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INTRODUCAO

Pythium insidiosum € um oomiceto aquatico, atualmente classificado no Reino
Stramenipila, Filo Oomycota, Familia Pythiaceae, Género Pythium e Espécie
Pythium insidiosum. O género apresenta mais de 200 espécies, sendo habitantes do
solo e areas alagadas. Tem grande importancia na area agronémica como patégeno
de plantas, podendo causar clorose foliar, apodrecimento de raizes e tombeamento
de plantulas (Michereff & Barros, 2001; Miranda & Zottarelin, 2008 apud Kirk et al.,
2001).

Dentre as varias espécies, apenas P. insidiosum €& patogénico para
mamiferos, uma vez que causa pitiose, uma doenca crbnica, piogranulomatosa, que
acomete animais e humanos (DeCock et al, 1987). E mais freqiiente na espécie
equina nas formas clinicas cutanea e subcutanea (Pereira, et al., 2008). Estes
desenvolvem lesbes ulcerativas, granulomatosas, de rapido crescimento e dificil
tratamento, localizadas nas extremidades distais dos membros e porgéo ventral da
parede téraco-abdominal. No interior da lesdo observa-se abundante tecido
conjuntivo fibroso entrecortado por massas necréticas semelhantes a corais,
chamadas kunkers. Estes sao constituidos por vasos sanguineos que sofreram
necrose de coagulacdo e hifas de P. insidiosum recobertas por células necréticas
(Chaffin et al, 1995; Mendoza, et al., 1996), sendo formados apenas em equinos.

Nas infeccdes por P. insidiosum comumente observa-se que 0s animais
afetados permanecem por longos periodos em contato com aguas paradas em
lagos, acudes ou locais inundados (Chafin et al., 1995). Como P. insidiosum € um
microrganismo essencialmente aquatico, €é sugestivo que 0S z00Sporos
desempenhem o papel de propagadores do agente, sendo liberados periodicamente
em aguas pantanosas (Mendoza, 1987). Segundo Miller (1983) o ciclo biologico
deste oomiceto se baseia na colonizacdo de plantas aquaticas, que servem de
substrato para o desenvolvimento e reproducdo do microrganismo, formando os
zoosporangios. Os zodsporos liberados ficam livres na dgua movimentando-se até
encontrar uma nova planta, onde se encistam e emitem tubos germinativos, dando
origem a um novo micélio e completando seu ciclo. In vitro, & possivel reproduzir-se
o ciclo do microrganismo quando pequenos pedacos de folhas de grama infectados



pelo oomiceto sado transferidos para uma solucdo de sais minerais e incubados a
37°C por 24-48 horas (Mendoza & Prendas, 1988). Os kunkers formados nas lesbes
de equinos provavelmente atuam na manutencdo do microrganismo nas aguas, uma
vez que a partir deles forma-se um novo miceélio. Porém, estudos que comprovem tal
achado e que avaliem a importancia dessas estruturas na epidemiologia da pitiose
equina nao sao descritos.

O objetivo do presente trabalho é avaliar a importancia dos kunkers na
manutencdo do ciclo biolégico do P. insidiosum utilizando-se a técnica da
Zoosporogénese in vitro.

MATERIAIS E METODOS

As amostras utilizadas foram obtidas de trés eqtinos com pitiose. Os kunkers
foram coletados diretamente das lesdes, acondicionados em placas de Petri e
transportadas ao Laboratério de Micologia (Instituto de Biologia) em temperatura
ambiente. Pequenos fragmentos de kunkers previamente lavados em solugcdo de
antibioticos foram transferidos para placas de Petri contendo 30 mL de uma solucdo
de sais minerais (meio de indugdo) constituida por 0,5 mL da solucdo A [K;HPOy,,
KH2POg4, (NH4)>:HPO4 em 500 mL de agua destilada estéril] e 0,1 mL da solucéo B
[MgCl,6H,0, CaCl, em 250 mL de &gua destilada estéril] em 1000 mL de agua
destilada estéril. Juntamente com o meio de inducao foram distribuidos pedacos de
grama (Paspalum notatum) cortados em 3 cm, previamente autoclavados a 121°C
por 20 minutos. As placas foram incubadas a 37<C por 96 horas. Apés a incubacao,
as gramas foram regularmente observadas, através de microscopia Otica (40X,
100X, 400X) entre lamina e laminula nos seguintes periodos: a cada hora, nas
primeiras 8 horas de incubacéo; e posteriormente, a cada 12 horas. Na avaliagao
consideraram-se os parametros: periodo de formacao de zoosporangios; producao e
avaliacdo da motilidade dos zoGsporos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em todas as amostras analisadas, nas primeiras 3 horas de incubacao
observou-se crescimento micelial nas gramas e entumescimento na extremidade de
algumas hifas. Posteriormente iniciou-se 0 processo de formacdo dos
zoosporangios, verificando-se que 0 pequeno entumescimento na extremidade da
hifa aumentava progressivamente, até assumir a forma de uma pequena vesicula
com nitida visualizagdo de fluxo citoplasmatico. A formacdo dos zoosporangios foi
evidenciada pelo completo preenchimento da vesicula e posterior diferenciacdo que
culminou na formacg&do dos zooOsporos. Estes apresentavam movimentos rapidos de
seus flagelos, resultando na ruptura da membrana do zoosporangio. Os zodsporos
liberados apresentavam formas ovdides, com presenca de dois flagelos e, uma vez
livres, nadavam em diferentes direcdes por meio de movimentos de rotacdo em
torno de seu proprio eixo. Antes de sofrer o encistamento, nadavam lentamente até
a parada completa dos movimentos; tornavam-se globosos e emitiam tubos
germinativos que formavam longos filamentos. Analises similares foram feitas por
Mendoza & Prendas (1988) e Pereira et al.(2008) ao avaliar a zoosporogénese em
cultivos de P. insidiosum. Nas 3 amostras verificou-se que o processo de formacao
dos zoosporangios e zoosporos foi evidente a partir de 8 horas de incubacéo.
Entretanto, verificaram-se diferencas nas amostras estudadas. Na amostra 1 houve
formacdo de poucos zoosporangios e zodsporos com baixa motilidade que se



mantiveram até as 24 horas. Ja nas amostras 2 e 3 a formac¢édo dos zoosporangios e
zoosporos foi abundante em 8 horas de incubacdo, em seguida foi declinando, mas
se mantendo até as 48 horas. Em 72 e 96 horas de incubacédo, nas 3 amostras
avaliadas somente foram visualizados zodsporos encistados emitindo tubos
germinativos. Neste estudo observou-se que em 2 amostras, a producdo de
zoosporos manteve-se ativa até 48 horas de incubacdo. Estes resultados diferem
daqueles obtidos por Pereira et al (2008) que observaram a formagédo de zodsporos
por 24 horas. Entretanto, ainda néo se dispdéem de dados suficientes para explicar
tais diferencas. As poucas amostras utilizadas se devem ao fato que as analises
iniciaram-se no més de maio, periodo em que diminui a ocorréncia dos casos de
pitiose equina. Desta forma, torna-se necessario complementar-se este estudo com
um numero maior de amostras para verificar tais achados.

CONCLUSOES

Até o momento foram testadas poucas amostras, entretanto, todos os kunkers
observados apresentaram a habilidade de gerar zodsporos. Isto sugere que estas
estruturas aos serem desprendidas das lesfes dos equinos e caindo em ambientes
alagados atuam na manutencao do ciclo biologico do agente.
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