie, priorizando as margens com vegetacao das
areas alagadicas, sendo amostrados 3 ou 4 pontos opostos . De todas as amostras
coletadas mediou-se o valor de pH (potencial hidrogenidnico) utilizando pHmetro
(modelo pH 21-PR). Para o isolamento de P. insidiosum foram utilizadas iscas de
cabelo humano esterilizadas. Cinco a dez iscas, de aproximadamente 3 cm, eram
introduzidas no interior dos frascos logo apos a coleta de 4gua. Todos os frascos
foram incubados em estufa bacteriolégica a 37°C durante 24-48 horas. Ap0s esse
periodo, a agua era drenada e as iscas assepticamente coletadas foram transferidas
para as placas de petri contendo o meio de cultura Agar VP3 (Ali-Shtayeh et al.,
1986), ficando incubadas a 37°C por 48-72 horas. Colbnias suspeitas de P.
insidiosum foram repicadas para tubos contendo meio Agar Levedura, sendo
posteriormente submetidas a metodologia de zoosporogénese. Para isto, as
amostras foram repicadas para placas de petri contendo Agar levedura, juntamente
com pedacos de grama (Paspalum notatum), previamente autoclavadas. Todas as
placas ficaram incubadas por 3-5 dias a 37°C. Apds esse periodo de cultivo, os
pedacos de grama parasitados eram transferidos para uma placa de petri contendo
30 ml de Meio de Inducéo, ficando incubados a 37°C por 8 horas. Durante esse
periodo, as gramas eram regularmente observadas, através de microscopia o6tica
(100 e 400 X) entre lamina e laminula. A identificacdo morfoldgica foi baseada nas
caracteristicas morfolégicas dos zoosporangios e zoosporos (De Cock et al., 1987).
A andlise molecular dos isolados obtidos serd processada pelo Laboratério de
Pesquisas Micologicas (LAPEMI) da Universidade Federal de Santa Maria, utilizando
a metodologia de reacdo em cadeia de polimerase (PCR), previamente descrita por
Grooters e Gee (2002), e sequitenciamento de DNA.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

De janeiro de 2009 a maio de 2012 foram coletadas 112 amostras de agua,
em 62 estabelecimentos dos municipios de Bagé, Capao do Ledo, Chui, Jaguaréo,
Camaqua, Cangucgu, Pelotas, Rio Grande, Santa Vitéria do Palmar, Santa Maria e
Uruguaiana. Salienta-se que no ano de 2012 devido a grande seca que ocorreu no
estado houve um prejuizo no nimero de coletas das amostras nas estacdes de
verao e outono. Entre as amostras coletadas, em 20% houve o isolamento de micro-
organismos cujas caracteristicas macro e micromorfologicas eram condizentes com
0 género Pythium e em 80% das amostras nao houve isolamento de oomicetos.
Estudos anteriores citam a ocorréncia de P. insidiosum em éareas alagadicas na
Australia e Tailandia (Miller, 1983; Supabandhu et al., 2008), o que comprova a
participacdo destes ambientes como fonte de infec¢cdo aos animais suscetiveis.
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A média de pH das amostras de agua nas quais houve suspeita de
isolamento de Pyhtium foi 7,0, o que corrobora com os estudos de Mendoza et al
(1996) que afirmam que os valores de pH devem estar préximos da neutralidade
para o desenvolvimento desse oomiceto. Os resultados parciais da caracterizagao
molecular sdo demonstrados na Tab. 1. Ao realizar-se a analise filogenética de um
isolado de P. insidiosum ambiental oriundo de Uruguaiana evidenciou-se estreita
relagéo filogenética com os isolados de P. insidiosum oriundos de casos clinicos de
animais (Azevedo et al., 2012). Este achado sugere que ndo ha diferencas genéticas
entre isolados ambientais e clinicos de P. insidiosum, o que foi também
demonstrado por Supabandhu et al. (2008).

Tabela 1: Resultados parciais do sequenciamento de isolados suspeitos de Pythium

Procedéncia da amostra | Resultado parcial
Santa Vitoria 1 Pythium sp.

Santa Vitéria 2 Pythium rhizo-oryzae
Santa Vitoria 3 Pythium rhizo-oryzae
Santa Vitéria 4 Pythium rhizo-oryzae
Chui Pythium catenulatum
Uruguaiana 1 Pythium sp.
Uruguaiana 2 Pythium catenulatum
Uruguaiana 3 Pythium insidiosum

4 CONCLUSAO

Os resultados parciais deste estudo permitem-nos concluir que os oomicetos
do género Pythium estdo amplamente distribuidos na natureza, sendo isolados
principalmente das regifes sul e oeste do RS, particularmente de areas pantanosas
e alagadicas. O sequenciamento das amostras suspeitas mostra que P. insidiosum
foi isolado em apenas uma ocasido, por outro lado, indica a presenca de outras
espécies de Pythium. Cabe salientar que o0 sequenciamento das demais amostras
isoladas esta sendo realizado e estudos futuros avaliardo a patogenicidade dessas
outras espécies de Pythium para animais.
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