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RESUMO

Pythium insidiosum é o agente etiologico da pitiose, uma infecgéo
granulomatosa crbnica, com prevaléncia em regides de clima tropical e
subtropical que acomete mamiferos, principalmente equinos, cdes e humanos.
Este micro-organismo é um falso fungo que apresenta uma ampla distribuicao
geografica, sendo muito prevalente na América do Sul (pitiose equina e canina)
e na Tailandia (pitiose humana). Estudos moleculares tém permitido
diagnostico precoce e melhor compreensdo das relagbes filogenéticas,
dividindo o patdogeno em trés clados (I, Il e lll ou A, B e C). Entretanto essas
informagdes sdo ainda bastante limitadas e novas regides génicas poderiam
ajudar a esclarecer a historia evolutiva dessa espécie. Assim sendo, este
trabalho visou estabelecer as relagdes filogenéticas entre 52 isolados de P.
insidiosum, americanos e asiaticos, por meio do sequenciamento de trés novas
regides génicas: a regido do fator de alongamento da traducéo (Tef-1a), a e B
tubulina, além da padronizagao da técnica de Pulse Filed Gel Electrophoresis
(PFGE) para esta espécie. A regidao do Tef-1a mostrou-se menos polimorfica
em relagado a a e B tubulina, entretanto separou as cepas aqui trabalhadas em
dois clados distintos, sendo um composto apenas de cepas classificadas
previamente como sendo do clado lll (asiaticas), e agrupou todas as cepas
americanas junto as cepas do clado Il. A filogenia baseada no gene da 8
tubulina separou os isolados nos trés clados esperados. Em relagdo a a
tubulina houve diferenciagdo dos isolados em clados | e Il, ndo observando
amplificagdo do clado Ill. As cepas do clado Il se subdividiram em dois clados
monofiléticos. Concluimos que os resultados da filogenia dos genes aqui
trabalhados sdo congruentes com os dados até entdo estudados para essa
especie, corroborando a hipotese de expansao clonal das cepas asiaticas para
o continente americano. As analises de PFGE estdo em fase de padronizacao
dos perfis eletroforéticos e acreditamos que podera complementar os dados

sobre as relagdes evolutivas de Pythium insidiosum.

Palavras chaves: Pitiose, Pythium insidiosum, Tef-1a, a- tubulina, B-tubulina,

Filogenia, identificacdo molecular, padrao de restrigao.



ABSTRACT

Pythium insidiosum is the etiological agent of pythiosis, a chronic
granulomatous infection, prevalent in tropical and subtropical regions that
affects mammals, especially horses, dogs and humans. This is a fungus-like
microorganism that has a wide geographical distribution and is very prevalent in
South America (equine and canine pythiosis) and Thailand (human pythiosis).
Molecular studies have allowed early diagnosis and better understand of
phylogenetic relationships, and the pathogen is currently divided into three
clades (I, Il and Ill or A, B and C). However, this information is still quite limited
for this pathogen and new gene regions could help understanding the
evolutionary history of this species. Therefore, this study aimed to establish the
phylogenetic relationships among 52 american and asian P. insidiosum isolates
by sequencing three new gene regions: the translation elongation factor (Tef-
1a), a and B tubulin, in addition to the standardization of the Pulse Filed Gel
Electrophoresis (PFGE) technique for this species. The Tef-1a region showed
little polymorphic in relation to a and 3 tubulin, however it separated the strains
here studied into two distinct clades, being composed only of strains previously
classified as clade lll (Asian), and grouped all the American strains next to the
clade Il strains. The 3 tubulin gene-based phylogeny separated the isolates into
the three expected clades. Regarding a tubulin there was differentiation of
isolates in clades | and Il, not observing amplification of clade Ill. The clade |l
strains were subdivided into two monophyletic clades. We conclude that the
results of the phylogeny of the genes here evaluated are consistent with the
data previously studied for this species, corroborating the hypothesis of clonal
expansion of Asian strains to the American continent. PFGE analyzes are in the
phase of standardization of electrophoretic profiles and we believe it may

complement the data on the evolutionary relationships of Pythium insidiosum.

Key words: pythiosis, Pythium insidiosum, Tef-1a, a- tubulin, B-tubulin,

phylogeny, molecular identification, restriction pattern
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1 - INTRODUGAO

A pitiose € uma infecgdo crbnica, granulomatosa, frequentemente
confundida com algumas micoses subcutaneas. E causada por um oomiceto do
género Pythium, um falso fugo, que acomete, principalmente, equinos e caes
nas Américas (MENDOZA & ALFARO, 1986; FISCHER et al., 1994) e
humanos no sudeste asiatico (IMWIDTHAYA, 1994; KRAJAEJUN et al.,
2006a).

A pitiose vem sendo descrita como uma infeccdo emergente,
(VANITTANAKOM et al., 2004; SANTURIO et al., 2006), entretanto ha relatos
de casos da doenca deste 1884, ano em foi descrita pela primeira vez por
veterinarios britanicos que trabalhavam com cavalos na india. A doenca ficou
conhecida como “bursattee” ou “bursatte”, do indiano “burus”, “bursator’ ou
“pausette, que significa estagdo chuvosa, periodo este de maior incidéncia da
doenca (SMITH, 1884; GAASTRA et al.,, 2010). Apesar de ja relatada, seu
agente etiologico s6 veio a ser isolado entre 1901 e 1924, por cientistas
holandeses, o qual ficou conhecido como “Hyphomycosis destruens” na época,
entretanto o nome nao foi validado, pois ndo observaram esporulagdo (DE
HAAN & HOOGKAMER, 1901; WITKAMP, 1924; GAASTRA et al., 2010).
Acreditava-se que era um zigomiceto (BRIDGES & EMMONS, 1961). Somente
em 1974, quando cientistas transferiram a cultura de agar Sabouraud para um
meio aquoso observaram a formacdo de zodsporo biflagelados, entdo o
reconheceram como sendo um oomiceto do género Pythium (AUSTWICK &
COPLAND, 1974). Embasados nesta descoberta, denominaram a doenca
como pitiose (CHANDLER et al., 1980) e seu agente etiolégico foi formalmente
denominado Pythium insidiosum apds as evidéncias de muitos estudos
morfolégicos e a observagdo do desenvolvimento de estruturas reprodutivas
sexuais in vitro (DE COCK et al., 1987).

Apesar da preferéncia ecologica de P. insidiosum ainda ndo ser bem
descrita, sabe-se que a espécie ocorre principalmente em aguas superficiais,
menos frequente em aguas profundas e ocasionalmente no solo (MENDOZA,
et al.,, 1993, 1996). A presenca de agua € uma condi¢do necessaria para a
formacao de zodsporos, forma infectante do patégeno, assim sendo, periodos
de grandes indices pluviométricos e inundagdes sao considerados recursos

naturais para disper¢cdo de Pythium insidiosum em areas endémicas
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(SUPABANDHU et al., 2008; GAASTRA et al., 2010), com mais casos da
doenca descritos nestes periodos ( MILLER, 1982; DOS SANTOS et al, 2011)

Uma questao relevante a ser estudada a respeito desta infeccao € seu
diagndstico e tratamento, pois ha semelhanca da manifestagdo clinica com
algumas micoses que atingem o tecido subcutdaneo e a morfologia do P.
insidiosum pode ser confundida com fungos zigomicetos, podendo assim ter
um tratamento comprometido devido ao diagndstico equivocado. Apesar de
muito parecido morfologicamente com um fungo, ha uma grande diferencga
quimica e bioquimica na composicdo de sua parede celular, membrana
plasmatica e algumas vias proteicas, estruturas que podem ser alvos de
farmacos antifungicos, comprometendo o progndstico da pitiose (BEAKES
1987; 1989).

Atualmente o diagndstico das infecgbes fungicas envolve exame
micolégico direto, cultura e histopatologia, processos muitas vezes demorados,
que dependem da qualidade da amostra clinica, viabilidade do patégeno e
experiéncia do profissional do laboratorio, fatos que compromentem o resultado
(WAGNER et al., 2018).

A biologia molecular tem acrescentado muitas informagdes a respeito
da histéria evolutiva de muitos patégenos na Microbiologia. Estudos na area da
genética molecular tém permitido avangos no uso de técnicas e
consequentemente mais assertividade e rapidez no diagnostico e
esclarecimentos a respeito da dindmica intraespecifica e interespecificas dos
patogenos. Além disso, estas técnicas demostram maior sensibilidade na
identificacdo do patdgeno, quando comparado as técnicas tradicionais
mencionadas anteriormente (RICKERTS et al., 2007; BUITRAGO et al., 2013;
RAMPINI et al., 2016; WAGNER et al., 2018).

Estudos envolvendo Pythium insidiosum tém permitido um melhor
entendimento em relagdo a suas caracteristicas génicas e suas relagdes
filogenéticas permitido o estabelecimento de marcadores moleculares tanto
para fins de diagndstico quantos para se entender suas relagdes evolutivas (
SCHURKO et al., 2003; KAMMARNJESADAKUL et al., 2011; AZEVEDO et al.,
2012; ; RIBEIRO et al., 2017). A regiao ITS (Internal Transcribed Spacer) do
DNA nuclear ribossomal, muito usada no diagndéstico molecular de fungos, ja
foi usada para tragar a filogenia de P. insidiosum, e permitiu a separagao das
cepas em trés clados distintos (I, Il e Ill), sendo o clado | composto unicamente

por isolados provenientes do continente americano, e os clados Il e Il
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composto majoritariamente por isolados da Tailandia, bem como de outras
regides, como Japéo, Australia, india e também dois isolados do continente
americano (SCHURKO et al., 2003a; 2003b). Em um estudo realizado por
Kammarnjesadakul et al. (2011), analisando as regides ITS e Cox-Il (citocromo
oxidase do DNA mitocondrial) foi observado a separagédo dos isolados de P.
insidiosum em trés clados distintos, denominados A, B e C, sendo clado A
composto por isolados do continente americano e clados B e C por isolados do
continente asiatico (Tailandia). Esses resultados foram corroborados por
Azevedo et al. (2012), ao incluirem isolados provenientes das regides centro-
oeste e sul do Brasil nessas analises filogenéticas. Além disso, a regido ITS
tem sido usada com éxito na identificagdo de P. insidisoum, permitindo um
diagndstico preciso e rapido sendo mais assertivo que técnicas tradicionais
(BOSCO et al., 2005; BERNHEIM et al., 2019).

No entanto para fins de informagdes evolutivas, dindmica populacional
da espécie e estabelecimento de novos marcadores moleculares para estudos
filogenéticos e diagnoticos, estudos com P. insidiosum ainda sdo restritos.
Dessa forma, vimos a necessidade de avangos no conhecimento genémico da

especie em questao e suas relagdes evolutivas.

1.1- REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.1. Oomicetos: o género Pythium ssp.

O género Pythium, pertence ao filo Oomycota, que por sua vez pertence
ao Reino Stramenopila, um dos trés reinos resultantes da divisdo do que era
conhecido como “Reino Fungi” de forma geral (BRUNS et al.,, 1991; KWON-
CHUNG, 1994). Compreende na sua maioria micro-organismos fitopatogénicos
e possui mais de 100 espécies validadas e mais de 300 propostas, sendo em
sua maioria cosmopolita, saprofitas de diferentes substratos, tanto na agua
como no solo, podendo parasitar algas, fungos, plantas e animais, inclusive
humanos (KIRK et al, 2008; SCHROEDER et al., 2013). Os oomicetos séo
organismos heterotréficos, filamentosos e multicelulares, assim como muitos
fungos, porém se diferem destes a nivel somatico estrutural e molecular. A
nivel estrutural por apresentar celulose e B-glucanas na composicao da parede

celular (ao invés de quitina como ocorre em fungos verdadeiros), zodsporos



biflagelados, estado vegetativo diploide, com meiose ocorrendo na
gametogénese, mitocondrias com crista tubular, vacuolos citoplasmatico de
corpo denso e estocagem de micolaminarina (1,3- B- glucana, soluvel em agua)
€ uma via alternativa na sintese de lisina (BEAKES et al., 1987; 1989; 2012).
Uma outra caracteristica importante que difere os oomicetos dos fungos é
quanto ao papel do ergosterol, nos fungos verdadeiros este é o principal
esteroide, ja os oomicetos sdo auxotroficos, ou seja, incorporaram esteroides
do meio ao invés de produzi-los, além disso estas moléculas ndo sao
essenciais no crescimento vegetativo, apenas para o desenvolvimento das
estruturas sexuais (HENDRIX, 1964; 1970). As diferengcas a nivel molecular
sdo evidenciadas por estudos filogenéticos mediante analises moleculares
envolvendo regides génicas, as quais demostram que o grupo dos oomicetos
se encontra filogeneticamente mais proximos de diatomaceas e algas que de
fungos (BRUNS et al., 1991; ADHIKARI et al., 2013; TANGPHATSORNRUANG
et al., 2016).

1.1.2 Pythium insidosum e pitiose

O agente etiolégico da pitiose € Pythium insidiosum, que por meio de
estudos baseados na sistematica filogenética, analises moleculares e
estruturais foi reclassificado no Reino Stramenopila, Filo Oomycota, Classe
Oomycetes, Ordem Peronosporales, Familia Pythiaceae (DE COCK et al.,
1987; ALEXOPOULOS et al., 1996).

Pithium insidiosum cresce na forma micelial, com hifas cenociticas
morfologicamente semelhante a fungos zigomicetos, diferindo destes pela
composicao da parede celular, ndo apresentando quitina, sendo esta composta
majoritariamente por celulose, (B-glucana e hidroxiprolina. Adicionalmente, a
molécula de ergosterol se encontra ausente em sua membrana plasmatica e se
reproduz principalmente de forma assexuada. Os zodsporos sao células unicas
nucleadas e biflageladas sendo um flagelo anterior e um posterior os quais se
movimentam de forma helicoidal em direcbes aleatdrias (GRIFFITH et al.,
1992; WALKER et al., 2007).

O ciclo de vida do P. insidiosum foi proposto pela primeira vez em 1983,
onde Miller mostrou que os zodsporos apresentam quimiotaxia a alguma
substancia presente nos pélos de mamiferos e em tecido vegetal (MILLER,

1983). O ciclo de vida envolve a colonizagédo de plantas aquaticas, que servem



de substratos para seu desenvolvimento e reproducdo. Ao encontrar o tecido
vegetal, os zoosporos livres no meio aquatico se encistam e iniciam a formagao
de suas hifas por meio da emissao de um tubo germinativo, dessa forma ocorre
a colonizagao da planta com o desenvolvimento das hifas. Nas extremidades
dessas hifas ocorre a formagao de zoosporangios onde se desenvolverdao os
zoosporos biflagelados, oriundos da reprodugdo assexuada, que apos a
maturacgéo sao liberados no meio aquatico em busca de um novo tecido vegetal
onde reiniciara seu ciclo de vida. A infeccdo e o desenvolvimento da doenca
ocorrem quando estes zoosporos livres no ambiente aquatico entram em
contato com o tecido animal lesionado. O ciclo de vida e quando ocorre a
infecgao esta ilustrado no Esquema 1. Estudos demostram que os zodsporos
secretam uma glicoproteina que permite a adesao na superficie tecidual onde
se encistam (ESTRADA-GARCIA, 1990; MENDOZA et al., 1993).

Formagéo de
Z0O0Ssporangio
e ZoOsporos

Micdlio na Zodsporos atraido pelo pélos dos mamiferos
planta
hospedeira

Zoosporos fixam-se e encistam
em plantas aquaticas,
formacgéo do tubo vegetativo

Germinagéo na planta hospedeira |

Liberacéo
de
“kunkers”
na agua

Crescimento | e
vegetativo
(Pitiose)

Fixacao e encistamento em tecido lesionado,
formacae do tubo vegetativo

provinientes de: 1. Mendonza et al, 1993; 2. Gaastra et al, 2010; 3. Revista Veterinaria
(https://www.revistaveterinaria.com.br/saiba-mais-sobre-a-pitiose-equina/); 4. Santurio et al,

2004; 5. Alvarez et al, 2003.

P. insidiosum foi considerado por um determinado periodo como o unico
agente etiolégico da pitiose em animais, no entanto, dois casos de pitiose
humana foram reportados por outra espécie, Pythium aphanidermatum, o que
reforca a necessidade de mais estudos com este importante género
(CALVANO et al., 2011; FARMER et al., 2015).
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A pitiose é comum em regides tropicais e subtropicais, cuja incidéncia
aumenta apos periodos de chuvas. O Brasil € considerado um pais endémico
desta doenga, com a maioria dos casos em equinos na regido do Pantanal
Mato-Grossense, sendo esta considerada a de maior incidéncia da doenga no
mundo (SANTURIO et al.,, 2006; ZARO, 2013; SANTOS et al., 2014;
MARCOLONGO-PEREIRA et al., 2014).

O primeiro caso de pitiose humana, por P. insidiosum, foi relatado na
Tailandia em 1985 (THIANPRASIT, 1986, 1990), no entanto diversos casos ja
foram reportados também na Oceania e Americas ( MILLER, 1983; MENDOZA
et al., 1986; MENDOZA & ALFARO, 1986; TRISCOTT et al, 1993;
IMWIDTHAYA, 1994; SOHN et al., 1996; MENDOZA et al., 1996; MURDOCH &
PARR, 1997; GROOTERS et al., 2003; CAMUS et al., 2004; MENDOZA et al.,
2005; BOSCO et al., 2005; OMAR et al.,2019). Casos importados da doencga ja
foram reportados em paises fora da regido dos tropicos, os quais foram
registrados apds a passagem dos pacientes por areas endémicas de pitiose
(GAASTRA et al.,, 2010; MOSBAH et al.,, 2012; HUNG & LEDDIN, 2014;
LELIEVRE et al.,, 2015; CASTELLAR et al., 2017). No entanto, um caso
denominado autdctone foi relatado na Europa, em um paciente de 21 anos de
idade, com lesdo ocular apds ter nadado em lagoa na Espanha (BERNHEIM et
al., 2019).

Também foi relatado um caso na Africa, em Mali, em um c&o e mais 33
casos em equinos no Egito (RIVIERRE et al., 2005; MOSBAH et al., 2012).

A doenca ocorre principalmente em equinos, cdes e humanos
(MENDOZA & ALFARO, 1986; MEIRELES et al., 1993; FISCHER et al., 1994,
IMWIDTHAYA, 1994; DYKSTRA et al.,, 1999; KRAJAEJUN et al., 2006;
KEOPRASOM et al., 2013), no entanto ja foi relatada, menos frequentemente,
em felinos, bovinos, ovinos, caprinos, asininos e em animais silvestres em
cativeiro e também em uma ave silvestre nos Estados Unidos e em avestruz no
Brasil (MILLER et al 1985; ; SANTURIO et al 1998; RAKICH et al., 2002;
CAMUS et al., 2004; TABOSA et al., 2004; WELLAHAN et al., 2004; LEON &
PEREZ, 2005; BUERGELTD et al., 2006; PESAVENTO et al., 2008 SANTURIO
et al., 2008; GRECCO et al., 2009; VIDELA et al., 2011; ALVAREZ et al., 2013;
SANTOS et al., 2014; DO CARMO et al., 2015; HECK et al., 2018, SOUTO et
al., 2019). A ditribuicao e as principais espécies acometidas pela pitiose no

mundo estdo iliustradas no esquema a seguir (esquema 2).



Distribuicéo e principais acometidos pela Pitiose ho Mundo

Ares ondo nio hi
incidéncia da doenga

Esquema 2. llustracdo gerada no Paint (Microsoft Office 2010) de acordo com os trabalhos
relatando pitiose no mundo publicados até 2019. De acordo com a escala, as cores mais

escuras indicam os paises com maiores incidéncia e prevaléncia da pitiose no mundo.

2.2.1 - Manifestacgoes Clinicas da Pitiose

De forma geral a doenga tem se manifestado por lesdes granulomatosas
nos tecidos cutdneo e subcutédneo em diferentes espécies animais (CHAFFIN
et al. 1995, GAASTRA et al., 2010; LEAL et al., 2001), por comprometimento
gastrointestinal em equinos e caes (MILLER, 1985, FISCHER et al., 1995),
ceratite em humanos (TANHEHCO et al., 2011, RATHI et al., 2018) e também
pela forma disseminada, caracterizada por infecgao sistémica com a formacao
de gangrena ou aneurisma (IMWIDTHAYA, 1994, CHITASOMBAT et al.,
2018a, b). A pitiose intestinal € a segunda forma de infecgdo mais comum,
entretanto detalhes da forma de contaminagéo sdo pouco conhecidos, sendo a
ingestdo de agua com zodsporo considerada a principal forma desta infec¢ao
(MENDOZA et al., 1993, BEZERRA et al., 2010, GAASTRA et al., 2010).

Os equinos sdo os animais mais acometidos pela pitiose sem haver
predisposi¢cao por idade, sexo ou raga. As regides anatdmicas mais afetadas
pela doenga compreendem as regides inferiores, como as extremidades distais
dos membros, regido ventral toracica e abdominal, fato explicado por serem as
partes que estdo em maior contato com a agua, sendo esse o fator
determinante para a infecgcao (MENDOZA et al., 1996). Os zodsporos penetram
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a superficie do tecido lesionado liberando enzimas proteoliticas e formando o
tubo germinativo (RAVISHANKAR et al., 2001; MACDONALD et al., 2002). Em
equinos sao observadas lesbes ulcerativas granulomatosas com bordos
irregulares contendo estruturas de coloracédo branco-amareladas com trajeto
semelhante ao das hifas, denominados kunkers, os quais correspondem a uma
reacdo imunoldgica muito intensa desencadeada pela degranulagdo de
eosinofilos e mastdcitos ao redor das hifas (MENDOZA & NEWTON, 2005). O
tamanho da leséo varia pelo tempo e local da infec¢ao, apresentando aspecto
muco-sanguinolento e hemorragico com intenso prurido, normalmente ocorre
uma lesdo unica, mas as vezes pode ser multifocal (CHAFFIN et al., 1995). A
pitiose equina também pode se disseminar para orgaos internos a partir de
infeccbes subcutaneas (REIS et al., 2003). Também foram observadas lesbes
atipicas no pantanal mato-grossense com aspectos deformantes porém sem
drenagem constante de secregéo e o tecido granulomatoso era recoberto por
uma pele grossa, a qual chamaram de “tumoragdo ndo ulcerada” que apés
anos permanecem do mesmo tamanho (LEAL et al., 2001a). A segunda forma
mais comum em equinos € a pitiose intestinal, com ulceragdo da mucosa e
obstrugdo do lumen (SANTURIO et al., 2006). Além dessas duas formas, a
pitiose equina pode atingir o tecido 6sseo adjacente a lesdo cutanea, em
membros, causando exostoses, ostedlises e osteomielite. Nestas lesdes pode
se visualizar a presenga de granulomas infiltrados por eosindfilos € massas
necroticas contendo hifas (MENDOZA et al., 1988; ALFARO & MENDOZA,
1990).

A espécie canina € a segunda mais frequentemente acometida pela
pitiose e pode se observar em caes oriundos de regides rurais, que
apresentaram contato com regides alagadas ou agua contaminada (FISCHER
et al., 1994; DYKSTRA et al.,, 1999). As lesbes podem ser cutdneas ou
gastrointestinais, sendo a segunda opgdo a forma mais frequente,
manifestando-se por disturbios digestivos como anorexia cronica e diarreia,
apresentando granulomas nodulares nas paredes de estdmago e instestino, as
quais sao perceptiveis a palpagdo abdominal (BENTINCK-SMITH et al., 1989).
As lesdes gastrointestinais apresentam inflamagdes piogranulomatosas com
areas necrosadas na parede do estdmago e intestino com deteccdo de
eosindfilo e hifas no exame histopatolégico (BENTINCK-SMITH et al., 1989).
No trato digestorio superior ja foi relatado esofagite crénica e nddulo na
orofaringe devido a infecgao por P. insidiosum (PATTON et al, 1998; HELMAN
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& OLIVER, 1999). Em gatos a pitiose € mais rara, entretanto ha relatos de
infeccdo superficial do trato respiratério e infecgdo gastrointestinal e leséo
sublingual (BISSONNETTE et al., 1991; RAKICH et al., 2002; FORTIN et al.,
2017). No Brasil a pitiose felina foi reportada em um gato que apresentou uma
massa granulomatosa em regido perianal. O animal era proveniente do estado
do Mato Grosso (SOARES et al., 2019).

Em bovinos ha relatos nos Estados Unidos, Brasil e Venezuela. Em
todos os relatos foram observados lesdes cutaneas em extremidade distal dos
membros, com edemas e ulceragdes, com infec¢gdes multifocais e presenca de
granulomas envoltos por tecido fibroso sem kunkers e observa-se cura
espontanea das lesdes (MILLER et al., 1985; SANTURIO et al., 1998; PEREZ
et al., 2005, GABRIEL et al., 2008).

Em ovinos temos registros de dois surtos no nordeste brasileiro em
2004, em um rebanho de 120 animais 40 foram infectados apds serem
colocados em uma area contendo um agude de pastagem na margem. E no
segundo rebanho, de um total de 80 animais, 6 foram infectados ao serem
expostos em uma area banhada onde havia pastagem. Os sinais clinicos foram
lesdes ulcerativas nos membros, no abdémen e regiao pré-escapular (TABOSA
et al., 2004).

A maior parte dos casos de pitiose humana € reportada na Tailandia,
onde houve o primeiro relato em 1985 (THIANPRASIT, 1986, 1990), e a
maioria esta relacionada a pacientes talassémicos (SATHAPATAYAVONGS et
al., 1989; LAOHAPENSANG et al., 2009; KEOPRASOM et al., 2013). A forma
mais comum de pitiose humana é a pitiose vascular, representando cerca de
59% dos casos reportados na Tailandia até 2008. E o caso mais grave de
pitiose pois pode progredir para forma disseminada da doenga, com altas taxas
de mortalidade e morbidade, principalmente em pacientes talassémicos. Os
sinais clinicos sao insuficiéncia arterial dos membros inferiores, prurido
cutaneo, ulcera cutanea, celulite, fasciculite necrosante, edema nas pernas,
auséncia de pulso arterial, aneurisma iliaco ou femoral e aneurisma da aorta
(KRAJAEJUN et al., 2006b). A segunda forma mais frequente de manifestacao
€ a pitiose ocular, onde os pacientes apresentam ulcera na cornea ou ceratite e
edema palpebral (KRAJAEJUN et al, 2006b; BERNHEIM et al.,, 2019;
PERMPALUNG et al., 2019). A terceira forma de manifestacdo da pitiose
humana séo através das lesbes granulomatosas cutaneas e subcutdneas

apresentando-se ulceradas e edematosas (KRAJAEJUN et al., 2006b).
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2.3 - Importancia dos estudos moleculares e sua aplicabilidade na

filogenia e padroes epidemiolégicos

O diagnéstico da pitiose tem sido baseado no histérico clinico do
animal/paciente com confirmagado por isolamento do agente etiolégico em
cultura e por exames histopatologicos (MOSBAH et al.,, 2012). O tratamento
baseado em antifungicos tradicionais € dificil, ja que a maioria desses atuam na
molécula do ergosterol presente na membrana celular dos fungos verdadeiros
e ausente em P. insidiosum (GRIFFITH et al., 1992; SEKHON et al., 1992;
GROOTERS et al., 2003). Na maioria dos casos o tratamento de escolha é o
debridamento cirurgico ou, até mesmo, a amputagdo do membro afetado
dependendo do estagio da infeccdo e da espécie animal envolvida. Assim
sendo, o diagndstico precoce melhora sobremaneira o prognostico
(IMWIDTHAYA, 1994; KAUFMAN, 1998; MENDOZA et al., 2004; KRAJAEJUN
et al., 2006b).

Estudos moleculares envolvendo técnicas mais sensiveis e especificas
tém permitido diagndsticos mais rapidos. Além do potencial uso diagndstico, as
ferramentas moleculares vém permitindo a realizagao de analises filogenéticas
em P. insidiosum para entender sua historia evolutiva e padrao de distribuicdo
geografica. Para isto algumas regides génicas tém se mostrado alvos eficientes
para fins de estudos genéticos, tendo destaque a regido ITS (/nternal
Transcribed Spacer) do DNA ribossomal, por ser uma regido nao codificadora
presente em todos os grupos fungicos € umas das regides mais utilizadas na
identificacdo de fungos, favorecendo o diagnostico (IWEN et al., 2002;
SCHOCH et al., 2012; BERNHEIM et al., 2019). Varias analises filogenéticas
usando a regido ITS foram feitas para o género Pythium, e em particular para
P. insidiosum, mostrando uma boa diferenciacdo, separando os isolados em
clados I, Il e lll, sendo o clado | somente cepas de origem americana
(MATSUMOTO et al., 1999; SCHURKO et al., 2000, 2003a; 2003b; VILLA et
al., 2006; AZEVEDO et al., 2012; KAMMARNJESADAKUL et al., 2011).

Além da regido ITS, o DNA mitocondrial (mtDNA) também vem sendo
utilizado (MARTIN, 2000). Para este propodsito utiliza-se os genes que
codificam proteinas metabdlicas e estruturais, como a subunidade citocromo
oxidase (COX-Il), por ser uma regiao mitocondrial génica mais conservada, é
menos ambigua que a regido ITS, portanto tem sido importante para

determinar relagdes filogenéticas tanto inter quanto intraespecificas, inclusive
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na filogenia de P. insidiossum, permitindo a diferenciacdo entre isolados do
continente americano e da Tailandia. Segundo a analise filogenética pela COX-
Il, observou-se que os isolados de P. insidiosum provenientes da Tailandia
possuem uma maior variabilidade genética, sendo observados dois clusters
distintos entre os isolados daquela regidao (clusters B e C), o que nao ocorre
com os isolados provenientes do continente americano, onde observa-se
menor variabilidade genética (KAMMARNJESADAKUL et al., 2011; AZEVEDO
et al., 2012) . Recentemente outra regido, o gene da 1,3-6- glucanase (exo 1),
foi usada para analise filogenética entre isolados de P. insidiosum, tanto
isolados  brasileiros/americanos  quanto tailandeses, o0s resultados
demonstraram que essa regido génica também €& promissora para o
entendimento das relacdes filogenéticas intraespecificas em P. insidiosum. De
igual maneira que o COX-Il, este gene separou as cepas tailandesas nos
clados Il e lll enquanto todas as cepas americanas agruparam dentro do clado |
(RIBEIRO et al., 2017).

A regido do genoma nuclear conhecida como Elongation factor-1a & a
regido codificante de um dos fatores de alongamento da tradugao (Tef-1a) que
€ responsavel por ligar a aminoacil-RNAt ao ribossomo no processo de
alongamento durante a traducdo (NEGRUTSKIl & EL'SKAYA, 1998). Estudos
moleculares apontam-na como uma boa regido para tragar relagdes evolutivas
por apresentar lentas taxas de substituicado de nucleotideos durante o processo
evolutivo, portanto tem sido usada para tracar a filogenia em varios grupos de
fungos (MATHENY et al., 2007; CASTELLANO et al., 2018), inclusive em
Phytophythora spp. (VAN'T KLOOSTER et al., 2000; KROON et al., 2004)
género filogeneticamente proximo a P. insidiosum, e em um estudo com
algumas espécies do género Pythium (KAMIKAWA et al., 2013).

As regides génicas codifificantes das proteinas a e B-tubulina, principais
componentes dos microtubulos em todas as células eucariotas, também tém se
mostrado alvos para estabelecer relagdes filogenéticas em diferentes
organismos, como microsporideos (KEELING, 2000; 2003) e diferentes grupos
de micro e macro-organismos (Animalia, plantas, Oophyta e em fungos dos
filos Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota e Zygomycota) (VERLAG &
KERSTLNVOIGT, 2003). Dentre os fungos existem estudos nas espécies
Histoplasma capsulatum, Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus spp.,
Penicillium spp., entre outros representantes basidiomicetos, ascomicetos e
zigomicetos (SCHATZ et al., 1986; HARRIS et al., 1989; THON & ROYSE,
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1999; EINAX & VOIGT, 2003; KEELING, 2003; SAMSON et al., 2004; TANG et
al., 2007; MINOR et al., 2016). Dentre os oomicetos, a filogenia baseada no
gene da a e B-tubulina ja foi estudada no género Phytophythora ssp. (KROON
et al., 2004; KOO et al., 2009) e sua relagdo com o género Pythium ssp. (VILLA
et al., 2006).

Dessa forma, estudos de varios marcadores moleculares permitiram a
diferenciacdo dos isolados de P. insidiousum em varios clados com uma
distribuicdo geografica determinada, o que poderia permitir establecer um
padrao epidemiologico mediante estudos evolutivos, a disseminagao da doencga
e correlacionar a patogenicidade com determinado hospedeiro, seja animal ou

humano, no entanto, mais estudos sao necessarios.

2.4 — Tipagem Molecular

As analises filogenéticas através do alinhamento de uma ou mais
regides génicas, previamente sequenciadas, tém se mostrado eficientes para
verificar relagdes filogenéticas intraespecifica e interespecificas para estes
micro-organismos, como ja citado anteriormente. No entanto algumas técnicas
tém se mostrado como “padrdo ouro” para identificar polimorfismos, criando
uma “impressao digital” para cada cepa diferenciando-as dentro de uma
mesma espécie através da comparagao de sequencias maiores de seu DNA
genbmico, este é o caso da eletroforese de campo pulsado (Pulsed-Field Gel
Electroforesis; PFGE). Diferente da eletroforese convencional, nesta o gel de
agarose contendo as amostras € submetido a diferentes campos elétricos
alternadamente, possibilitando a separagdo e analise de fragmentos bem
maiores do DNA (~600kb) ou de cromossomos inteiros (ADOLFO, 2005;
LUKACS et al, 2006). Essa técnica tem sido muito utilizada para
caracterizagao de cepas bacterianas para fins epidemioldgicos e filogenéticos
(TENOVER et al., 1995; LIU et al., 1999; MIRAGAIA et al., 2002).

Estudos relatam o uso de PFGE na investigagdo gendmica em varias
espécies fungicas (LUKACS et al., 2006), mostrado-se eficiente para analise de
locus polimérficos para elucidar a epidemiologia dentro da espécie de
Candida glabrata (KATIYAR et al., 2016) e caracterizacdo do genoma linear
mitocondrial de espécies de Pythium (MARTIN, 1995). Ja foi utilizada para
caracterizar o genoma cromossémico de Mucor circinelloides e em estudo do

caridtipo de Phytophthora megasperma, ambas espécies proximas de P.
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indisiosum (HOWLETT, 1989; NAGY et al., 1994; 2000). No entanto, na area
de bacteriologia esta técnica utiliza o padrao de restricdo para estabelecer as
relacbes entre as cepas, ja em muitos grupos fungicos e até mesmo para
algumas espécies do género Pythium se limita a estudos envolvendo cariotipo
(ADOLFO, 2005; LUKACS et al, 2006).

Muitos estudos vém apostando na analise molecular para estabelecer as
relagdes filogenéticas intraespecificas e interespecificas de P. insidiossum e os
resultados tém contribuido para esclarecer as adaptagcbes evolutivas deste
oomiceto. Apesar dos estudos mencionados anteriormente, podemos observar
que ha um déficit quando se trata das relagdes filogenéticas neste grupo, pois
apenas trés regides génicas foram estudadas nesta espécie (COX Il, exo-1,3-6-
glucanase e ITS) (SCHURKO et al., 2003a; 2003b; VILLA et al.,, 2006;
KAMMARNJESADAKUL et al., 2011; AZEVEDO et al., 2012; RIBEIRO et al.,
2017). Sabendo que as regides génicas do Tef-1a, a e B-tubulina vém
mostrando resultados promissores em estudos filogenéticos em diferentes
fungos, ampliarmos este conhecimento estudando essas trés regides em
Pythium insidiossum é imprescindivel.

Além disso, a origem das cepas americanas ainda nao esta bem
definida, alguns autores sugerem que a populagdo americana de P. insidiosum
tenha uma origem clonal asiatica, onde as variagbes genéticas sdo maiores
(AZEVEDO et al., 2012; RIBEIRO et al., 2017). Sabendo que a caracterizagcao
por padrdao de restricdo usando PFGE possibilita a comparacdo de clones
dentro de uma mesma espécie, por meio do padrdo de restrigdo no genoma
completo, visamos a padronizagdo desta técnica para o oomiceto Pythium
insidiosum, pois acreditamos que esta complementara a caracterizagéo
gendmica dos isolados americanos e tailandeses permitindo estimar a

distribuicdo, epidemiologia e a filogeografia dos clones em ambas as regides.

3 - OBJETIVOS
3.1 — Objetivo Geral

Estabelecer as relagdes filogenéticas entre isolados de P. insidiosum
das cepas Americanas e Asiaticas por meio do sequenciamento de novas
regides génicas: a regidao do Tef-1a, da a e B tubulina, além de padronizar a
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técnica de PFGE para esta espécie, estimando assim, a distribuicdo e

filogeografia dos clones em ambas as regides.

3.2 Objetivos especificos

e Extrair e quantificar o DNA genémico dos isolados clinicos;

e Desenhar primers especificos para as regides génicas codificadoras do
fator de alongamento da tradugao (Tef-7a) e da a e - tubulina para
especie de P. insidiossum;

e Sequenciar as regides Tef-1a, a e B- tubulina do DNA genbmico dos
isolados;

e Tracgar a filogenia entre os isolados de P. insidiosum de varias regides
do mundo e averiguar variabilidade genética, polimorfismos e inferir suas
relagdes evolutivas.

e Padronizacdo da técnica de protoplastizacdo, padrao de restricdo e

tipagem molecular por PFGE.

4 — MATERIAIS E METODOS
4.1 - Filogenia

4.1.1 - Cultivo fungico e extragao do material genético

O estudo contou com 52 isolados no total, sendo 23 isolados brasileiros
de Pythium insidiosum que sao mantidos no Laboratério de Micologia Médica
do Departamento de Microbiologia e Imunologia (IB, Unesp — Botucatu). As 29
cepas adicionais foram sequencianadas na Tailandia em parceria com alunos
do Pythiosis Lab, Faculty of Medicine, Ramathibodi Hospital, Mahidol
University, em Bangkok, orientados pelo Prof. Dr. Theerapong Krajaejun, e os
eletroferogramas resultantes foram enviados por email para serem analisados
junto as nossas sequencias aqui no Brasil. As cepas estudadas, assim como
sua origem e clados pertencentes resultantes da identificacédo por ITS estdo
contidas na Tabela 1. Os isolados brasileiros, processados integralmente em
nosso laboratério, foram cultivados em agar Sabourod a 25°C por sete dias.
Apos o crescimento os isolados foram submetidos a extracdo do material

genético seguindo o protocolo de extragdo Quick CTAB usando



15

fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) (ZHANG et al., 2015). Apds a
extracdo o material genético foi quantificado e armazenado no freezer até o

momento da amplificagcdo (PCR).
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Tabela 1. Dados dos isolados (americanos e asiaticos) e grupos externos para as analise
filogenéticas usados em nosso estudo. Para o presente estudo mantemos a nomenclatura das
cepas disponivel no NCBI, contidos na primeira coluna da tabela.

Numero de

Ident. Identificagéo acesso ITS Fonte Pa_is de Clado
NCBI laboratorial (NCBI) Origem (ITS)
Pi07 CBS573.85 AB971180.1 Equino Costa Rica I
Pi08 CBS580.85 AB898107.1 Equino Costa Rica I
Pi10 ATCC200269 AB898108.1 Humano USA I
Pi19 - AB971181.1 Humano Tailandia Il
Pi20 MCC18 AB971183.1 Humano Tailandia I
Pi32 P34 AB898121.1 Humano Tailandia Il
Pi35 Pi-S AB898124.1 Humano Tailandia I
Pi36 ATCC64221 LC199883.1 Equino Australia Il
Pi38 CBS101039 AB898125.1 Humano India Il
Pi40 CBS777.84 LC199886.1 Larva de mosquito India Il
Pi43 LPO4 AB898126.1 Ambiental Tailandia Il
Pi45 MCC13 AB971186.1 Humano Tailandia 11
Pi46 SIMI3306-44 AB971187.1 Humano Tailandia 11
Pi47 SIMI2921-45 AB971188.1 Humano Tailandia 11
Pi48 SIMI4763 AB971189.1 Humano Tailandia 11
Pi49 SIMI7695-48 AB898127.1 Humano Tailandia 11
Pi50 ATCC90586 AB971190.1 Humano USA 11
Pi51 - AB898128.1 Ambiental Tailandia 11
Pi52 - LC199888.1 Humano Tailandia Il
Pi53 - LC199889.1 Equino Tailandia Il
KU40017.1 - - Equino Tailandia Il
KU40017.2 - - Equino Tailandia Il
KU40017.3 - - Cao Tailandia I
KU40017.4 - - Equino Tailandia Il
KU40017.5 - - Equino Tailandia Il
KU40018.1 - - Equino Tailandia Il
KU40018.2 - - Equino Tailandia I
KU40019.1 - - Equino Tailandia I
KU40019.2 - - Cio Tailandia Il
Eqg-2 Eqg-2 KP842833.1 Equino Brasil, SP I
Eg-4 Eg-4 KP842835.1 Equino Brasil , SP I
Eqg-5 Eqg-5 KP842836.1 Equino Brasil , SP I
Eqg-6 Eqg-6 KP842837.1 Equino Brasil , SP I
Eg-9 Eg-9 KP842840.1 Equino Brasil , SP I
Eg-10 Eg-10 KP842841.1 Equino Brasil , SP I
Eg-11 Eg-11 KP842842.1 Equino Brasil , SP I
Eg-12 Eg-12 KP842843.1 Equino Brasil , SP I
Eg-13 Eg-13 KP842844.1 Equino Brasil , SP I
Eg-15 Eg-15 KP842845.1 Equino Brasil , SP I
Eg-16 Eg-16 KP842846.1 Equino Brasil , SP I
Eg-20 Eg-20 KP842846.1 Equino Brasil , SP I
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Eg-22 Eg-22 KP842849.1 Equino Brasil , SP I
Eqg-24 Eqg-24 KP842850.1 Equino Brasil , SP I
Eg-25 Eg-25 - Equino Brasil , SP I
Eqg-26 Eqg-26 - Equino Brasil , SP I
Eq-27 Eq-27 - Equino Brasil , SP I
Eg-28 Eg-28 - Equino Brasil , SP I
Eg-29 Eg-29 - Equino Brasil , SP I
Eg-30 Eg-30 - Equino Brasil , SP I
Eg-31 Eg-31 - Equino Brasil , SP I
Eg-32 Eg-32 - Equino Brasil , SP I
Céo Can-1 KP842851.1 Cao Brasil , SP I
P6497 Phy tso(ggéhora AAgggaooo Isolado do carvalho _ _
s i

4.1.2 — Identificagao molecular e desenho de primers especificos para P.
insidiosum

Os isolados de P. insidiosum foram previamente identificados pela
regido ITS e a maioria de suas sequencias ja foram depositadas na base de
dados do Genbank (Tabela 1).

Para amplificagdo da regido ITS foram utilizados os primers 1TS4 e ITS5
(WHITE et al., 1990) em aparelho termociclador modelo Veriti 96 wells (Applied
Biosystems, Ca, EU) e o perfil de ciclagem estd contido no Quadro 1. A
identificacao foi feita usando a ferramenta Basic Local Aligment Search Tool for
nucleotide (BLASTn) disponivel no site do National Center for Biotechnology

Information (NCBI - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) e posteriormente as

sequencias foram depositadas nesta base de dados. Entretanto, para a analise
filogenética foram desenhados primers especificos das regides do Tef-1a, da a
e fB-tubulinas para a espécie trabalhada. Para o desenho dos primers
obtivemos as sequencias dos referidos genes a partir do genoma completo de
P. insidiossum (Pi-S, GenBank: BBXB00000000.1) encontrado na base dados
Whole-Genome Shotgun Contigs (WGS) do NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/wgs/). A sequéncia depositada foi
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submetida a ferramenta BLASTnh e logo alinhada com sequéncias de outros
genomas depositados de cepas de P. insidiosum (CDC - americana
(JRHR00000000.1), CR02 - asiatica (BCFR00000000.1) usando o programa de
bioinformatica MEGA 7.0 e, logo apds a localizagdo da regido de interesse
(regido mais polimérfica dentro do gene que permitisse a separagao de cepas
americanas e tailandesas) os primers foram desenhados. As sequencias dos
primers desenhados para cada regido assim como os perfis de ciclagem estao

referidos no Quadro 1.

4.1.3 — Reacao em cadeia de Polimerase (PCR) e Eletroforese

As reagdes de PCR para os genes aqui avaliados foram feitas em
aparelho termociclador modelo Veriti 96 wells (Applied Biosystems, Ca, EU),
empregando-se GoTagq® Green Master Mix (Promega, Madison USA), 10mM
de cada primer, em volume total de 25uL. As sequencias dos primers, bem
como ferfis de ciclagem, podem ser observados no Quadro 1.

A visualizacdo do material amplificado foi realizada a partir de
eletroforese em gel de agarose 1,5% empregando-se marcador de peso
molecular de 100 pares de base (Promega, Madison USA), bem como o agente
intercalante Blue Green (LGC Biotecnologia).

ApOs receber o0s sequenciamentos dos isolados brasileiros foi
observado, em varias cepas, que nas trés regides génicas estudadas os
eletroesferogramas apresentavam dois picos, sempre na mesma posicao.
Quando as respectivas regides foram alinhadas ao genoma da cepa
disponiveis no Genbank apareceram mais de uma sequéncia correspondente
ao gene num mesmo genoma, supostamente cépia génica. Para verificar esta
hipétese, analisamos a cepa padrao, Pi-S (BBXB00000000.1) e vimos que a

mesma apresentava varias copias para 0 mesmo gene (nas trés regides). Para
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diferenciar as varias copias (bases degeneradas) foram feitos dois primers
forward (TEF-1a) e dois reverse (B-tubulina) adicionais em uma das bases
degeneradas para amplificar cada uma das copias, rendendo duas reagdes
adicionais para ambos os genes. Para a tubulina ndo foi desenhado por nao
haver resultados para cepas do clado Ill e ter poucos sitios polimorficos na
regiao amplificada. Foram utilizados os primers forward e reverse,

anteriormente desenhados de cada uma das reagdes. Os perfis de ciclagem e

sequencia dos primers podem ser observados no Quadro 1.

Quadro 1. Sequéncias dos primers ITS para identificagao dos isolados, dos primers especificos
para P. insidiosum, os primers para verificagdo das regides degeneradas e seus respectivos
perfis de ciclagem.

Primer Sequencia de nucleotideos (5’- 3’) Perfil de ciclagem
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 1x95°C/1min; 35x95°C/40s;
ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 1x55°C/50s; 1x72°C/50s; 1x72°C/5min
PITEF-1a-F CTATATGGATACGTGCAAGG 1x95°C/1min; 35x95°C/40s;
PITEF-1a - R GCGTCGAGGATCGTGTAACC 1x55°C/50s; 1x72°C/50s; 1x72°C/5min
Pio-Tub — F TCATCTCGTCGCTCACGACG 1x95°C/1min; 35x95°C/40s;
Pio-Tub — R GCTTGGCGTACATGAGATCG 1x55°C/50s; 1x72°C/50s; 1x72°C/5min
PiB-Tub - F AAGGGTCACTACACGGAGG 1x95°C/1min; 35x95°C/40s;
PyB-Tub - R GTTACCAATGAACGTCGTCG 1x55°C/50s; 1x72°C/50s; 1x72°C/5min
P2TEF-1a - F GCTGATGCCGGTCTCATCCTC 1x95°C/1min; 35x95°C/40s;
PITEF-10a—R GCGTCGAGGATCGTGTAACC 1x55°C/50s; 1x72°C/50s; 1x72°C/5min
Pi3TEF-1a - F GCTGATGCCGGTCTCATCCTT 1x95°C/1min; 35x95°C/40s;
PITEF-1a - R GCGTCGAGGATCGTGTAACC 1x55°C/50s; 1x72°C/50s; 1x72°C/5min
PiB-Tub - F AAGGGTCACTACACGGAGG 1x95°C/1min; 35x95°C/40s;
PiB2-Tub - R AACGGAATCAGGTTCACCGCA 1x56°C/50s; 1x72°C/50s; 1x72°C/5min
Pi3-Tub - F AAGGGTCACTACACGGAGG 1x95°C/1min; 35x95°C/40s;

Pi3-Tub — R

AACGGAATCAGGTTCACCGCA

1x56°C/50s; 1x72°C/50s; 1x72°C/5min
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4.1.4 — Sequenciamento de DNA

Os amplicons obtidos foram purificados empregando-se a enzima
ExoSap IT (ThermoFisher Scientific), a seguir foi quantificado em
espectrofotometro (Nanovue) a fim de se ajustar a concentragdo necessaria
para a reagao de sequenciamento. O sequenciamento foi terceirizado junto ao
Laboratério de Diagndstico Molecular do Instituto de Biotecnologia/UNESP,
segundo a plataforma do sequenciador ABI3500 (Applied Biosystems). As
sequéncias obtidas foram visualizadas e alinhadas pelo programa Mega 7.0 e

entdo submetidas ao Blastn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) para

confirmar a identidade molecular dos amplicons de P. insidiosum obtidos, bem

como para seu depdsito no Genbank.

4.1.5 — Analises filogenéticas

Os 52 isolados utilizados para as analises filogenéticas de P. insidiosum
foram previamente identificados pela regido ITS do DNA ribossomal (WHITE et
al.,, 1990). Dentre as cepas asiaticas, apresentavam cepas isoladas na
Tailandia (10 isolados de humanos, 8 isolados de equinos, 2 ambientais, 2 de
cdes), na india (1 isolado humano e 1 isolado de larva de mosquito), na
Australia (1 isolado equino). Dentre as cepas americanas, apresentavam cepas
isoladas nos Estados Unidos (2 isolados de humanos), Costa Rica (2 isolados
de equino) e no Brasil (22 isolados de equino e 1 isolado de c&o), conforme
observado na Tabela 1.

As analises filogenéticas foram realizadas no programa Mega 7.0, apds
o alinhamento das sequéncias contendo as bases degeneradas para os trés
genes (resultados dos primeiros pares de primers desenhados para cada gene)

pelo Clustal W.
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Phytophthora sojae foi usada como outgroup para a e B tubulina,
espécie usada noramalmente como grupo externo para tragar filogenia de
muitas espécie de Pythium ssp. (SCHURKO et al., 2003a; 2003b; LEVESQUE
& COCK, 2004; KAMMARNJESADAKUL et al., 2011). Para o gene Tef-1q, a
especie Phythophthora sojae apresentou muita divergéncia em relacédo as
sequéncias de P. insidiosum, entretanto se alinhou mais facilmente com
Lagenidium giganteum (isolado ARSEF 373), outro importante oomiceto de
interesse médico. As sequéncias de DNA dos genes da regiao codificadora
dessas respectivas espécies foram obtidas a partir da base de dados do

Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) e foram usadas como grupo

externo para analises filogenéticas pelo método Maximum Likelihood e 1000

replicas de bootstrap (KIMURA, 1980, HARRIS et al., 1998).

4.2 — Tipagem Molecular

4.2.1 — Cultivo fungico e protoplastizagao

Para realizagdo da tipagem molecular os isolados brasileiros de P.
insidiosum foram submetidos a protoplastizagdo, ou seja, a formacéao artificial
de células desprovidas de parece celular. Para isso foram cultivados em caldo
Sabouraud a 35°C a 45 rpm por 72 horas. Posteriormente, a separagao da
massa micelial do meio liquido foi testada de duas formas: i) por filtragem em
bomba a vacuo usando filtro de papel e, ii) simplesmente, pingando o
emaranhado de hifas do meio liquido com secagem em papel absorvente. Foi
utilizado 0,04 g/mL de micélio, pesado em balanga de alta precisdo, e em
seguida lavado em solugéo salina (0,9%) e centrifugado (4000gx por 10 min).

A obtencdo dos protoplastos foi realizada com sistéma litico contendo
enzimas em concentragdes variadas e estabilizadores osmaticos (E.O.)

descritos no Quadro 2. Foram testados diferentes combinagdes de enzimas
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para obtencdo de protoplastos: 1- Glucanex® (Lysing Enzymes from
Trichoderma harzianum, Sigma Adrich), 2- Glucanex® + lisozima (Sigma
Adrich), 3- Celulase, 4- Glucanex® + Celulase, em diferentes concentragdes. O
complexo Glucanex® apresenta majoritariamente em sua composicao [-
glucanase e celulase, por isso foi escolhido para protoplastizagdo de P.
insidiosum. A concentragao enzimatica e o tempo de acéo foram ajustados de
acordo com os resultados observados. Trés diferentes E.O. também foram
testados: 1- MgSO4 1,2M + NaH2PO4 0,01M, 2- KCI 0,6M + tampao citrato
0,05M, pH 4,8, 3- Manitol 0,69M + Acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico (MES)
0,001M, pH 6,2 (Merck®) . Para evitar contaminacao bacteriana adicionou-se
0,0044% (v/v) de benzilpenicilina e a incubagao foi a 35°C com 45 rpm por

tempo que variou de 2 a 6 horas.

Quadro 2. Sistémas liticos testados na protoplastizacao de P. insidiosum.

Estabilizador Osmoético

Complexo enzimatico Concentragoes testadas t
estados
Glucanex 0,01 g/ml e 0,1g/ml 1e2
Glucanex + lisoenzima 0,002g/ml e 0,1g/ml @ 1e?2
Celulase 1:50ml e 1:1000ml 1,2e3
Glucanex + Celulase 0,01g/ml + 1:50 a 1:1000ml 1,2e3

@neste caso, a concentracdo das enzimas foi de 1:1 em cada sistéma litico e ambas variaram
de 0,002g/ml e 0,1g/ml .

Realizou-se a contagem dos protoplastos em Camara de Neubauer e
esses foram ajustados para a concentragdo de 10° prot/mL para a confecgao
dos plugs em sorbitol 1M + EDTA 0,05M, pH 8,0, adicionado de agarose 1%
na propor¢ao 1:1 e proteinase K a 2 mg/mL (Promega, Madison USA). Foram
testados plugs em agarose para PFGE (Pulsed Field Certified Agarose, Bio
Rad) e em agarose Low Melt (Certified Low Melt Agarose, Bio Rad).

Posteriormente os plugs foram submetidos a digestdo enzimatica para
liberacdo do material genético utilizando tampao de lise (EDTA 0,5M, Tris 1M,

Sarcosil 10%, pH 8.0) contendo 1g/ml de proteinase K por 24 horas a 50°C. Em
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seguida foram feita trés lavagem em EDTA 0,05M pH 8,0 e armazenado a 4°C

até o momento da corrida.

4.2.2 - Eletroforese de Campo Pulsado (PFGE)

Para a corrida os plugs foram tratados com enzimas de restricdo ja
utilizadas em estudos com P. insidiosum (VARGA et al.,, 1995; ESIN &
HUSEYIN, 2001; LUKACS et al., 2006;): Hinf |, Alu | e Hae Ill (New England,
BioLabs) na concentragao que variou de 10 a 100 U a 37°C por tempo que
variou de 15 minutos a 24 horas. A seguir fixados em gel de agarose (Pulsed
Field Certified Agarose, Bio-Rad) preparado em Tris-EDTA 0,5X a 1% e
submetidos a eletroforese com campos elétricos pulsando alternadamente num
angulo de 120° no aparelho de PFGE CHEF |l da Bio-Rad. Foram testados
diferentes padrdes de corrida de acordo com algumas referéncias para tipagem
de Candida ssp. (DIB et al.,, 1996; VOSS et al.,, 1997; VRIONI, 2001;
KHADRAOUI et al., 2011; ABDELJELIL et al., 2012).

Apos a corrida foi usado brometo de etidio como agente intercalante
para revelagcdo das bandas em luz ultravioleta e as imagens coletadas com
GelDoc (Bio-Rad). Para evitar degradagcao do material genético, empregou-se
tioureia a 0,0039 mg/mL ao tampao de corrida. O padrdo das bandas sera

analisado pelo software BioNumerics (MARTIN, 1995a).

5 - RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 — Filogenia

5.1.1 — Desenhos dos primers, PCR e sequenciamento.

O sequenciamento resultou em fragmentos de tamanho médio de 503
pb para a tubulina, 803 pb para B tubulina e 539 pb para tef-1a, como ilustrados

na Figura 1. Os fragmentos n&o apresentaram introns, exceto pela amostra
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KU40018.2 (isolado tailandés, clado Il) em que apresentou um infron (regido
nao codificante) de 318 pb no gene tef-1a (em vermelho na Figura 1D). Bases
degeneradas também foram comuns nas trés regides o que nos leva acreditar
que estes genes poderiam ser duplicados (Figura 3).

Todos os amplicons foram confirmados por eletroforese para todas as
amostras, exceto os amplicons da a-tubulina para as amostras provenientes do
laboratério da Universidade de Mahidol (Clado Ill). As sequencias génicas da a-
tubulina apresentaram-se mais polimorficas para as cepas asiaticas do clado Il,
subdividindo-as em dois clados (Figura 6) e ndo amplificando as cepas do
clado Il (SCHURKO et al., 2003b, 2003a; KAMMARNJESADAKUL et al., 2011;
AZEVEDO et al., 2012; RIBEIRO et al., 2017). O fato de ndo amplificar essa
regido para nenhuma cepa do clado lll (cepas asiaticas) é explicado pelo fato
de que os primers foram desenhados com base no genoma de cepas do clado
| e Il, s6 entdo depois que percebemos que as cepas do clado Il apresentava
polimorfismo justamente no regido do primer iniciador da reacdo. Desenhamos
entdo um novo primer sense para essas cepas € enviamos para 0s
colaboradores na Tailandia para refazer as reacdes e sequenciamentos,
estamos aguardando o envio das sequéncias para inclusdo nas analises, 0 que

devera ocorrer na primeira semana de margo (comunicagao por email).

: Fig.1A
Alpha Tubulina
PyATub-F PyA-Tub-R m
Eeta Tubulina Fig. 1B
PyB-Tub-F PyE-Tub-R pr

translation elongation factor alpha
PyTEF.F PyTEF.R
- -

translation elongation factor strain 40018.2 alpha
PyTEF-F PyTEF- R

Figura 1. Esquema dos fragmentos sequenciados de cada gene usando o software on-line
Exon-Intron graphic maker. A Figura 1A representa o gene da a tubulina e a regido em verde
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representa a segmento (regiao parcial) amplificado. A Figura 1B representa o gene da
tubulina e a regiao em azul o segmento (regido parcial) amplificado. E a Figura 1C e 1D
representam o gene TEF-1-a. Os fragmentos em vermelho representam as sequencias parciais
amplificadas e no caso espécifico da Figura 1D pode-se observar o intron da cepa KU40018.2.
Na parte superior a direita de cada gene pode se observar a escala equivalente a 100pb.

O resultado da PCR para os dois pares de primers desenhados apos
observar bases degeneradas, tanto para Tef-1a (Pi2Tef-1a -F / PiTef-1a-R e
Pi3Tef-1a / PiTef-1a-R) quanto para B-tubulina (PiB-Tub-F / Pi32-Tub-R e PiB-
Tub-F e PiB3-Tub-R, Quadro 1) foram confirmados por eletroforese, indicando
mais de uma regido codificante para cada um destes genes (Figura 2). Isto
confirma que as bases degeneradas que apareceram no sequenciamento néo
eram erros e sim o indicativo de cépias de um mesmo gene.

O fenomeno de duplicagdo génica para os genes da a e (3 tubulina é
visto em varias linhagens fungicas, nas quais durante o processo evolutivo,
houve a duplicagdo e/ou perda independente de um dos genes, formando
clados ortologos/paralogos, havendo inclusive mudanga de fungdo numa das
copias em alguns fungos, como Fusarium (gene paralogo)(ZHAO et al., 2014).
Algumas espécies com duplicagdo génica para a e/ou [ tubulina s&o
Aspergillus nidulans, Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe
e Fusarium graminearium, na maioria deles apenas uma das coépias exerce
papel essencial na sobrevivéncia da espécie, sugerindo uma divergéncia
funcional do gene apds a duplicagéo, no entanto estudos afirmam que a causa
e 0s mecanismos da divergéncia funcional sdo desconhecidos (SCHATZ et al.,
1986; ADACHI et al., 1986; DOSHI et al., 1991; ZHAO et al., 2014). Alguns
estudos com espécies de Pythium também verificaram bases degeneradas
para B-tubulina e sugerem uma duplicagdo génica ou genes homodlogos
distintos resultado de uma hibridizagao entre duas cepas parentais diferentes, e

que esses eventos podem estar relacionados a viruléncia e mecanismos de

patogenicidade das cepas. No entanto, esses dados ainda nao foram
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esclarecidos, o que refor¢ca a necessidade de mais estudos sobre estes genes
neste género e em especial para P. insidiosum, pois nao ha estudos verificando
a dinamica e evolugao génica para esta espécie (BRASIER et al.,, 1999; MAN
IN'T VELD et al., 2002; SPIES et al., 2011; HYDE et al., 2014; SHEN et al,,

2019).

MM 02 04 05 06 09 10 13 15 16 MM 02 04 05 06 09 10

26 27 28 29 30 31 32 CAO

-
— — S G G S N T GE— — — — -
—_—

- W e - — -
— — - b . == g o O 9

- -

MMO02 04 05 06 09 10 1 12 13 15 16 20 22 - +

MM 23 24 25 26 27 28 29 30
MMO02 04 05 06 09 10

Figura 2. Confirmagdo dos amplicons resultantes da PCR para B-tubulina e Tef-1a com os
novos primers desenhados a partir de bases degeneradas. As figuras A e B sao resultados da
PCR para os dois pares primers da B-tubulina, as amostras Eq 02 a 32 e Cao indicam os
isolados brasileiros usados na reagdo. As figuras C e D indicam o resultado da reacéo para os
dois pares de primers de tef-1a, as amostras Eq 02 a Cao indicam os isolados brasileiros
usados na reacgdo. + = controle positivo; - = controle negativo, MM = Marcador Molecular 100
bp (Promega). Amplicons 500pb.

Pelo sequencimameto foi comprovado uma possivel copia génica para
o TEF-1a, pois além da confirmagao dos amplicons para os dois pares de
primers desenhados Py2Tef-1a -F / PyTef-10-R e Py3Tef-1a / PyTef-1a-R,

pelo sequenciamento visualizamos uma corregédo nas bases degeneradas que
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se encontravam na regidao amplificada primeiramente pelos primers PyTef-1a/
PyTef-1a-R (Figura 3). Podemos observar que as sequéncias génicas se
alinham totalmente e a troca da base ndo altera os aminoacidos sendo,
possivelmente, genes homologos (Figura 3). Para confirmagao desses dados
estamos trabalhando em anadlises de bioinformatica a partir dos genomas
completos de P. insidiosum, disponiveis na base de dados, afim de avaliar as
hipéteses levantadas. Assim poderemos determinar se P. insidiosum apresenta
cepas hibridas ou com genoma duplicado. Estudos demostram que Tef-1a
pode estar presente de forma duplicada em varias linhagens fungicas, inclusive
em oomicetos e diatomaceas, grupo filogeneticamente relacionado (LINZ et al.,
1984; SYPHERD, 1987; KAMIKAWA et al., 2013). A duplicagcdo do genoma,
assim como as cepas hibridas ja foram descritas em fungos e em oomicetos
(BRASIER et al.,, 1999; MAN IN'T VELD et al.,, 2002; KROON et al., 2004;
SHEN et al.,, 2019), entretanto ndao obtivemos estudos com resultados
satisfatorios sobre a dindmica evolutiva dos genes no género Pythium, muito
menos para especie de P. insidiosum, para tanto acreditamos que uma analise
de filogenémica de P. insidiosum poderia ajudar a esclarecer esta questao
nesta espécie e servir como base para posteriores estudos neste importante

género.
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Figura 3. Alinhamento das sequéncias amplificadas por Pi2Tef-1a/ PiTef-1a-R e Pi3Tef-1a/
PiTef-1a-R (primers para as possiveis regides duplicadas) e o isolado EQ04 amplificada com
os primers PiTefla -F / PiTef-10-R. Observa-se que a base degenerada (Y) dos primeiros
sequenciamentos amplificados pelos primers PiTef1a -F / PiTef-1a-R, exposta pela cepa EQ04
(sublinhada em amarelo) poderia ser uma citosina (C, pico azul) ou uma timina (T pico
vermelho), exposto no eletroesferograma. Apds ser amplificadas com os primers Pi2Tef-1a/
PiTef-1a0-R e Py3Tef-1a/ PiTef-10-R, as cepas (EQ6, EQ9, EQ10, EQ11 e EQ12) mostraram
uma C ou uma T exatamente na mesma posi¢ao (Y) para as amplificagbes resultantes dos
respectivos pares de primers.
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5.1.2 — Analise Filogenéticas

Na filogenia gerada a partir do gene Tef-17a pelo modelo de evolugéo
Kimura 2 parametro (1980), os isolados foram divididos em 2 clados
monofiléticos (Figura 4). As cepas provenientes dos clados | e I, que se
mostraram diferentes segundo a regido ITS, ndo se diferenciaram pela regido
Tef-1a, até mesmo a amostra KU40018.2 (Clado Il), unica amostra a
apresentar um intron. Todas as amostras do clado Ill agruparam em um clado
separado, confirmando maiores diferengas genéticas dessas cepas em relagéo
as demais, como mostradas pelas filogenias de P. insidiosum
(KAMMARNJESADAKUL et al., 2011). Azevedo (2012), Ribeiro (2017) e
colaboradores observaram este coportamento onde algumas cepas tailandesas

agruparam junto as americanas formando um unico clado quando analizaram
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a regiao ITS. Esses resultados corroboram a hipétese de que os isolados

americanos poderiam ter uma origem clonal partindo de isolados tailandeses, ja

que as cepas tailandesas mostraram diferencas filogenéticas entre si, se

alocando em clados diferentes, indicando maior diversidade em relagcao as
americanas (AZEVEDO et al., 2012; RIBEIRO et al., 2017).

Entretanto, podemos observar que as diferengas foram mais acentuadas

pelo gene da a e B-tubulina, pois ambas posicionam as cepas americanas em

clados separados. As construcdes filogenéticas geradas a partir dos genes da

a e B tubulina podem ser apreciadas nas Figuras 5 e 6, respectivamente.
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63
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0.0100
Figura 4. Arvore filogenética do gene Tef-1a por Méaxima Verossimilhanga (Maximum
Lakelihood). Modelo de evolugdo com parametro Kimura 2. BRA: isolados brasileiros; THAI:
isolados tailandeses; Clados I, Il e Il baseado na classificagéo pelo gene ITS .
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A filogenia envolvendo o gene da a-tubulina foi feita pelo modelo de
evolugdo Tamura 3- parametro - T92 (1992) apresenta apenas cepas do clado |
e I, no entanto mostram que os isolados se separam em trés clados, em que
um deles é composto inteiramente de cepas americanas, confirmando a
proximidade filogenética das cepas avaliadas, corroborando com estudos
anteriores (Figura 5) (SCHURKO et al., 2003a; 2003b;
KAMMARNJESADAKUL et al., 2011; AZEVEDO et al., 2012; RIBEIRO et al.,
2017). Os isolados asiaticos do clado Il se subdividiram em dois clados (clado

II-A e clado II-B (Figura 5).
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FPhytophthora sajae strain PEAST
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00100
Figura 5. Arvore filogenética do gene a-tubulina por Maxima erossimilhanga, (Maximum
Likelihood). Modelo de evolugdo com pardmetro Tamura 3- (T92). BRA: isolados brasileiros;
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THAI: isolados tailandeses; Clados |, Il baseado na classificagao pelo gene ITS, com auséncia
do clado lll.

A B-tubulina mostrou ser a melhor regido para as analises filogenéticas.
A filogenia pelo modelo de evolugdo Tamura-Nei com distribuicdo gama
(T93+G) (1993) mostra a separagdo em trés grandes clados, como sugerido
nas analises filogenéticas usando o gene COX-ll e a p-glucanase
(KAMMARNJESADAKUL et al., 2011; AZEVEDO et al., 2012; RIBEIRO et al.,
2017). Podemos observar uma maior diversidade em relacdo aos isolados
tailandeses no qual o clado Il esta mais proximo filogenéticamente do clado I,
confirmando a origem geografica. Por sua vez o clado Il se subdivide em dois
clados relacionados, sendo o clado II-A composto por dois isolados (um da
india e um da Australia), e o restante das cepas do clado |l formam o clado II-B,

compostos unicamente por isolados tailandeses.
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Figura 6. Arvore filogenética do gene B-tubulina por Maxima Verossimilhanca, (Maximum
Likelihood). Modelo de evolugdo Tamura-Nei com distribuicdo gama (T93+G). BRA: isolados
brasileiros; THAI: isolados tailandeses; Clados I, Il e Ill baseado na classificagdo pelo gene ITS.

Além disso vimos que um dos isolados brasileiros (Eq37) se distinguiu
dentro do clado I, ficando em clado separado (clado I-B), evidenciando maiores
diferencas desse gene dentro das espécies de P. insidiosum em comparagao
com os genes Tef-1a e a-tubulina. Nas filogenias anteriores ndo observamos
diferencas entre as cepas americanas a nivel de clado, o que nos leva a
acreditar que a B-tubulina representa uma interessante regido para estudos de

variabilidade genética instraespecifica.

6 — Tipagem Molecular

Apos o crescimento das cepas em meio liquido em condi¢des ideais, as

cepas foram submetidas a protoplastizacdo. Os dois métodos testados para
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separagao das hifas do caldo foram validos, no entanto, optamos por pingar o
emaranhado de micélio e secagem e papel absorvente, ja que o mesmo
resultado foi obtido de forma mais pratica e rapida, recuperando o micélio seco
para a pesagem.

Foi realizado dois tratamentos utilizando o complexo Glucanex®, ambos
na concentragcao de 0,01g/ml, com variagdes no E.O. 1 e 2. Ap6s 2 horas foi
observado, de 1 em 1 hora, a agdo enzimatica em microscopico e nas primeras
trés horas observamos o desprendimento da membrana plasmatica da parede
celular, no entanto as hifas ainda permaneceram intactas como mostrado na
Figura 7. Mesmo apds 6 horas de tratamento com o complexo Glucanex® e os
E.O. 1 e 2, poucos protoplastos haviam sidos liberados e muitas hifas intactas
ainda eram observadas. Além disso o tratamento utilizando o E.O. 2

apresentou resultados mais satisfatérios que o E.O. 1.

Figura 7. Protoplastos de P. insidiosum. A) 20X, B e C) 40X.
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Na tentativa de melhorar o rendimento da obtencao dos protoplastos,
foram testadas diferentes combina¢gdes do complexo enzimatico e E.O.
Inicialmente foi avaliado o complexo Glucanex® + lisoenzima, ambos na
concentragcdo de 0,002g/mL, variando entre o E.O. 1 e 2. No entanto,
observamos resultados semelhantes dos tratamentos utilizando somente a
Glucanex®, mesmo quando aumentamos pra concentragao 0,1g/ml (10X mais

que o tratamento inicial) com incubagao por 6 horas (Figura 8).

A B

Figura 8. Micélio de P. insidiosum tratado Glucanax + lisoenzima, ambos na concentragéo de
0,002g/ml. Mostrando hifas inteiras, porém podemos observar os protoplastos no interior
destas. Figura A aumento 20X, figura B aumento 40X.

Até entdo haviamos observado alguns protoplastos no interior das hifas,
sendo poucos liberados, numa contagem inferior a concentracdo que se
observa em artigos cientificos de cariotipagem com PFGE para algumas
espécies flngicas, onde a concentragéo varia entre 10% a 108 protoplasto/ml (
HOWLETT, 1989; DARINI et al., 1999). Observamos aumento na concentragao
de protoplastos quando utilizamos o E.O. 2.

Acreditando que a dificuldade para liberagao dos protoplastos estava na
quebra da celulose presente na composi¢cao da parede celular das hifas de P.
insidiosum, partimos entdo para os testes com celulase em diferentes
concentracdes e em combinacdo com o complexo Glucanax®.

Assim como o Glucanex®, a celulase (100%) foi testada sozinha, nas

concentracdes de 1:50, 1:100 e 1:250 variando entre os dois estabilizadores.
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Observamos que na maior concentracdo houve degradagdo exacerbada do
micélio e na concentragao de 1:100 e de 1:250 houve quebra parcial, porém
nas hifas que permaneceram inteiras ndo houve o desprendimento entre
membrana plasmatica e parede celular como observados pela acédo da
Glucanex® . Assim sendo, testamos a combinagdo Glucanex® (0,01g/ml) +
celulase (a 1:500 e 1:250) variando entre E.O. 1 e 2. e ap6s 3 horas de

incubacao ja foi possivel observar quebra exacerbada do micélio sem formagao

de protoplastos (Figura 9).

Te

Figura 9. Protoplastizagdo de P. insidiosum utilizando: a — Celulase a 1:500; em b e ¢ -
Glucanax®(0,01g/ml) + celulase 1:50, com 3 horas de incubagao.

Perecebemos que a acdo da celulase era mais rapida que a de
Glucanax®, além disso, o E.O. 2 teve melhor acdo. Sendo assim, optamos por
incubar as amostras primeiramente em Glucanex® (0,01g/ml) por 3h e em
seguida adicionarmos a celulase na concentragao de 1:1000 e incubar de 15 a
30 minutos, dessa forma obervamos a liberacdo de protoplastos de P.
insidiosum em sua maioria arrendondados numa concentragédo de 108 prot/ml
(Figura 10). Neste experimento também testamos o uso de um terceiro
estabilizador osmadtico usado para protoplastizacdo de outras espécie de
oomicetos (Manitol 0,69M + buffer MES (acido 2-( N- morfolino)
etanossulfénico) 0,001M, PH 6.2), este mostrou melhor acdo, sendo usado a

partir de entdo (MARTIN, 1995a; HOWLETT, 1989).
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Figura 10. Protoplastizagao de P. insidiosum uﬁlizando :awgombinagé_o Glucanex® + celhlasé. A
— tratamento Glucanex®, 0,01g/ml por 3 horas; B — adigdo de celulase (1:1000) e incubagao
por mais 30 minutos.

ApOs a protoplastizagao partimos para a formacgao dos plugs, que foram
testados usando diferentes tipos de agarose, sendo que, pelas codi¢des
necessarias para digestdo dos plugs (50°C por 24h) os feitos com agarose
Low Melt se desintegraram, dessa forma seguimos os experimentos utilizando
agarose para PFGE (Pulsed Field Certified Agarose, Bio Rad). Apos a
digestdo e lavagem seguimos para clivagem com enzima de restricdo. Os
primeiros resultados, utilizando concentragdo 10U em tempos que variaram de
15 min a 24 horas nao houve clivagem na corrida, que durou 22 horas, pois 0
material genético permaneceu no poco (Figura 11a). Ao aumentarmos a
concentragcao enzimatica (30U), independente dos tempos de agao da enzima,
podemos observar que o material genético correu pelo gel de agarose, no
entanto ndo houve separagdo de bandas (Figura 11b). Estamos testando
atualmente variagdo da concentragdo de enzimas de restricido e padrbes de
corrida utilizados para tipagem de Candida ssp. (DIB et al., 1996; VOSS et al.,

1997; VRIONI, 2001; KHADRAOUI et al., 2011; ABDELJELIL et al., 2012).
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Figura 11: A - PFGE de protoplastos de P. insidiosum, isolado Eq28 tratado com a enzima de
restricdo Hae lll, amostras 1 e 2, tratadas por 15 min, amostras 3 e 4, por 1h, amostras 5 e 6,
overnight. As amostras 7, 8, 9 e 10 foram tratadas com Hinf I, por 1h as duas primeiras e
overnight as demais. Em todas as amostras a temperatura de incubagéo foi 37°C. B - as
amostras foram tratadas com Alu |, também a 10U, 1 e 2, por 1h, 3 e 4 overnight, a 37°C, 5¢e 6
representa o marcador Lambda ladder. C -, amostras de 1 a 5 sdo dos plugs armazenados em
EDTA 0,05M a 4°C por 1 més, tratados com enzima Hae IIl a 30U, em tempos distintos, e as
amostras de 6 a 10 sado plugs tratados com a mesma enzima imediatamente apos a digestao.
As corridas foram em TBE 0,5X adicionado de tioureia (0,0039 mg/ml) em aparelho CHEF Il
Mapper- Bio-Rad. 120°C, 6V, por 22h (a e b) e 18h (c).

A padronizagdo da técnica de PFGE para eucariotos € um processo
mais complexo do que em bacterias pela propria composigao estrutural da
célula eucariota. Em fungos por exemplo, além de haver tanto a forma
leveduriforme quanto a forma filamentosa, existem variagdes na composicao
bioquimica e estrutural, o que leva a processos mais delicados na quebra da
parede celular e a lise da membrana plasmatica sem acarretar na degradagao
do DNA (LUKACS et al., 2006). Em leveduras como as do género Candida ssp.
O processo € um pouco mais simples se comparado aos fungos na forma
filamentosa. Nos estudos envolvendo cariotipagem dos oomicetos aqui citados,
a protoplastizagao (quebra da parede celular) é a fase inicial da técnica de
PFGE, dessa forma utilizamos estes estudos para padronizagao da técnica de
protoplastizagao para P. insidiosum (MARTIN, 1995a,b; HOWLETT, 1989). No
entanto estes estudos utilizaram a técnica afim de determinar a cariotipagem,
visando a separacao de cromossomos inteiros, onde perfis de corrida como
voltagem, padrdo de pulsos variam de acordo com a espécies em questao e é
diferente se utiliza enzima de restricdo, em que ocorrera a clivagem do genoma

em pontos especificos de acordo com a ezima, separando fragmentos
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menores, como foi nossa tentativa. Como ndo encontramos trabalhos de
analises parecidas para P. insidiosum, nem para outras espécies do género
ainda estamos tentando padronizar esta etapa afim de determinar o padrao de
restricdo para esta espécie. Entretanto, tentar a cariotipagem utilizando perfis
de corridas que MARTIN (1995a,b) usou para outras espécies do género

poderia ser uma alternativa.

7 — Conclusoes

As trés regides génicas analisadas mostraram-se uteis para estabelecer
as relagdes filogenéticas em P. insidiosum. Dos genes estudados o gene da B-
tubulina mostrou os melhores resultados sendo mais diverso genéticamente,
separando os isolados de acordo os clados sugeridos e também de acordo
com as diferentes regides geograficas.

Embora ndo tenhamos resultados conclusivos referentes a tipagem
molecular, acreditamos que o resultado sera bastante relevante para se
entender o padrdao gendmico dentro da especie e complementara os resultados

obtidos a respeitos das relagbes evolutivas.
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