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Resumo

Os oomicetos sdo microrganismos do Reino Stramenipila, filogeneticamente proximos das
algas e diatoméceas, e que apresentam caracteristicas semelhantes aos fungos, como nutricao
heterotrofica, crescimento vegetativo em forma de hifas e papéis ecologicos. Representante dos
oomicetos, Pythium insidiosum é o agente etioldgico da pitiose, uma doenca capaz de acometer
varias espécies de animais, tendo sido relatada em diferentes paises, com maior nimero de
casos em estacdes chuvosas. Os zoosporos, forma infectante dos oomicetos, sdo liberados em
meio aquatico e possuem motilidade que permite a busca por substratos vegetais ou
queratinosos, por possuir quimiotaxia positiva para ambos. Apesar do conhecimento sobre o
ciclo de vida de P. insidiosum, fatores ambientais limitantes e facilitadores para estabelecimento
do patdégeno no ambiente sdo pouco compreendidos. A deteccdo e isolamento de P. insidiosum
do ambiente por métodos convencionais, como de iscagem e uso de meios de cultura seletivos,
sdo pouco efetivos devido sua baixa sensibilidade, enquanto que técnicas moleculares sdo mais
eficientes na detec¢do do patdgeno no ambiente. O objetivo do projeto é identificar e monitorar
a incidéncia de P. insidiosum as margens do rio Tieté na regido de Botucatu/SP e caracterizar
os ambientes quanto a incidéncia do patdégeno por meio do levantamento de fatores ambientais
possivelmente associados ao seu estabelecimento no ambiente. Para tanto, coletas de agua
foram realizadas em coluna d’agua de = 10cm de profundidade, em duplicata, e acondicionadas
em frascos ambar. Para realizacdo do isolamento convencional, foi feita coleta de 4gua em
frascos contendo fragmento de ecdise de serpente, previamente esterilizados, e 0 conjunto
armazenado em 35°C por 24h. Apds a incubacdo, a isca foi transferida para meio de cultura
seletivo para P. insidiosum e observada por até 10 dias. Para filtragem, foi coletada agua nos
mesmos locais, em duplicata, a qual foi armazenada em gelo para transporte e posterior
filtragem. O processo de filtracdo para obtencdo de environmental-DNA (eDNA), foi feito com
auxilio de bomba a vacuo, em filtro NCE (nitrate cellulose) com poros de 0,45 um. O contetido
do filtrado foi extraido utilizando protocolo in house CTAB adaptado. A deteccdo do patégeno
nas amostras extraidas foi feita por PCR convencional (cPCR), nested PCR utilizando primers
especificos para P. insidiosum (Pil e Pi2) e os amplicons revelados por eletroforese em gel de
agarose. Também foi aplicada técnica de PCR em tempo real (QPCR) utilizando os mesmos
primers. A temperatura e pH da agua foram aferidos in loco. O indice de precipitacdo
pluviométrica, com intervalo de 15 dias anteriores a data de coleta, foi obtido em base de dados
de estacGes meteoroldgicas, administradas por 6rgdos como INMET (Instituto Nacional de

Metereologia) e CIIAGRO (Centro Integrado de InformagGes Agrometereoldgicas).



Do total de 20 pontos amostrados, foi detectada presenca de material genético do patdgeno em
5 (25%), por meio de técnica molecular, enquanto que por método convencional foi registrado
um isolamento (2,5%). Amostras positivas foram obtidas em dgua com diferentes temperaturas,
com amplitude térmica de 11°C. Entre os locais amostrados, o pH apresentou variacao entre 5,3
e 6,8, sendo a maioria caracterizado como levemente &cido. Em todos pontos em que foi
detectada presenca de material genética do patdgeno houve registro de pluviosidade e presenga
de vegetacao imediatamente proximas aos pontos de coleta, sobretudo representantes da familia
Poaceae (gramineas).

Os resultados indicam uma tendéncia na deteccdo e presenca de P. insidiosum mesmo em agua
com temperatura amena. Ambientes com altas temperaturas sdo tidos como condicdo favoravel
para desenvolvimento do microrganismo e alta producdo de zo6sporos, no entanto houve um
isolamento de P. insidiosum em temperatura amena (21°C), sugerindo versatilidade quanto sua
dispersdo no ambiente. Métodos moleculares podem ser uma alternativa de alta eficacia para
deteccdo do patdgeno em &reas de risco.

Palavras-chave: Pythium insidiosum, isolamento ambiental, pitiose, deteccdo molecular



Abstract

Oomycetes are microorganisms from the Stramenopila Kingdom, phylogenetically close to
algae and diatoms, presenting characteristics similar to fungi, such as heterotrophic nutrition,
vegetative growth in the form of hyphae, and ecological roles. Pythium insidiosum, a
representative of oomycetes, is the etiological agent of pythiosis, a disease capable of affecting
various animal species, reported in different countries, with a higher number of cases during
rainy seasons. Zoospores, the infective form of oomycetes, are released in aquatic environments
and possess mobility that allows them to search for plant or keratin substrates, possessing
positive chemotaxis for both. Despite knowledge about the life cycle of P. insidiosum, limiting
and facilitating environmental factors for the pathogen's establishment are poorly understood.
The detection and isolation of P. insidiosum from the environment through conventional
methods, such as baiting and the use of selective culture media, are not very effective due to
their low sensitivity, whereas molecular techniques are more efficient in detecting the pathogen
in the environment.

The project's objective is to identify and monitor the incidence of P. insidiosum along the banks
of the Tieté River in the Botucatu/SP region and characterize the environments in terms of the
pathogen's incidence by surveying environmental factors possibly associated with its
establishment in the environment. To this end, water samples were collected from a + 10cm
water column depth in duplicates and stored in amber bottles. For conventional isolation, water
samples were collected in bottles containing snake ecdysis fragments that were previously
sterilized, and the set was stored at 35°C for 24 hours. After incubation, the bait was transferred
to a selective culture medium for P. insidiosum and observed for up to 10 days. For filtration,
water was collected from the same locations in duplicates, stored on ice for transport, and
subsequently filtered. The filtration process to obtain environmental DNA (eDNA) was carried
out using a vacuum pump on a 0.45 um nitrate cellulose filter (NCE). The filtrate content was
extracted using an adapted in-house CTAB protocol. The detection of the pathogen in the
extracted samples was performed using conventional PCR (cPCR) and nested PCR with
specific primers for P. insidiosum (Pil and Pi2), and the amplicons were revealed by agarose
gel electrophoresis. Real-time PCR (gPCR) was also applied using the same primers. Water
temperature and pH were measured on-site. The precipitation index, with a 15-day interval prior
to the collection date, was obtained from meteorological station databases administered by
organizations such as INMET (National Institute of Meteorology) and CIIAGRO (Integrated

Center of Agrometeorological Information).



Out of the total of 20 sampled points, genetic material of the pathogen was detected in 5 points
(25%) through molecular techniques, while conventional methods yielded one isolation (2.5%).
Positive samples were obtained from water with different temperatures, with a thermal range
of 11°C. Among the sampled locations, the pH varied between 5.3 and 6.8, with the majority
being slightly acidic. In all points where the pathogen's genetic material was detected, there was
recorded rainfall and the presence of vegetation immediately near the collection points,
especially representatives of the Poaceae family (grasses).

The results indicate a trend in detecting the presence of P. insidiosum even in water with
moderate temperatures. Environments with high temperatures are considered favorable
conditions for the organism's development and high zoospore production. However, there was
an isolation of P. insidiosum at a moderate temperature (21°C), suggesting versatility in its
environmental dispersal. Molecular methods could be a highly effective alternative for
detecting the pathogen in high-risk areas.

Keywords: Pythium insidiosum, environmental isolation, pythiosis, molecular detection.
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Introducéo e Revisdo Bibliogréafica

Os oomicetos sdo organismos complexos, que apresentam semelhancgas com os fungos,
como o crescimento vegetativo em forma de hifas e o sistema de nutri¢do heterotréfico, alem
de desempenhar papéis ecoldgicos similares, podendo se apresentar como parasita,
saprotrofico, biotrofico ou necrotrofico (JUDELSON, 2017) (AH-FONG et al., 2019). Apesar
das semelhangas na forma de vida, filogeneticamente, os oomicetos estdo mais relacionados as
algas pardas e diatomaceas, e apresentam uma distribuicdo cosmopolita, em habitats como solo
e ambiente aquatico (ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 1996) (GAASTRA, 2010)
(BEAKES; THINES, 2017). Evidéncias morfologicas da proximidade evolutiva entre
oomicetos e algas sdo a composicao da parede celular, que difere estruturalmente dos chamados
fungos verdadeiros, bem como sua membrana plasmatica que se diferencia devido a auséncia
da molécula ergosterol, principal esterol encontrado nos fungos ditos verdadeiros (Eumycota)
(ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 1996) (BEAKES; THINES, 2017) (SPRING et
al., 2018) (GAASTRA, 2010) (PERMPALUNG et al., 2019).
Muitas espécies de oomicetos se apresentam como parasitas de plantas e/ou animais, inclusive
mamiferos. A infeccdo de mamiferos por oomiceto acomete o hospedeiro com uma doenca
chamada pitiose, a qual tem como agente etiologico a espécie Pythium insidiosum e atinge
diferentes animais, como equinos, bovinos, caprinos, cées, gatos e humanos (PESAVENTO et
al., 2008) (KEOPRASOM et al., 2013) (PEREIRA et al., 2010) (ZARO et al., 2018)
(PERMPALUNG; WORASILCHAI; CHINDAMPORN, 2019) (DO CARMO; UZAL; RIET-
CORREA, 2021).
A pitiose é relatada em diferentes partes do mundo, sobretudo em regides tropicais e
subtropicais do planeta. O ciclo de vida do patégeno foi proposto por MILLER (1983), no
entanto, ainda é preciso compreender melhor seu nicho ecoldgico (MAR HTUN et al., 2021).
Relatos de casos e estudos de deteccao/isolamento ambiental de P. insidiosum, tem apontado
que fatores como umidade, pluviosidade, temperatura e presenca de vegetacao influenciam para
seu estabelecimento no ambiente (ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 1996) (LEAL et
al., 2001) (SANTURIO et al., 2006) (SUPABANDHU et al., 2008) (SANTOS et al., 2013)
(MACHADO; WEIBLEN; ESCOBAR, 2018). Tais condigdes sustentam requisitos necessarios
para seu desenvolvimento e ciclos de vida, uma vez que estes consistem na colonizacdo de
substratos vegetais, como plantas aquéticas, e producdo de zodsporos biflagelados que
posteriormente sdo liberados na &gua (SANTURIO et al., 2006) (SUPABANDHU et al., 2008)
(MENDOZA; HERNANDEZ; AJELLO, 1993). A produgdo de zoosporos faz parte da fase
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assexuada do ciclo de vida, em que ha sua dispersdo no ambiente e a atracdo quimiotéxica por
movimento natatdrio, conferido pelos flagelos, em direcéo a substratos vegetais ou de queratina
para encistamento do organismo (GAASTRA et al., 2010).
A regido de Botucatu/SP registra ocorréncias de casos de pitiose acometendo principalmente
equinos e um caso de pitiose humana, sendo o primeiro registro da América Latina (BOSCO et
al., 2005) (WATANABE et al., 2015) (PAZ et al., 2022).

Sd0 escassos 0s estudos de isolamento ambiental para compreensdo da distribuicdo de P.
insidiosum no ambiente. O isolamento ambiental do patégeno por método convencional de
iscagem é caracterizado como dispendioso, devido aos diversos fatores associados ao sucesso
na obtencéo de cultura pura (MILLER, 1983) (ZAMBRANO et al., 2017) (MAR HTUN et al.,
2021). A possiblidade de distribuicao restrita a pequenas areas do nicho aquatico e a dificuldade
de isolamento seguindo método convencional também sdo relatadas por SUPABANDHU e
colaboradores (2008), os quais atribuem insucessos de isolamento a baixa sensibilidade do
método de iscagem.

Atualmente, sob ameacas de diminuicao da biodiversidade devido efeitos de a¢bes antrdpicas,
observa-se crescimento de técnicas associadas ao monitoramento bioldgico.

Devido dificuldades de aplicagdo, viabilidade e baixa eficiéncia de métodos tradicionais de
monitoramento da biodiversidade, novas técnicas, como coleta de DNA ambiental (eDNA —
environmental DNA) associadas a técnicas de PCR (Polymerase Chain Reaction), tém sido
adotadas por serem menos invasivas e fornecerem resultados satisfatérios para identificacédo e
deteccdo de organismos no ambiente (TABERLET et al., 2012) (THOMSEM; WILLERSLEYV,
2015). Devido ao fato de P. insidiosum ser um organismo de dificil isolamento, técnicas de
biologia molecular podem auxiliar na deteccdo e monitoramento do patdgeno nas areas
amostradas. Através da extracdo de eDNA e aplicacdo da técnica de nested PCR, pode-se
detectar a presenca recente do organismo no ambiente sem que se dependa somente de métodos
convencionais ou pouco eficazes, como o método de iscagem (REES et al., 2014).

Pela rapida degradacdo da molécula de DNA em ambientes aquéticos, a identificacdo de um
organismo utilizando técnicas de obtencdo de eDNA pode indicar a presenca do organismo
naquele ambiente no momento de coleta ou remontar sua presenca em um passado recente
(THOMSEM; WILLERSLEYV, 2015). Por isso, a compreensao do nicho ecoldgico do patogeno,
por meio da caracterizagcdo do ambiente de coleta e do mapeamento da incidéncia do patdégeno
na regido por técnicas moleculares, podem fornecer informagdes para entender sua distribuicdo

ao longo do curso do rio e estabelecer hotspots da doenga para futuros estudos
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Conclusao

Esse trabalho evidencia a deteccdo molecular a partir de amostras de eDNA
como melhor alternativa para o monitoramento de P. insidiosum no ambiente, quando
comparada com a técnica de isolamento do patégeno por iscagem. Dentre os locais
amostrados, Botucatu/SP e Sdo Manuel/SP se apresentam como regides endémicas para
presenca do patégeno na regido, que mesmo em periodos do ano com temperaturas
amenas, podem representar riscos de infeccdo e acometimento da pitiose. Com base nas
observacOes de campo e resultados obtidos no presente trabalho, consideramos a

possibilidade de que plantas gramineas (Poaceaes)
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estejam mais intimamente relacionadas com o estabelecimento do patdgeno no ambiente. Nesse
estudo ndo foi possivel estabelecer correlagdo entre pluviosidade e deteccéo de P. insidiosum.
Quanto ao pH, a faixa de valores encontrados nos corpos d’agua amostrados ndo demonstra
exercer efeito como fator limitante para o desenvolvimento do patégeno.

A técnica de extracdo de eDNA utilizada nesse estudo se mostrou eficiente, no entanto
0s resultados obtidos nas reacGes de PCR evidenciam a necessidade de pré-tratamento do
produto da extracdo, de forma a eliminar possiveis inibidores da reacéo.

Por dltimo, por ser uma regido endémica, os locais amostrados ao longo do rio Tieté e
seus afluentes se mostram importantes para futuros estudos referentes a distribuicdo do
oomiceto na regido e o nicho ecoldgico que ocupa.
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