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Resumo 

Pythium insidiosum é agente etiológico da pitiose, uma doença com prevalência em 

regiões de climas tropical e subtropical que acomete diferentes espécies animais, 

inclusive humanos. Estudos filogenéticos têm mostrado divergências intraespecíficas, 

primeiramente ao evidenciar que a espécie era dividida em três clados monofiléticos de 

acordo com diferentes regiões geográficas e, recentemente, por um dos clados ter sido 

classificado como uma nova espécie, Pythium periculosum. No entanto, essas 

informações foram baseadas em análises filogenéticas empregando-se de poucos genes 

isolados. Além disso, as relações entre os clados, bem como a inclusão de cepas 

brasileiras na caracterização a nível genômico em P. insidiosum são limitadas. Dessa 

forma, visamos traçar a relação genética de isolados de Pythium insidiosum de diferentes 

regiões do globo, por meio de inferências filogenéticas e de caracterização genotípica. No 

primeiro capítulo exploramos as inferências filogenéticas utilizando regiões gênicas 

codificantes da α e β-tubulina, do fator de alongamento da tradução (Tef-1α), da 

subunidade II do citocromo oxidase (COX II) e a região do rDNA, o espaçador interno 

transcrito (ITS) 5.8S. Foram utilizadas matrizes contendo 55 taxons, de isolados de 

diversos países e dois grupos externos. As matrizes foram submetidas às inferências 

Máxima Verossimilhança, Baysena e Máxima Parcimônia. Para as análises genotípicas 

submetemos genomas representantes dos três clados intraespecífico (n=12), disponíveis 

na base de dados GenBank à técnica AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) 

in silico. Nossos resultados filogenéticos mostram que, para todos os genes avaliados, 

houve maior proximidade evolutiva do clado I e II, e que esses se distanciam 

acentuadamente do clado III. Os genes da α e β-tubulina e COXII demostram diversidade 

genética dentro de cada clado sendo interessante para estudos evolutivos. Já Tef-1α separa 

os isolados em dois clados, sendo um dos clados politômicos (clado I e II) e outro 

contendo cepas do clado III, considerada atualmente uma nova espécie e, dessa forma, 

esse gene pode ser usado na diferenciação entre P. insidiosum e P. periculosum. A 

genotipagem explicita a proximidade entre os clado I e II, no entanto mostra cepas 

incluídas anteriormente no clado I alocadas ao clado III, considerada nova espécie 

críptica, esses resultados são corroborados na análise filogenética, explicitando a 

necessidade de validação contínua das técnicas de genotipagem com os antigos e novos 

isolados em comparação com análises evolutivas propriamente dita, para melhor 

entendimento da epidemiologia e disseminação da espécie a nível mundial. 

Palavras-chave: Genômica, Filogenia, pitiose, AFLP, estudos in silico, genotipagem. 
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Abstract 

Pythium insidiosum is the etiologic agent of pythiosis, a disease prevalent in tropical and 

subtropical climates that affects different animal species, including humans. Phylogenetic 

studies have shown intraspecific divergences, first by showing that the species was 

divided into three monophyletic clades according to different geographical regions and, 

recently, by one of the clades being classified as a new species, Pythium periculosum. 

However, this information was based on phylogenetic analyses using a few isolated 

genes. In addition, the relationships between the clades, as well as the inclusion of 

Brazilian strains in the characterization at genomic level in P. insidiosum are limited. 

Thus, we aim to trace the genomic relationship of P. insidiosum isolates from different 

regions of the world, through phylogenetic inferences and genotypic characterization. In 

the first chapter we explored phylogenetic inferences using gene regions coding for α- 

and β-tubulin, translation elongation factor (Tef-1α), cytochrome oxidase subunit II 

(COX II) and the 5.8S internal transcribed spacer (ITS) region. Matrices containing 55 

taxons from isolates from different countries and two external groups were used. The 

matrices were subjected to Maximum Likelihood, Baysena and Maximum Parsimony 

inference. For the genotypic analyses, we submitted genomes representing the three 

intraspecific clades (n=12), available in the GenBank database, to the AFLP (Amplified 

Fragment Length Polymorphism) technique in silico. Our phylogenetic results show that, 

for all the genes evaluated, there was greater evolutionary proximity between clades I and 

II, and that these are markedly different from clade III. The α- and β-tubulin and COXII 

genes show genetic diversity within each clade, which is interesting for evolutionary 

studies. Tef-1α, on the other hand, separates the isolates into two clades, one of which is 

polytomous (clades I and II) and the other containing strains from clade III, which is 

currently considered to be a new species, and, in this way, this gene can be used to 

differentiate between P. insidiosum and P. periculosum. Genotyping shows the proximity 

between clades I and II, however, it shows strains previously typed in clade I allocated to 

clade III, considered a new cryptic species. These results are confirmed in the 

phylogenetic analysis, explaining the need for continuous validation of genotyping 

techniques with old and new isolates in comparison with evolutionary analysis itself, to 

better understand the epidemiology and spread of the species worldwide. 

Keywords: Genomics, phylogeny, pythiosis, AFLP, in silico studies, genotyping. 
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Potencial impacto Social e Econômico 

Pesquisas com Pythium insidiosum, um microrganismo aquático que causa a 

doença chamada Pitiose, têm impactos econômicos e sociais significativos no Brasil e em 

todo o mundo. 

1. Impacto Econômico: 

a. Custos de Saúde: A pitiose é uma doença cujo prognóstico é extremamente reservado 

em animais, principalmente em cavalos. Diagnósticos diferenciais devem ser feitos na 

pitiose equina, porém nem sempre é viável ao Médico Veterinário a campo. Por 

consequência, a demora no diagnóstico acarreta prejuízos financeiros para os 

proprietários dos animais afetados e, além disso, pode levar os animais ao óbito.  

b. Perda de Produtividade Animal: a progressão da pitiose pode causar perda de 

produtividade nos animais afetados, destacando-se as espécies animais de produção, 

como bovinos, caprinos e ovinos. Os cavalos são importantes animais de trabalho em 

áreas de pecuária de corte, sendo imprescindíveis na remoção de bovinos das áreas 

alagadas para as áreas de terra firme na região do Pantanal brasileiro, uma importante 

região de criação de gado de corte no Brasil.  

c. Custos de Pesquisa: Os recursos necessários para conduzir pesquisas sobre a doença, 

incluindo estudos epidemiológicos, desenvolvimento de métodos de diagnósticos 

rápidos, vacinas e terapias, também representam um impacto econômico significativo, no 

entanto, a falta deste investimento impacta de forma muito significativa os dois pontos 

anteriores. 

2. Impacto Social: 

a. Bem-estar Animal: A pitiose pode causar sofrimento significativo nos animais 

afetados, comprometendo o bem-estar animal e o emocional dos proprietários. Além dos 

animais de produção, a doença também é observada em cães e gatos e o óbito desses 

animais impacta fortemente no emocional dos seus tutores. 

b. Segurança Alimentar: Os bovinos normalmente desenvolvem lesões na extremidade 

dos membros, o que afeta a locomoção desses aninais. E, afetando a porção superior dos 

membros pode haver destruição significativa da musculatura, o que causaria impacto 

negativo na produção de carne. O mesmo pode ser observado nos pequenos ruminantes.   

c. Impacto na Comunidade: como já mencionado, a doença pode afetar os animais onde 

a pecuária é uma atividade central da cultura e economia, gerando preocupações sociais 

e econômicas adicionais. 

Globalmente, a pesquisa sobre Pythium insidiosum também pode acarretar 

implicações para a saúde pública, uma vez que a pitiose ocorre também em humanos e os 

profissionais de saúde não estão familiarizados com este patógeno e a doença para se 

fazer um correto diagnóstico. Portanto, compreender melhor os aspectos etiológicos do 

agente, a epidemiologia da doença, desenvolver medidas preventivas, aprimorar as 

formas de diagnóstico para que sejam mais precisos e específicos, bem como o tratamento 

eficaz, implicam diretamente para a saúde pública em várias regiões do mundo. 

No Brasil, um dos países com maior endemia da pitiose equina, e, 

especificamente, onde a pecuária é uma atividade significativa da economia e a população 

de cavalos é considerável, os impactos econômicos e sociais das pesquisas com Pythium 
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insidiosum são particularmente relevantes. A pesquisa nesta área pode ajudar a mitigar os 

custos associados à doença, melhorar o bem-estar animal e a segurança alimentar. 

Especificamente, pesquisa com envolvimento de dados genômicos, contribui no 

desenvolvimento de métodos diagnóstico molecular rápido, que reflete diretamente no 

prognóstico da doença, além de contribuir para compreensão da epidemiologia do agente. 

 

Potential social and economic impact of this project 

Research into Pythium insidiosum, an aquatic microorganism that causes the 

disease called Pythiosis, has significant economic and social impacts in Brazil and around 

the world. 

1. Economic Impact: 

a. Health Costs: Pythiosis is a disease whose prognosis is extremely poor in animals, 

especially horses. Differential diagnoses must be made in equine pythiosis, but this is not 

always feasible for the veterinary surgeon in the field. As a result, delays in diagnosis 

result in financial losses for the owners of affected animals and can also lead to death. 

b. Loss of Animal Productivity: the progression of pythiosis can cause loss of productivity 

in affected animals, particularly production animals such as cattle, goats, and sheep. 

Horses are important working animals in beef cattle ranching areas and are indispensable 

in moving cattle from flooded areas to dry land areas in the Brazilian Pantanal region, an 

important beef cattle ranching region in Brazil. 

c. Research Costs: The resources needed to conduct research into the disease, including 

epidemiological studies, the development of rapid diagnostic methods, vaccines and 

therapies, also represent a significant economic impact, however, the lack of this 

investment has a very significant impact on the previous two points. 

2. Social Impact: 

a. Animal Welfare: Pythiosis can cause significant suffering in affected animals, 

jeopardising animal welfare and the emotional well-being of owners. In addition to 

production animals, the disease is also seen in dogs and cats and the death of these animals 

has a strong impact on the emotional state of their owners. 

b. Food safety: Cattle usually develop lesions at the end of their limbs, which affects their 

locomotion. And if the upper portion of the limbs is affected, there can be significant 

destruction of the musculature, which would have a negative impact on meat production. 

The same can be observed in small ruminants. 

c. Impact on the Community: as already mentioned, the disease can affect animals where 

livestock farming is a central activity of the culture and economy, generating additional 

social and economic concerns. 

Globally, research into Pythium insidiosum may also have implications for public 

health, since pythiosis also occurs in humans and health professionals are not familiar 

enough with this pathogen and the disease to make a correct diagnosis. Therefore, better 
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understanding the etiological aspects of the agent, the epidemiology of the disease, 

developing preventive measures, improving the forms of diagnosis so that they are more 

precise and specific, as well as more effective treatment, have direct implications for 

public health in various regions of the world. 

In Brazil, one of the countries with the greatest endemicity of the disease, and 

specifically where livestock farming is a significant economic activity and the horse 

population is considerable, the economic and social impacts of research into Pythium 

insidiosum are particularly relevant. Research in this area can help mitigate the costs 

associated with the disease, improve animal welfare and food safety. Specifically, 

research involving genomic data contributes to the development of rapid molecular 

diagnostic methods, which directly reflects on the prognosis of the disease, as well as 

contributing to understanding the epidemiology of the agent. 
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Introdução Geral 

 

Pitiose é uma infecção crônica granulomatosa causada pelo agente infeccioso, 

Pythium insidiosum considerado anteriormente como um fungo pertencente ao Reino 

Fungi, porém reclassificado no Reino Stramenopila, Classe Oomycota, Ordem Pythiales, 

Família Pythiaceae (DE COCK et al., 1987). As lesões por este micro-organismo 

comprometem principalmente o tecido subcutâneo de mamíferos, incluindo os humanos 

(LEAL et al., 2001).  

Pythium insidiosum é um oomiceto aquático no qual seu ciclo de vida envolve a 

colonização do tecido vegetal com o desenvolvimento das hifas e em suas extremidades 

ocorre a formação de zoosporângios onde se desenvolvem os zoósporos biflagelados, 

oriundos da reprodução assexuada, que após a maturação são liberados no meio aquático 

em busca de um novo tecido vegetal onde reiniciará seu ciclo. A infecção e o 

desenvolvimento da doença ocorrem quando estes zoósporos livres no ambiente penetram 

no tecido animal (MENDOZA et al., 1996). O gênero Pythium caracteriza-se por englobar 

micro-organismos fitopatogênicos, sendo que a espécie P. insidiosum é o agente 

etiológico da doença em animais, no entanto, recentemente foi destacada de dentro desta 

espécie o clado III, agora denominada Pythium periculosum (BARBOSA et al., 2023; 

MARCOLONGO-PEREIRA et al., 2012; SOUTO et al., 2021). Além disso, dois casos 

de pitiose humana foram reportados por outra espécie, P. aphanidermatum, o que reforça 

a necessidade de mais estudos também com esta espécie (CALVANO et al., 2011). 

A pitiose é comum em regiões tropicais e subtropicais, no entanto casos 

importados em humanos têm sido registrados em zonas temperadas após passagem dos 

pacientes por áreas endêmicas de pitiose nos trópicos (GAASTRA et al., 2010a; 

MENDOZA; ALFARO, 1986; MOSBAH et al., 2012). O Brasil é considerado um país 

endêmico desta doença, com a maioria dos casos em equinos, sendo a doença reportada 

em todas as regiões, onde os casos são relatados com maior frequência em períodos de 

elevada pluviosidade, fato este relacionado ao ciclo de vida da espécie (Figura 1) 

(BARBOSA et al., 2023; MARCOLONGO-PEREIRA et al., 2012; SOUTO et al., 2021). 
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Figura 1. Ilustração do ciclo de vida de P. insidiosum e a ocorrência da infecção. Imagens provenientes de: 

1. GAASTRA et al., 2010; 2. MENDOZA et al, 1996; 3. REVISTA VETERINÁRIA, 2017; 4. SANTRIO, 

2004; 5. CARDONA et al, 2013. 

 

Dentre as principais espécies acometidas, observam-se, principalmente os equinos 

(MEIRELES et al., 1993), os cães (FISCHER et al., 1994) e a espécie humana 

(IMWIDTHAYA, 1994; KEOPRASOM et al., 2013; KRAJAEJUN et al., 2006, BOSCO 

et al., 2005), no entanto já foi relatado em felinos (RAKICH et al, 2002), bovinos (PÉREZ 

et al., 2005;GRECCO et al., 2009), ovinos (SANTURIO et al., 2008; TABOSA et al., 

2004), caprinos (DO CARMO et al., 2015), asininos (ÁLVAREZ CARDONA et al, 

2013) em animais silvestres em cativeiro (BUERGELT et al., 2006; CAMUS et al., 2004) 

e também em uma ave silvestre dos Estados Unidos (PESAVENTO et al., 2018) e um 

avestruz no Brasil (SOUTO et al., 2020). 

O primeiro caso de pitiose humana por Pythium insidiosum, foi relatado na 

Tailândia em 1985 (THIANPRASIT et al., 1986). Entretanto os casos de pitiose são 

descritos atualmente no mundo todo, principalmente em épocas de maiores índices 

pluviométricos, acometendo animais e humanos (SHENEP et al., 1998; PÉREZ et al 

2004; PFALLER & DIEKEMA, 2007; KRAJAEJUN et al 2006; THANATHANEE et 

al., 2013). A principal forma de infecção ocorre por meio da penetração de zoósporos 

biflagelados, que após a sua formação permanecem livres no ambiente aquático e 

apresentam quimiotaxia aos pelos dos mamíferos, podendo também aderir ao tecido 

através do folículo piloso ou por uma ferida exposta. Ao se fixarem no hospedeiro formam 
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tubo germinativo, que corresponde ao início da formação das hifas, formas parasitárias 

nos tecidos animais (MENDOZA et al., 1993).  

Os humanos são a segunda espécie de maior ocorrência da pitiose, após a espécie 

equina, com grande número de casos na Índia (434), Tailândia (293), nos EUA (14), 

China (14), Austrália (3), dois casos em Israel e Espanha, e casos únicos nos países Brasil, 

Costa Rica, Japão, México, Malásia, Jamaica, Haiti e Nova Zelândia (YOLANDA and 

KRAJAEJUN, 2022). O primeiro, e único até o momento, relato de caso de pitiose 

humana no Brasil foi descrito no estado de São Paulo, cuja fonte de infecção foi 

decorrente da atividade de pescaria. O diagnóstico conclusivo só foi estabelecido após 

sequenciamento da região ITS-5.8S do DNA ribossomal, evidenciando a dificuldade de 

se estabelecer o diagnóstico, pois a princípio este paciente foi tratado para zigomicose 

(BOSCO et al., 2005; MARQUES et al., 2006). 

A doença tem se manifestado por lesões granulomatosas dos tecidos cutâneos e 

subcutâneos principalmente em equinos e humanos  (CHAFFIN et al., 1995; GAASTRA 

et al., 2010), por comprometimento gastrointestinal em equinos e cães (MILLER, 1985; 

FISCHER et al., 1994), ceratite em humanos (TANHEHCO et al., 2011; RATHI et al., 

2018) e também pela forma disseminada, caracterizada por infecção sistêmica com a 

formação de gangrena ou aneurisma em humanos (IMWIDTHAYA et al., 1994).  

Os equinos são os animais mais acometidos pela pitiose e as regiões anatômicas 

mais afetadas pela doença compreendem as regiões inferiores, como as extremidades 

distais dos membros, região ventral torácica e abdominal, fato explicado por serem as 

partes que estão em maior contato com a água (MENDOZA et al., 1996). Nas lesões dos 

tecidos cutâneo/subcutâneo em equinos são observados pequenos granulomas com 

morfologia irregular, muitas vezes assemelhando-se ao trajeto das hifas, de coloração 

bege-amarelada que são denominados “kunkers”, os quais correspondem a uma reação 

imunológica muito intensa desencadeada pela degranulação de eosinófilos e mastócitos 

ao redor das hifas (MENDOZA & NEWTON, 2005). A pitiose intestinal é a segunda 

forma de infecção mais comum, entretanto detalhes da forma de contaminação são pouco 

conhecidos, sendo a ingestão de água com zoósporo considerada a principal forma de 

infecção (MENDOZA et al., 1993; BEZERRA JÚNIOR et al., 2010; GAASTRA et al., 

2010). 
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O diagnóstico e o tratamento da pitiose têm sido baseados no histórico clínico do 

animal/paciente, os métodos de identificação de P. insidiosum consomem tempo, 

agravando o prognóstico da doença (CHAREONSIRISUTHIGUL et al., 2013; 

INTARAMAT et al., 2016; INKOMLUE et al., 2016). Tradicionalmente, o diagnóstico 

da pitiose consiste em exames histopatológico, por vezes difícil por suas hifas serem 

semelhantes e confundidas com fungos zigomicetos; isolamento do agente em cultura 

(MENDOZA et al., 1996; GROOTERS et al., 2002), testes sorológicos (KRAJAEJUN et 

al., 2009; JINDAYOK et al., 2009; KEERATIJARUT et al., 2013; KRAJAEJUN et al., 

2002), e ensaios moleculares (KEERATIJARUT et al., 2014; BADENOCH et al., 2001; 

BOTTON et al., 2011)  . O tratamento baseado em antifúngicos tradicionais é difícil, já 

que a maioria desses atuam na molécula do ergosterol presente na membrana celular dos 

fungos verdadeiros e ausente em P. insidiosum (SEKHON et al., 1992; GROOTERS, 

2003;  MENDOZA & NEWTON, 2005). Na maioria dos casos o tratamento de escolha é 

o desbridamento cirúrgico da lesão, respeitando-se margens de borda e profundidade, ou 

mesmo, a amputação do membro afetado dependendo do estágio da infecção. Dessa 

forma, o diagnóstico precoce melhora o prognóstico (IMWIDTHAYA, 1994; SHENEP 

et al., 1998; KRAJAEJUN et al., 2006). 

Abordagens de genética molecular têm contribuido para desvendar características 

genômicas de muitas espécies, especialmente nos oomicetos pelas suas pecularidades, 

incluindo P. insidiosum. Estudos filogenéticos mostravam isolados da espécie do mundo 

todo subdivididos em três clados distintos (Clado I, II e III ou A, B e C), sendo o clado I 

composto apenas por cepas americanas, e o clado II por isolados da India, Austrália e 

Tailândia e III composto por cepas tailandesas e dos EUA (SCHURKO et al., 2003a, 

2003b;  AZEVEDO et al., 2012; KAMMARNJESADAKUL et al., 2011; RIBEIRO et 

al., 2017).  Os isolados do Brasil, EUA e Costa Rica, apresentam mesmo perfil 

filogenético.  

No Brasil, os casos de pitiose, majoritariamente em equinos, são amplamente 

descritos na regiões Sul, Sudeste e Centro-Oeste, isolados esses que não apresentaram 

divergência filogenética baseda na região ribossomal do ITS, do gene Cox II e β-

glucanase (SCHURKO et al., 2003a, 2003b;  AZEVEDO et al., 2012; 

KAMMARNJESADAKUL et al., 2011, RIBEIRO et al., 2017). Recentemente nosso 

grupo publicou o primeiro surto de pitiose equina em cinco cavalos, ocorrido na região 

Sudeste do Brasil, interior de São Paulo (PAZ et al., 2021).  Estudos atuais mostram a 
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existência de casos de pitiose na região Norte e Nordeste do Brasil (BARBOSA et al., 

2023; SOUTO et al., 2021), no entato o diagnóstico molecular é limitado nessas regiões 

bem como a investigação do perfil filogenético da espécie nessa localidade é inexistente. 

Assim sendo,  de forma geral há subnotifiação da pitiose nessas regiões, além da falta de 

informação sobre a distribuição  e filogenia da espécie em outras áreas do país. 

Além das abordagens filogenética, a AFLP (Amplified Fragment Length 

Polymorphism) é uma técnica de tipagem molecular que tem contribuído para a 

caracterização genética e estudos epidemeológicos de diversos patógenos. Esta técnica se 

destaca pela sua rapidez de obtenção de dados alinhados ao baixo custo e simplicidade, 

tornando a acessibilidade da técnica bastante alta. Mostrou-se eficaz na caracterização do 

gênero Pythium spp. (BOGALE et al., 2006; BORST et al., 2003; DURÁN et al., 2010; 

GARZÓN et al, 2005; GRIL et al., 2010; HERKERT et al., 2016; KAVITHA et al., 2007; 

NAJAFZADEH et al., 2010; WARRIS et al., 2003). 

A importância da análise AFLP deriva de sua capacidade de gerar um grande 

número de fragmentos marcadores para qualquer espécie, sem a necessidade de 

conhecimento prévio da sequência genômica e tem sido amplamente utilizada na 

microbiologia empregada para uma variedade de aplicações, como avaliar a diversidade 

genética intraespecífica ou entre espécies intimamente relacionadas, inferir padrões 

biogeográficos em nível populacional, gerar mapas genéticos e determinar parentesco 

entre cultivares (PAUN & SCHÖNSWETTER, 2012; SAVELKOUL et al., 1999). Na 

micologia vem sendo usada na genotipagem de várias espécies, recentemente foi usada 

para o mapeamento genômico a fim explorar variações intraespecífica do complexo  

Sporothrix spp. (DE CARVALHO et al., 2020; 2021). Inclusive já se mostrou eficaz na 

genotipagem de isolados de Pythium insidiosum evidenciando diversidade genética 

intraespecífica na Flórida (PRESSER & GOSS, 2015). 

Os trabalhos utilizando abordagens de genoma completo se restringem a uma das 

regiões endêmicas no mundo, a Tailândia, país em que estudos sugerem ter maior 

diversidade da espécie (SCHURKO et al., 2003a; 2003b; VILLA et al., 2006;  AZEVEDO 

et al., 2012; KAMMARNJESADAKUL et al., 2011; KRAJAEJUN et al., 2014; 

RUJIRAWAT et al., 2017, 2018a).  

Entretanto sabemos que o Brasil, mesmo com uma subnotificação gigantesca, 

apresenta uma das regiões de maior incidência e prevalência da pitiose equina no mundo 
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(YOLANDA; KRAJAEJUN, 2022), onde a maioria dos casos são descritos na região Sul, 

Sudeste e Centro-Oeste,  com inexistência de investigação epidemeológica e com estudos 

moleculares para espécie no Norte e Nordeste do Brasil. Dessa forma podemos observar 

que os estudos epidemiológicos e investigações moleculares dentro de um dos países com 

maior endemia de pitiose equina  no mundo é extremamante escasso, o que repercute na 

limitação do conhecimneto em relação ao perfil genético e distribuição da espécie, além 

de retardar o diagnóstico da pitiose e comprometer o prognóstico das espécies afetadas. 
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Conclusão 

Pelo perfil genotípico, in silico, foi possível determinar marcadores que 

demonstrem variação intraespecífica baseada em dados genômicos totais, apesar 

de estarem ainda sendo validados para os três clados pelos experimentos in vitro 

(em andamento), pelos resultados apresentados é possível, pela primeira vez, 

observar diversidade de P. insidiosum dentre as regiões brasileiras.  

Pela comparação das análises in silico com a filogenia traçada, onde temos 

uma representação total da amostragem deste trabalho, podemos identificar a 

necessidade de validação das técnicas de genotipagem já validadas para 

identificação dos clados, traçando análises comparativas com dados filogenéticos 

por diferentes inferências evolutivas para P. insidiosum, visto a grande diversificação 

genética intraespecífica e o desdobramento atual em nova espécie críptica. 
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