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RESUMO 

Pythium insidiosum é o agente etiológico da pitiose, uma infecção 

granulomatosa crônica, com prevalência em regiões de clima tropical e 

subtropical que acomete mamíferos, principalmente equinos, cães e humanos. 

Este micro-organismo é um falso fungo que apresenta uma ampla distribuição 

geográfica, sendo muito prevalente na América do Sul (pitiose equina e canina) 

e na Tailândia (pitiose humana). Estudos moleculares têm permitido 

diagnóstico precoce e melhor compreensão das relações filogenéticas, 

dividindo o patógeno em três clados (I, II e III ou A, B e C). Entretanto essas 

informações são ainda bastante limitadas e novas regiões gênicas poderiam 

ajudar a esclarecer a história evolutiva dessa espécie. Assim sendo, este 

trabalho visou estabelecer as relações filogenéticas entre 52 isolados de P. 

insidiosum, americanos e asiáticos, por meio do sequenciamento de três novas 

regiões gênicas: a região do  fator de alongamento da tradução (Tef-1α), α e β 

tubulina, além da padronização da técnica de Pulse Filed Gel Electrophoresis 

(PFGE) para esta espécie. A região do Tef-1α mostrou-se menos polimórfica 

em relação a α e β tubulina, entretanto separou as cepas aqui trabalhadas em 

dois clados distintos, sendo um composto apenas de cepas classificadas 

previamente como sendo do clado III (asiáticas), e agrupou todas as cepas 

americanas junto às cepas do clado II. A filogenia baseada no gene da β 

tubulina separou os isolados nos três clados esperados.  Em relação à α 

tubulina houve diferenciação dos isolados em clados I e II, não observando 

amplificação do clado III. As cepas  do clado II se subdividiram em dois clados 

monofiléticos. Concluímos que os resultados da filogenia dos genes aqui 

trabalhados são congruentes com os dados até então estudados para essa 

espécie, corroborando a hipótese de expansão clonal das cepas asiáticas para 

o continente americano. As análises de PFGE estão em fase de padronização 

dos perfis eletroforéticos e acreditamos que poderá complementar os dados 

sobre as relações evolutivas de Pythium insidiosum.  

 

 

Palavras chaves: Pitiose, Pythium insidiosum, Tef-1α, α- tubulina, β-tubulina, 

Filogenia, identificação molecular, padrão de restrição.  



 
 

 

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, II and III 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-

1α), α and β tubulin, in addition to the standardization of the Pulse Filed Gel 

Electrophoresis (PFGE) technique for this species. The Tef-1α region showed 

little polymorphic in relation to α and β tubulin, however it separated the strains 

here studied into two distinct clades, being composed only of strains previously 

classified as clade III (Asian), and grouped all the American strains next to the 

clade II strains. The β tubulin gene-based phylogeny separated the isolates into 

the three expected clades. Regarding α tubulin there was differentiation of 

isolates in clades I and II, not observing amplification of clade III. The clade II 

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-1α, α- tubulin, β-tubulin, 

phylogeny, molecular identification, restriction pattern 
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1 – INTRODUÇÃO 

 

A pitiose é uma infecção crônica, granulomatosa, frequentemente 

confundida com algumas micoses subcutâneas. É causada por um oomiceto do 

gênero Pythium, um falso fugo, que acomete, principalmente, equinos e cães 

nas Américas (MENDOZA & ALFARO, 1986; FISCHER et al., 1994)  e 

humanos no sudeste asiático (IMWIDTHAYA, 1994; KRAJAEJUN et al., 

2006a). 

A pitiose vem sendo descrita como uma infecção emergente, 

(VANITTANAKOM et al., 2004; SANTURIO et al., 2006), entretanto há relatos 

de casos da doença deste 1884, ano em foi descrita pela primeira vez por 

veterinários britânicos que trabalhavam com cavalos na Índia. A doença ficou 

conhecida como “bursattee” ou “bursatte”, do indiano “burus”, “bursator” ou 

“bausette, que significa estação chuvosa, período este de maior incidência da 

doença (SMITH, 1884; GAASTRA et al., 2010). Apesar de já relatada, seu 

agente etiológico só veio a ser isolado entre 1901 e 1924, por cientistas 

holandeses, o qual ficou conhecido como “Hyphomycosis destruens” na época, 

entretanto o nome não foi validado, pois não observaram esporulação (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 ágar Sabouraud para um 

meio aquoso observaram a formação de zoósporo biflagelados, então o 

reconheceram como sendo um oomiceto do gênero Pythium (AUSTWICK & 

COPLAND, 1974). Embasados nesta descoberta, denominaram a doença 

como pitiose (CHANDLER et al., 1980) e seu agente etiológico foi formalmente 

denominado Pythium insidiosum após as evidências de muitos estudos 

morfológicos e a observação do desenvolvimento de estruturas reprodutivas 

sexuais in vitro (DE COCK et al., 1987). 

Apesar da preferência ecológica de P. insidiosum ainda não ser bem 

descrita, sabe-se que a espécie ocorre principalmente em águas superficiais, 

menos frequente em águas profundas e ocasionalmente no solo (MENDOZA, 

et al., 1993, 1996). A presença de água é uma condição necessária para a 

formação de zoósporos, forma infectante do patógeno, assim sendo, períodos 

de grandes índices pluviométricos e inundações são considerados recursos 

naturais para disperção de Pythium insidiosum em áreas endêmicas 
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(SUPABANDHU et al., 2008; GAASTRA et al., 2010), com mais casos da 

doença descritos nestes períodos ( MILLER, 1982; DOS SANTOS et al, 2011) 

Uma questão relevante a ser estudada a respeito desta infecção é seu 

diagnóstico e tratamento, pois há semelhança da manifestação clínica com 

algumas micoses que atingem o tecido subcutâneo e a morfologia do P. 

insidiosum pode ser confundida com fungos zigomicetos, podendo assim ter 

um tratamento comprometido devido ao diagnóstico equivocado. Apesar de 

muito parecido morfologicamente com um fungo, há uma grande diferença 

química e bioquímica na composição de sua parede celular, membrana 

plasmática e algumas vias proteicas, estruturas que podem ser alvos de 

fármacos antifúngicos, comprometendo o prognóstico da pitiose (BEAKES 

1987; 1989).  

Atualmente o diagnóstico das infecções fúngicas envolve exame 

micológico direto, cultura e histopatologia, processos muitas vezes demorados, 

que dependem da qualidade da amostra clínica, viabilidade do patógeno e 

experiência do profissional do laboratório, fatos que compromentem o resultado 

(WAGNER et al., 2018). 

A biologia molecular tem acrescentado muitas informações a respeito 

da história evolutiva de muitos patógenos na Microbiologia. Estudos na área da 

genética molecular têm permitido avanços no uso de técnicas e 

consequentemente mais assertividade e rapidez no diagnóstico e 

esclarecimentos a respeito da dinâmica intraespecífica e interespecíficas dos 

patógenos. Além disso, estas técnicas demostram maior sensibilidade na 

identificação do patógeno, quando comparado às técnicas tradicionais 

mencionadas anteriormente (RICKERTS et al., 2007; BUITRAGO et al., 2013; 

RAMPINI et al., 2016; WAGNER et al., 2018). 

Estudos envolvendo Pythium insidiosum têm permitido um melhor 

entendimento em relação a suas características gênicas e suas relações 

filogenéticas permitido o estabelecimento de marcadores moleculares tanto 

para fins de diagnóstico quantos para se entender suas relações evolutivas  ( 

SCHURKO et al., 2003; KAMMARNJESADAKUL et al., 2011; AZEVEDO et al., 

2012; ; RIBEIRO et al., 2017). A região ITS (Internal Transcribed Spacer) do 

DNA nuclear ribossomal, muito usada no diagnóstico molecular de fungos, já 

foi usada para traçar a filogenia de P. insidiosum, e permitiu a separação das 

cepas em três clados distintos (I, II e III), sendo o clado I composto unicamente 

por isolados provenientes do continente americano, e os clados II e III 
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composto majoritariamente por isolados da Tailândia, bem como de outras 

regiões, como Japão, Austrália, Índia e também dois isolados do continente 

americano (SCHURKO et al., 2003a; 2003b). Em um estudo realizado por 

Kammarnjesadakul et al. (2011), analisando as regiões ITS e Cox-II (citocromo 

oxidase do DNA mitocondrial) foi observado a separação dos isolados de P. 

insidiosum em três 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 asiático (Tailândia). Esses resultados foram corroborados por 

Azevedo et al. (2012), ao incluírem isolados provenientes das regiões centro-

oeste e sul do Brasil nessas análises filogenéticas. Além disso, a região ITS 

tem sido usada com êxito na identificação de P. insidisoum, permitindo um 

diagnóstico preciso e rápido sendo mais assertivo que técnicas tradicionais 

(BOSCO et al., 2005; BERNHEIM et al., 2019). 

No entanto para fins de informações evolutivas, dinâmica populacional 

da espécie e estabelecimento de novos marcadores moleculares para estudos 

filogenéticos e diagnóticos, estudos com P. insidiosum ainda são restritos. 

Dessa forma, vimos a necessidade de avanços no conhecimento genômico da 

espécie em questão e suas relações evolutivas. 

 

1.1– REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

1.1.1. Oomicetos: o gênero Pythium ssp. 

 

O gênero Pythium, pertence ao filo Oomycota, que por sua  vez pertence 

ao Reino Stramenopila, um dos três reinos resultantes da divisão do que era 

conhecido como “Reino Fungi” de forma geral (BRUNS et al., 1991; KWON-

CHUNG, 1994). Compreende na sua maioria micro-organismos fitopatogênicos 

e possui mais de 100 espécies validadas e mais de 300 propostas, sendo em 

sua maioria cosmopolita, saprófitas de diferentes substratos, tanto na água 

como no solo, podendo parasitar algas, fungos, plantas e animais, inclusive 

humanos (KIRK et al, 2008; SCHROEDER et al., 2013). Os oomicetos são 

organismos heterotróficos, filamentosos e multicelulares, assim como muitos 

fungos, porém se diferem destes à nível somático estrutural e molecular. A 

nível estrutural por apresentar celulose e β-glucanas na composição da parede 

celular (ao invés de quitina como ocorre em fungos verdadeiros), zoósporos 
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biflagelados, estado vegetativo diploide, com meiose ocorrendo na 

gametogênese, mitocôndrias com crista tubular, vacúolos citoplasmático de 

corpo denso e estocagem de micolaminarina (1,3- β- glucana, solúvel em água) 

e uma via alternativa na síntese de lisina (BEAKES et al., 1987; 1989; 2012). 

Uma outra característica importante que difere os oomicetos dos fungos é 

quanto ao papel do ergosterol, nos fungos verdadeiros este é o principal 

esteroide, já os oomicetos são auxotróficos, ou seja, incorporaram esteroides 

do meio ao invés de produzí-los, além disso  estas moléculas não são 

essenciais no crescimento vegetativo, apenas para o desenvolvimento das 

estruturas sexuais (HENDRIX, 1964; 1970). As diferenças a nível molecular 

são evidenciadas por estudos filogenéticos mediante análises moleculares 

envolvendo regiões gênicas, as quais demostram que o grupo dos oomicetos 

se encontra filogeneticamente mais próximos de diatomáceas 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 etiológico da pitiose é Pythium insidiosum, que por meio de 

estudos baseados na sistemática filogenética, análises moleculares e 

estruturais foi reclassificado no Reino Stramenopila, Filo Oomycota, Classe 

Oomycetes, Ordem Peronosporales, Família Pythiaceae (DE COCK et al., 

1987; ALEXOPOULOS et al., 1996). 

Pithium insidiosum cresce na forma micelial, com hifas cenocíticas 

morfologicamente semelhante a fungos zigomicetos, diferindo destes pela 

composição da parede celular, não apresentando quitina, sendo esta composta 

majoritariamente por celulose, β-glucana e hidroxiprolina. Adicionalmente, a 

molécula de ergosterol se encontra ausente em sua membrana plasmática e se 

reproduz principalmente de forma assexuada. Os zoósporos são células únicas 

nucleadas e biflageladas sendo um flagelo anterior e um posterior os quais se 

movimentam de forma helicoidal em direções aleatórias (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 zoósporos apresentam quimiotaxia a alguma 

substância presente nos pêlos de mamíferos e em tecido vegetal (MILLER, 

1983). O ciclo de vida envolve a colonização de plantas aquáticas, que servem 
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de substratos para seu desenvolvimento e reprodução. Ao encontrar o tecido 

vegetal, os zoósporos livres no meio aquático se encistam e iniciam a formação 

de suas hifas por meio da emissão de um tubo germinativo, dessa forma ocorre 

a colonização da planta com o desenvolvimento das hifas. Nas extremidades 

dessas hifas ocorre à formação de zoosporângios onde se desenvolverão 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 de vida. A infecção e o desenvolvimento da doença 

ocorrem quando estes zoósporos livres no ambiente aquático entram em 

contato com o tecido animal lesionado. O ciclo de vida e  quando ocorre a 

infecção está ilustrado no Esquema 1. Estudos demostram que os zoósporos 

secretam uma glicoproteína que permite a adesão na superfície tecidual onde 

se encistam (ESTRADA-GARCIA, 1990; MENDOZA et al., 1993).  

 

Esquema 1. Ilustração do ciclo de vida de P. insidiosum e a ocorrência da infecção. Imagens 

provinientes de: 1. Mendonza et al, 1993; 2. Gaastra et al, 2010; 3. Revista Veterinária 

(https://www.revistaveterinaria.com.br/saiba-mais-sobre-a-pitiose-equina/); 4. Santurio et al, 

2004; 5. Álvarez et al, 2003. 

 

P. insidiosum  foi considerado por um determinado período como o único 

agente etiológico da pitiose em animais, no entanto, dois casos de pitiose 

humana foram reportados por outra espécie, Pythium aphanidermatum, o que 

reforça a necessidade de mais estudos com este importante gênero 

(CALVANO et al., 2011; FARMER et al., 2015). 

https://www.revistaveterinaria.com.br/saiba-mais-sobre-a-pitiose-equina/
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A pitiose é comum em regiões tropicais e subtropicais, cuja incidência 

aumenta após períodos de chuvas. O Brasil é considerado um país endêmico 

desta doença, com a maioria dos casos em equinos na região do Pantanal 

Mato-Grossense, sendo esta considerada a de maior incidência da doença 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 

Tailândia em 1985 (THIANPRASIT, 1986, 1990), no entanto diversos casos já 

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 doença já 

foram reportados em países fora da região dos trópicos, os quais foram 

registrados após a passagem dos pacientes por áreas endêmicas 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 autóctone foi relatado na Europa, em um paciente de 21 anos de 

idade, com lesão ocular após ter nadado em lagoa na Espanha (BERNHEIM et 

al., 2019).  

Também foi relatado um caso na África, em Mali, em um cão e mais 33 

casos em equinos no Egito  (RIVIERRE et al., 2005; MOSBAH et al., 2012). 

A doença ocorre principalmente em equinos, cães 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 já 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; LÉON & 

PÉREZ, 2005; BUERGELTD et al., 2006; PESAVENTO et al., 2008 SANTURIO 

et al., 2008; GRECCO et al., 2009; VIDELA et al., 2011; ÁLVAREZ et al., 2013; 

SANTOS et al., 2014; DO CARMO et al., 2015; HECK et al., 2018, SOUTO et 

al., 2019). A ditribuição e as principais espécies acometidas pela pitiose no 

mundo estão iliustradas no esquema a seguir (esquema 2). 
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Esquema 2. Ilustração 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 países com maiores incidência e prevalência da pitiose no mundo. 

2.2.1 – Manifestações Clínicas da Pitiose 

 

De forma geral a doença tem se manifestado por lesões granulomatosas 

nos tecidos cutâneo e subcutâneo em diferentes espécies animais (CHAFFIN 

et al. 1995, GAASTRA et al., 2010; LEAL et al., 2001), por comprometimento 

gastrointestinal em equinos e cães (MILLER, 1985, FISCHER et al., 1995), 

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 (IMWIDTHAYA, 1994, CHITASOMBAT et al., 

2018a, b). 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 desta infecção 

(MENDOZA et al., 1993, BEZERRA et al., 2010, GAASTRA et al., 2010). 

Os equinos são os animais mais acometidos pela pitiose sem haver 

predisposição por idade, sexo ou raça. 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, sendo esse o fator 

determinante para a infecção (MENDOZA et al., 1996). Os zoósporos penetram 
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a superfície do tecido lesionado liberando enzimas proteolíticas e formando o 

tubo germinativo (RAVISHANKAR et al., 2001; MACDONALD et al., 2002). Em 

equinos são observadas lesões ulcerativas granulomatosas com bordos 

irregulares contendo estruturas de coloração branco-amareladas com trajeto 

semelhante ao das hifas, 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). O 

tamanho da lesão varia pelo tempo e local da infecção, apresentando aspecto 

muco-sanguinolento e hemorrágico com intenso prurido, normalmente ocorre 

uma lesão única, mas as vezes pode ser multifocal (CHAFFIN et al., 1995). A 

pitiose equina também pode se disseminar para órgãos internos a partir de 

infecções subcutâneas (REIS et al., 2003). Também foram observadas lesões 

atípicas no pantanal mato-grossense com aspectos deformantes porém sem 

drenagem constante de secreção e o tecido granulomatoso era recoberto por 

uma pele grossa, a qual chamaram de “tumoração não ulcerada” que após 

anos permanecem do mesmo tamanho (LEAL et al., 2001a). A segunda forma 

mais comum em equinos é a pitiose intestinal, com ulceração da mucosa e 

obstrução do lúmen (SANTURIO et al., 2006). Além dessas duas formas, a 

pitiose equina pode atingir o tecido ósseo adjacente à lesão cutânea, em 

membros, causando exostoses, osteólises e osteomielite. Nestas lesões pode 

se visualizar a presença de granulomas  infiltrados por eosinófilos e massas 

necróticas contendo hifas (MENDOZA et al., 1988; ALFARO & MENDOZA, 

1990). 

A espécie canina é a segunda mais frequentemente acometida pela 

pitiose e pode se observar em cães oriundos de regiões rurais, que 

apresentaram contato com regiões alagadas ou água contaminada (FISCHER 

et al., 1994; DYKSTRA et al., 1999). As lesões podem ser cutâneas ou 

gastrointestinais, sendo a segunda opção a forma mais frequente, 

manifestando-se por distúrbios digestivos como anorexia crônica e diarreia, 

apresentando granulomas nodulares nas paredes de estômago e instestino, as 

quais são perceptíveis à palpação abdominal (BENTINCK-SMITH et al., 1989). 

As lesões gastrointestinais apresentam inflamações piogranulomatosas com 

áreas necrosadas na parede do estômago e intestino com detecção de 

eosinófilo e hifas no exame histopatológico (BENTINCK-SMITH et al., 1989). 

No trato digestório superior já foi relatado esofagite crônica e nódulo na 

orofaringe devido à infecção por P. insidiosum (PATTON et al, 1998; HELMAN 
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& OLIVER, 1999). Em gatos a pitiose é mais rara, entretanto há relatos de 

infecção superficial do trato respiratório e infecção gastrointestinal e lesão 

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 região perianal. O animal era proveniente do estado 

do Mato Grosso (SOARES et al., 2019).  

Em bovinos há relatos nos Estados Unidos, Brasil e Venezuela. Em 

todos os relatos foram observados lesões cutâneas em extremidade distal dos 

membros, com edemas e ulcerações, com infecções multifocais e presença de 

granulomas envoltos por tecido fibroso sem kunkers e observa-se cura 

espontânea das lesões (MILLER et al., 1985; SANTURIO et al., 1998; PÉREZ 

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 após serem 

colocados em uma área contendo um açude de pastagem na margem. E no 

segundo rebanho, de um total de 80 animais, 6 foram infectados ao serem 

expostos em uma área banhada onde havia pastagem. Os sinais clínicos foram 

lesões ulcerativas nos membros, no abdômen e região pré-escapular (TABOSA 

et al., 2004). 

A maior parte dos casos de pitiose humana é reportada na Tailandia, 

onde houve o primeiro relato em 1985 (THIANPRASIT, 1986, 1990), e a 

maioria está relacionada à pacientes talassêmicos (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. É o caso mais grave de 

pitiose pois pode progredir para forma disseminada da doença, com altas taxas 

de mortalidade e morbidade, principalmente em pacientes talassêmicos. Os 

sinais clínicos são insuficiência arterial dos membros inferiores, prurido 

cutâneo, úlcera cutânea, celulite, fasciculite necrosante, edema nas pernas, 

ausência de pulso arterial, aneurisma ilíaco ou femoral e aneurisma da aorta 

(KRAJAEJUN et al., 2006b). A segunda forma mais frequente de manifestação 

é a pitiose ocular, onde os pacientes apresentam ulcera na córnea ou ceratite e 

edema palpebral (KRAJAEJUN et al., 2006b; BERNHEIM et al., 2019; 

PERMPALUNG et al., 2019). A terceira forma de manifestação da pitiose 

humana são através das lesões granulomatosas cutâneas e subcutâneas 

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

filogenia e padrões epidemiológicos 

 

O diagnóstico da pitiose tem sido baseado no histórico clínico do 

animal/paciente com confirmação por isolamento do agente etiológico em 

cultura e por exames histopatológicos (MOSBAH et al., 2012). 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 (GRIFFITH et al., 1992; SEKHON et al., 1992; 

GROOTERS et al., 2003). Na maioria dos casos o tratamento de escolha é o 

debridamento cirúrgico ou, até mesmo, a amputação do membro afetado 

dependendo do estágio da infecção e da espécie animal envolvida. Assim 

sendo, o diagnóstico precoce melhora sobremaneira o prognóstico 

(IMWIDTHAYA, 1994; KAUFMAN, 1998; MENDOZA et al., 2004; KRAJAEJUN 

et al., 2006b). 

Estudos moleculares envolvendo técnicas mais sensíveis e específicas 

têm permitido diagnósticos mais rápidos. Além do potencial uso diagnóstico, as 

ferramentas moleculares vêm permitindo a realização de análises filogenéticas 

em P. insidiosum para entender sua história evolutiva e padrão de distribuição 

geográfica. Para isto algumas regiões gênicas têm se mostrado alvos eficientes 

para fins de estudos genéticos, tendo destaque a região ITS (Internal 

Transcribed Spacer) do DNA ribossomal, por ser uma região não codificadora 

presente em todos os grupos fúngicos é umas das regiões  mais utilizadas na 

identificação de fungos, favorecendo o diagnóstico (IWEN et al., 2002; 

SCHOCH et al., 2012; BERNHEIM et al., 2019). Várias análises filogenéticas 

usando a região ITS foram feitas para o gênero Pythium, e em particular para 

P. insidiosum, mostrando uma boa diferenciação, separando os isolados em 

clados I, II e III, sendo o clado I 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 região ITS, o DNA mitocondrial (mtDNA) também vem sendo 

utilizado (MARTIN, 2000). Para este propósito utiliza-se os genes que 

codificam proteínas metabólicas e estruturais, como a subunidade citocromo 

oxidase (COX-II), por ser uma região mitocondrial gênica mais conservada, é 

menos ambígua que a região ITS, portanto tem sido importante para 

determinar relações filogenéticas tanto inter quanto intraespecíficas, inclusive 
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na filogenia de P. insidiossum, permitindo a diferenciação entre isolados do 

continente americano e da Tailândia. Segundo a análise filogenética pela COX-

II, observou-se que os isolados de P. insidiosum provenientes da Tailândia 

possuem uma maior variabilidade genética, sendo observados dois clusters 

distintos entre os isolados daquela região (clusters B e C), o que não ocorre 

com os isolados provenientes do continente americano, onde observa-se 

menor variabilidade genética (KAMMARNJESADAKUL et al., 2011; AZEVEDO 

et al., 2012) . Recentemente outra região, o gene da 1,3-β- glucanase (exo 1), 

foi usada para análise filogenética entre isolados de P. insidiosum, tanto 

isolados brasileiros/americanos quanto tailandeses, os resultados 

demonstraram que essa região gênica também é promissora para o 

entendimento das relações filogenéticas intraespecíficas em P. insidiosum. De 

igual maneira que o COX-II, este gene separou as cepas tailandesas nos 

clados II e III enquanto todas as cepas americanas agruparam dentro do clado I 

(RIBEIRO et al., 2017). 

A região do genoma nuclear conhecida como Elongation factor-1α é a 

região codificante de um dos fatores de alongamento da tradução (Tef-1α) que 

é responsável por ligar a aminoacil-RNAt ao ribossomo no processo de 

alongamento durante a tradução (NEGRUTSKII &  EL’SKAYA, 1998). Estudos 

moleculares apontam-na como uma boa região para traçar relações evolutivas 

por apresentar lentas taxas de substituição de nucleotídeos durante o processo 

evolutivo, portanto tem sido usada para traçar a filogenia em vários 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) 

gênero filogeneticamente próximo a P. insidiosum,  e em um estudo com 

algumas espécies  do gênero Pythium (KAMIKAWA et al., 2013). 

As regiões gênicas codifificantes das proteínas  α e β-tubulina, principais 

componentes dos microtúbulos em todas as células eucariotas, também têm se 

mostrado alvos para estabelecer relações filogenéticas em diferentes 

organismos, como microsporídeos (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 α e β-tubulina já foi estudada no gênero Phytophythora ssp. (KROON 

et al., 2004; KOO et al., 2009) e sua relação com o gênero Pythium ssp. (VILLA 

et al., 2006). 

Dessa forma, estudos de vários marcadores moleculares permitiram a 

diferenciação dos isolados de P. insidiousum em vários clados com uma 

distribuição geográfica determinada, o que poderia permitir establecer um 

padrão epidemiológico mediante estudos evolutivos, a disseminação da doença 

e correlacionar a patogenicidade  com determinado hospedeiro, seja animal ou 

humano, no entanto, mais estudos são necessários. 

2.4 – Tipagem Molecular 

 

As análises filogenéticas através do alinhamento de uma ou mais 

regiões gênicas, previamente sequenciadas, têm se mostrado eficientes para 

verificar relações filogenéticas intraespecífica e interespecíficas para estes 

micro-organismos, como já citado anteriormente. No entanto algumas técnicas 

têm se mostrado como “padrão ouro” para identificar polimorfismos, criando 

uma “impressão digital” para cada cepa diferenciando-as dentro de uma 

mesma espécie através da comparação de sequencias maiores de seu DNA 

genômico, 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 é submetido a diferentes campos elétricos 

alternadamente, possibilitando a separação e análise de fragmentos bem 

maiores do DNA (~600kb) ou de cromossomos inteiros (ADOLFO, 2005; 

LUKÁCS et al., 2006). Essa técnica tem sido muito utilizada para 

caracterização de cepas bacterianas para fins  epidemiológicos e filogenéticos 

(TENOVER et al., 1995; LIU et al., 1999; MIRAGAIA et al., 2002).  

Estudos relatam o uso de PFGE na investigação genômica em várias 

espécies fúngicas (LUKÁCS et al., 2006), mostrado-se eficiente para análise de 

locus polimórficos para elucidar a epidemiologia  dentro da espécie  de 

Candida glabrata (KATIYAR et al., 2016) e caracterização do genoma linear 

mitocondrial de espécies de Pythium (MARTIN, 1995). Já foi utilizada para 

caracterizar o genoma cromossômico de Mucor circinelloides e em estudo do 

cariótipo de Phytophthora megasperma, ambas espécies próximas de P. 
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indisiosum (HOWLETT, 1989; NAGY et al., 1994; 2000). No entanto, na área 

de bacteriologia esta técnica utiliza o padrão de restrição para estabelecer as 

relações entre as cepas, já em muitos grupos fúngicos e até mesmo para 

algumas espécies do gênero Pythium se limita a estudos envolvendo cariótipo 

(ADOLFO, 2005; LUKÁCS et al, 2006). 

Muitos estudos vêm apostando na análise molecular para estabelecer as 

relações filogenéticas intraespecíficas e interespecíficas de P. insidiossum e os 

resultados têm contribuído para esclarecer as adaptações evolutivas deste 

oomiceto. Apesar dos estudos mencionados anteriormente, podemos observar 

que há um déficit quando se trata das relações filogenéticas neste grupo, pois 

apenas três regiões gênicas foram estudadas nesta espécie (COX II, exo-1,3-β-

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 regiões gênicas do Tef-1α, α e β-tubulina vêm 

mostrando resultados promissores em estudos filogenéticos em diferentes 

fungos, ampliarmos este conhecimento estudando essas três regiões em 

Pythium insidiossum é imprescindível. 

Além disso, a origem das cepas americanas ainda não está bem 

definida, alguns autores sugerem que a população americana de P. insidiosum 

tenha uma origem clonal asiática, onde as variações genéticas são maiores 

(AZEVEDO et al., 2012; RIBEIRO et al., 2017). Sabendo que a caracterização 

por padrão de restrição usando PFGE possibilita a comparação de clones 

dentro de uma mesma espécie, por meio do padrão de restrição no genoma 

completo, visamos a padronização desta técnica para o oomiceto Pythium 

insidiosum, pois acreditamos que esta complementará a caracterização 

genômica dos isolados americanos e tailandeses permitindo estimar a 

distribuição, epidemiologia e a filogeografia dos clones em ambas as regiões. 

 

3 – OBJETIVOS 

3.1 – Objetivo Geral 

 

Estabelecer as relações filogenéticas entre isolados de P. insidiosum 

das cepas Americanas e Asiáticas por meio do sequenciamento de novas 

regiões gênicas: a região do  Tef-1α, da α e β tubulina, além de padronizar a 
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técnica de PFGE para esta espécie, estimando assim, a distribuição e 

filogeografia dos clones em ambas as regiões. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

• Extrair e quantificar o DNA genômico dos isolados clínicos; 

• Desenhar primers específicos para as regiões gênicas codificadoras do 

fator de alongamento da tradução (Tef-1α) e da α e β- tubulina para 

espécie de P. insidiossum; 

• Sequenciar as regiões Tef-1α, α e β- tubulina do DNA genômico dos 

isolados; 

• Traçar a filogenia entre os isolados de P. insidiosum de várias regiões 

do mundo e averiguar variabilidade genética, polimorfismos e inferir suas 

relações evolutivas. 

• Padronização da técnica de protoplastização, padrão de restrição e 

tipagem molecular por PFGE. 

 

4 – MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 – Filogenia  

4.1.1 – Cultivo fúngico e extração do material genético 

 

O estudo contou com 52 isolados no total, sendo 23 isolados brasileiros 

de Pythium insidiosum que são mantidos no Laboratório de Micologia Médica 

do Departamento de Microbiologia e Imunologia (IB, Unesp – Botucatu). As 29 

cepas adicionais foram sequencianadas na Tailândia 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 às nossas sequencias aqui no Brasil. As cepas estudadas, assim como 

sua origem e clados pertencentes resultantes da identificação por ITS estão 

contidas na Tabela 1. Os isolados brasileiros, processados integralmente em 

nosso laboratório, foram cultivados em ágar Sabourod a 25°C por sete dias. 

Após o crescimento os isolados foram submetidos à extração do material 

genético seguindo o protocolo de extração Quick CTAB usando 
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fenol:clorofórmio:álcool isoamílico (25:24:1) (ZHANG et al., 2015). Após a 

extração o material genético foi quantificado e armazenado no freezer até o 

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

 

Ident.   
NCBI 

Identificação 
laboratorial 

Número de 
acesso ITS 

(NCBI) 
Fonte 

País de 
Origem 

Clado  
(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 Tailândia  II 

Pi20 MCC18 AB971183.1 Humano Tailândia  II 

Pi32 P34 AB898121.1 Humano  Tailândia  II 

Pi35 Pi-S AB898124.1 Humano  Tailândia  II 

Pi36 ATCC64221 LC199883.1 Equino Australia II 

Pi38 CBS101039 AB898125.1 Humano  India II 

Pi40 CBS777.84 LC199886.1 Larva de mosquito India II 

Pi43 LP04 AB898126.1 Ambiental Tailândia  II 

Pi45 MCC13 AB971186.1 Humano Tailândia  III 

Pi46 SIMI3306-44 AB971187.1 Humano  Tailândia  III 

Pi47 SIMI2921-45 AB971188.1 Humano  Tailândia  III 

Pi48 SIMI4763 AB971189.1 Humano  Tailândia  III 

Pi49 SIMI7695-48 AB898127.1 Humano  Tailândia  III 

Pi50 ATCC90586 AB971190.1 Humano USA III 

Pi51 - AB898128.1 Ambiental   Tailândia  III 

Pi52 - LC199888.1 Humano  Tailândia  II 

Pi53 - LC199889.1 Equino  Tailândia  II 

KU40017.1 - -  Equino Tailândia  II 

KU40017.2 - -  Equino Tailândia  II 

KU40017.3 - - Cão Tailândia  I 

KU40017.4 - - Equino Tailândia  II 

KU40017.5 - - Equino Tailândia  II 

KU40018.1 - - Equino Tailândia  II 

KU40018.2 - - Equino Tailândia  I 

KU40019.1 - - Equino Tailândia  I 

KU40019.2 - - Cão Tailândia  II 

Eq-2 Eq-2 KP842833.1 Equino Brasil, SP I 

Eq-4 Eq-4 KP842835.1 Equino Brasil , SP I 

Eq-5 Eq-5 KP842836.1 Equino Brasil , SP I 

Eq-6 Eq-6 KP842837.1 Equino Brasil , SP I 

Eq-9 Eq-9 KP842840.1 Equino Brasil , SP I 

Eq-10 Eq-10 KP842841.1 Equino Brasil , SP I 

Eq-11 Eq-11 KP842842.1 Equino Brasil , SP I 

Eq-12 Eq-12 KP842843.1 Equino Brasil , SP I 

Eq-13 Eq-13 KP842844.1 Equino Brasil , SP I 

Eq-15 Eq-15 KP842845.1 Equino Brasil , SP I 

Eq-16 Eq-16 KP842846.1 Equino Brasil , SP I 

Eq-20 Eq-20 KP842846.1 Equino Brasil , SP I 
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4.1.2 –  Identificação molecular e desenho de primers específicos para P. 

insidiosum 

 

Os isolados de P. insidiosum foram previamente identificados pela 

região ITS e a maioria de suas sequencias já foram depositadas na base de 

dados do Genbank (Tabela 1). 

Para amplificação da região ITS foram utilizados os primers ITS4 e ITS5 

(WHITE et al., 1990) em aparelho termociclador modelo Veriti 96 wells (Applied 

Biosystems, Ca, EU) e o perfil de ciclagem está contido no Quadro 1. A 

identificação foi feita usando a ferramenta Basic Local Aligment Search Tool for 

nucleotide (BLASTn) disponível 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 análise 

filogenética foram desenhados primers específicos das regiões do Tef-1α, da α 

e β-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 sequência depositada foi 

Eq-22 Eq-22 KP842849.1 Equino Brasil , SP I 

Eq-24 Eq-24 KP842850.1 Equino Brasil , SP I 

Eq-25 Eq-25 - Equino Brasil , SP I 

Eq-26 Eq-26 - Equino Brasil , SP I 

Eq-27 Eq-27 - Equino Brasil , SP I 

Eq-28 Eq-28 - Equino Brasil , SP I 

Eq-29 Eq-29 - Equino Brasil , SP I 

Eq-30 Eq-30 - Equino Brasil , SP I 

Eq-31 Eq-31 - Equino Brasil , SP I 

Eq-32 Eq-32 - Equino Brasil , SP I 

Cão Can-1 KP842851.1 Cão Brasil , SP I 

P6497 
Phytophthora  

sojae 
AAQY02000

299.1 
Isolado do carvalho _ _ 

ARSEF 373 
Lagenidium 
giganteum 

NSDO01001
356.1 

Isolado de larva de 
mosquito 

_  _ 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/wgs/
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submetida à ferramenta BLASTn e logo alinhada com sequências  de outros 

genomas depositados de cepas de P. insidiosum (CDC – americana 

(JRHR00000000.1), CR02 - asiática (BCFR00000000.1) usando o programa de 

bioinformática MEGA 7.0 e, logo após a localização da região de interesse 

(região mais polimórfica dentro do gene que permitisse a separação de cepas 

americanas e tailandesas) os primers foram desenhados. As sequencias dos 

primers desenhados para cada região assim como os perfis de ciclagem estão 

referidos no Quadro 1. 

4.1.3 – Reação em cadeia de Polimerase (PCR) e Eletroforese 

 

As reações de PCR para os genes aqui avaliados foram feitas em 

aparelho termociclador modelo Veriti 96 wells (Applied Biosystems, Ca, EU), 

empregando-se GoTaq® Green Master Mix (Promega, Madison USA), 10mM 

de cada primer, em volume total de 25µL. As sequencias dos primers, bem 

como ferfis de ciclagem, podem ser observados no Quadro 1.  

A visualização 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).   

Após receber os sequenciamentos dos isolados brasileiros foi 

observado, em várias cepas, que nas três regiões gênicas estudadas os 

eletroesferogramas apresentavam dois picos, sempre na mesma posição. 

Quando as respectivas regiões foram alinhadas ao genoma da cepa 

disponíveis no Genbank apareceram mais de uma sequência correspondente 

ao gene num mesmo genoma, supostamente cópia gênica. Para verificar esta 

hipótese, analisamos a cepa padrão, Pi-S (BBXB00000000.1) e vimos que a 

mesma apresentava várias cópias para o mesmo gene (nas três regiões). Para 
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diferenciar as várias cópias (bases degeneradas) foram feitos dois primers 

forward (TEF-1α) e dois reverse (β-tubulina) adicionais em uma das bases 

degeneradas para amplificar cada uma das copias, rendendo duas reações 

adicionais para ambos os genes. Para α tubulina não foi desenhado por não 

haver resultados para cepas do clado III e ter poucos sítios polimórficos na 

região amplificada. Foram utilizados os primers forward e reverse, 

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

sequencia dos primers podem ser observados no Quadro 1. 

Quadro 1. Sequências dos primers ITS para identificação dos isolados, dos primers específicos 
para P. insidiosum, os primers para verificação das regiões degeneradas e seus respectivos 
perfis de ciclagem. 

 

  

Primer Sequencia de nucleotídeos (5’- 3’) Perfil de ciclagem 

ITS4 

ITS 5 

TCCTCCGCTTATTGATATGC 

GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 

1x95°C/1min; 35x95°C/40s; 

1x55°C/50s; 1x72°C/50s; 1x72°C/5min 

PiTEF-1α – F 

PiTEF-1α – R 

CTATATGGATACGTGCAAGG 

GCGTCGAGGATCGTGTAACC 

1x95°C/1min; 35x95°C/40s; 

1x55°C/50s; 1x72°C/50s; 1x72°C/5min 

Piα-Tub – F 

Piα-Tub – R 

TCATCTCGTCGCTCACGACG 

GCTTGGCGTACATGAGATCG 

1x95°C/1min; 35x95°C/40s; 

1x55°C/50s; 1x72°C/50s; 1x72°C/5min 

Piβ-Tub – F 

Pyβ-Tub – R 

AAGGGTCACTACACGGAGG 

GTTACCAATGAACGTCGTCG 

1x95°C/1min; 35x95°C/40s; 

1x55°C/50s; 1x72°C/50s; 1x72°C/5min 

Pi2TEF-1α – F 

PiTEF-1α – R 

GCTGATGCCGGTCTCATCCTC 

GCGTCGAGGATCGTGTAACC 

1x95°C/1min; 35x95°C/40s; 

1x55°C/50s; 1x72°C/50s; 1x72°C/5min 

Pi3TEF-1α – F 

PiTEF-1α – R 

GCTGATGCCGGTCTCATCCTT 

GCGTCGAGGATCGTGTAACC 

1x95°C/1min; 35x95°C/40s; 

1x55°C/50s; 1x72°C/50s; 1x72°C/5min 

Piβ-Tub – F 

Piβ2-Tub – R 

AAGGGTCACTACACGGAGG 

AACGGAATCAGGTTCACCGCA 

1x95°C/1min; 35x95°C/40s; 

1x56°C/50s; 1x72°C/50s; 1x72°C/5min 

Piβ-Tub – F 

Piβ3-Tub – R 

AAGGGTCACTACACGGAGG 

AACGGAATCAGGTTCACCGCA 

1x95°C/1min; 35x95°C/40s; 

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 

espectrofotômetro (Nanovue) a fim de se ajustar a concentração necessária 

para a reação de sequenciamento.  O sequenciamento foi terceirizado junto ao 

Laboratório de Diagnóstico Molecular do Instituto de Biotecnologia/UNESP, 

segundo a plataforma do sequenciador ABI3500 (Applied Biosystems). As 

sequências obtidas foram visualizadas e alinhadas pelo programa Mega 7.0 e 

então 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 depósito no Genbank. 

4.1.5 – Análises filogenéticas 

 

Os 52 isolados utilizados para as análises filogenéticas de P. insidiosum 

foram previamente identificados pela região ITS do DNA ribossomal (WHITE et 

al., 1990). Dentre as cepas asiáticas, apresentavam cepas  isoladas na 

Tailândia (10 isolados de humanos, 8 isolados de equinos, 2 ambientais, 2 de 

cães), na Índia (1 isolado humano e 1 isolado de larva de  mosquito), na 

Austrália (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 cão), conforme 

observado na Tabela 1.  

As análises filogenéticas foram realizadas no programa Mega 7.0, após 

o alinhamento das sequências contendo as bases degeneradas para os três 

genes (resultados dos primeiros pares de primers desenhados para cada gene) 

pelo Clustal W.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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Phytophthora sojae foi usada como outgroup para α e β tubulina, 

espécie usada noramalmente como grupo externo para traçar filogenia de 

muitas espécie de Pythium ssp. (SCHURKO et al., 2003a; 2003b; LÉVESQUE 

& COCK, 2004;  KAMMARNJESADAKUL et al., 2011). Para o gene Tef-1α, a 

espécie Phythophthora sojae apresentou muita divergência em relação as  

sequências de P. insidiosum, entretanto se alinhou mais facilmente com 

Lagenidium giganteum (isolado ARSEF 373), outro importante oomiceto de 

interesse médico. As sequências de DNA dos genes da região 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 análises filogenéticas pelo método Maximum Likelihood e 1000  

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

4.2 –  Tipagem Molecular 

4.2.1 –  Cultivo fúngico e protoplastização 

  

Para realização da tipagem molecular os isolados brasileiros de P. 

insidiosum foram submetidos a protoplastização, ou seja, a formação 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 separação da 

massa micelial do meio líquido foi testada de duas formas: i) por filtragem em 

bomba a vácuo usando filtro de papel e, ii) simplesmente, pinçando o 

emaranhado de hifas do meio líquido com secagem em papel absorvente.  Foi 

utilizado 0,04 g/mL de micélio, pesado em balança de alta precisão, e em 

seguida lavado em solução salina (0,9%) e centrifugado (4000gx por 10 min). 

A obtenção dos protoplastos foi realizada com sistêma lítico contendo 

enzimas em concentrações variadas e estabilizadores osmóticos (E.O.) 

descritos no Quadro 2. Foram testados diferentes combinações de enzimas 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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para obtenção de protoplastos: 1- Glucanex® (Lysing Enzymes from 

Trichoderma harzianum, Sigma Adrich), 2- Glucanex® + lisozima (Sigma 

Adrich), 3- Celulase, 4- Glucanex® + Celulase, em diferentes concentrações. O 

complexo Glucanex® apresenta majoritariamente em sua composiçao β-

glucanase e celulase, por isso foi escolhido para protoplastização de P. 

insidiosum. A concentração enzimática e o tempo de ação foram ajustados de 

acordo com os resultados observados. Três diferentes E.O. também foram 

testados: 1- MgSO4 1,2M + NaH2PO4  0,01M, 2- KCl 0,6M + tampão citrato 

0,05M, pH 4,8, 3- Manitol 0,69M + Ácido 2-(N-morfolino)etanosulfônico (MES) 

0,001M, pH 6,2 (Merck®) .  Para evitar contaminação bacteriana adicionou-se 

0,0044% (v/v) de benzilpenicilina e a incubação foi a 35°C com 45 rpm por 

tempo que variou de 2 a 6 horas. 

Quadro 2. Sistêmas líticos testados na protoplastização de P. insidiosum.  

Complexo enzimático Concentrações testadas 
Estabilizador Osmótico 

testados 

Glucanex 0,01 g/ml e 0,1g/ml 1 e 2 

Glucanex + lisoenzima 0,002g/ml e 0,1g/ml a 1 e 2 

Celulase 1 : 50ml e 1:1000ml 1, 2 e 3 

Glucanex + Celulase 0,01g/ml + 1:50 à 1:1000ml 1,2 e 3 

   aneste caso, a concentração das enzimas foi de 1:1 em  cada sistêma lítico e ambas variaram 

de 0,002g/ml e 0,1g/ml . 

Realizou-se a contagem dos protoplastos em Câmara de Neubauer e 

esses foram ajustados para a concentração de 106 prot/mL para a confecção 

dos plugs em sorbitol 1M + EDTA 0,05M, pH 8,0,  adicionado de agarose 1% 

na proporção 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 digestão enzimática para 

liberação do material genético utilizando tampão de lise (EDTA 0,5M, Tris 1M, 

Sarcosil 10%, pH 8.0) contendo 1g/ml de proteinase K por 24 horas à 50°C. Em 
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seguida foram feita três 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 restrição já 

utilizadas em estudos com P. insidiosum (VARGA et al., 1995; ESIN & 

HÜSEYIN,  2001; LUKÁCS et al., 2006;): Hinf I, Alu l e Hae III (New England, 

BioLabs) na concentração 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 

ângulo de 120° no aparelho de PFGE CHEF II  da Bio-Rad. Foram testados 

diferentes padrões de corrida de acordo com algumas referências para tipagem 

de Candida ssp. (DIB et al., 1996; VOSS et al., 1997; VRIONI, 2001; 

KHADRAOUI et al., 2011; ABDELJELIL et al., 2012). 

Após a corrida foi usado brometo de etídio como agente intercalante 

para revelação das bandas em luz ultravioleta e as imagens coletadas com 

GelDoc (Bio-Rad). Para evitar degradação do material genético, empregou-se 

tioureia a 0,0039 mg/mL ao tampão de corrida. O padrão das bandas será 

análisado pelo software BioNumerics (MARTIN, 1995a).  

5 – RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 – Filogenia  

5.1.1 – Desenhos dos primers, PCR e sequenciamento. 

 

O sequenciamento resultou em fragmentos  de tamanho médio de 503 

pb para α tubulina, 803 pb para β tubulina e 539 pb para tef-1α, como ilustrados 

na Figura 1. Os fragmentos não apresentaram introns, exceto pela amostra 
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KU40018.2 (isolado tailandês, clado II) em que apresentou um intron (região 

não codificante) de 318 pb no gene tef-1α (em vermelho na Figura 1D). Bases 

degeneradas também foram comuns nas três regiões 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 α-tubulina para as amostras provenientes do 

laboratório da Universidade de Mahidol (Clado III). As sequencias gênicas da α-

tubulina apresentaram-se mais polimórficas para as cepas asiáticas do clado II, 

subdividindo-as em dois clados (Figura 6) e não amplificando as cepas do 

clado III (SCHURKO et al., 2003b, 2003a; KAMMARNJESADAKUL et al., 2011; 

AZEVEDO et al., 2012; RIBEIRO et al., 2017). O fato de não amplificar essa 

região para nenhuma cepa do clado III (cepas asiáticas)  é explicado pelo fato 

de que  os primers foram desenhados com base no genoma de cepas do clado 

I e II, só então depois que percebemos que as cepas do clado III apresentava 

polimorfiismo justamente no região do primer iniciador da reação. Desenhamos 

então um novo primer sense para essas cepas e enviamos para os 

colaboradores na Tailândia para refazer as reações e sequenciamentos, 

estamos aguardando o envio das sequências para inclusão nas análises, o que 

deverá ocorrer na primeira semana de março (comunicação por email). 

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  α tubulina e a região em verde 

Fig. 1B 

Fig.1A 

Fig.1C 

Fig.1D 

100pb 

100pb 

100pb 

100pb 
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representa a segmento (regiao parcial) amplificado. A Figura 1B representa o gene da β 
tubulina e a regiao em azul o segmento (região parcial) amplificado. E a Figura 1C e 1D 
representam o gene TEF-1-α. 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 à direita de cada gene pode se observar a escala equivalente a 100pb. 

 

O resultado da PCR para os dois pares de primers desenhados após 

observar bases degeneradas, tanto para Tef-1α  (Pi2Tef-1α -F / PiTef-1α-R e 

Pi3Tef-1α / PiTef-1α-R) quanto para β-tubulina (Piβ-Tub-F / Piβ2-Tub-R e Piβ-

Tub-F e Piβ3-Tub-R, Quadro 1) foram confirmados por eletroforese, indicando 

mais de uma região codificante para cada um destes genes (Figura 2). Isto 

confirma que as bases degeneradas que apareceram no sequenciamento não 

eram erros e sim o indicativo de cópias de um mesmo gene. 

O fenomeno de duplicação gênica para os genes da α e β tubulina é 

visto em várias linhagens fúngicas, nas quais durante o processo evolutivo, 

houve a duplicação e/ou perda independente de um dos genes, formando 

clados ortólogos/parálogos, havendo inclusive mudança de função numa das 

cópias em alguns fungos, como Fusarium (gene parálogo)(ZHAO et al., 2014). 

Algumas espécies com duplicação gênica para α e/ou β tubulina são 

Aspergillus nidulans, Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe 

e Fusarium graminearium, na maioria deles apenas uma das cópias exerce 

papel essencial na sobrevivência da espécie, sugerindo uma divergência 

funcional do gene após a duplicação, no entanto estudos afirmam que a causa 

e os mecanismos da divergência funcional são 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 β-tubulina e sugerem uma duplicação gênica ou genes homólogos 

distintos resultado de uma hibridização entre duas cepas parentais diferentes, e 

que esses eventos podem estar relacionados à virulência e mecanismos de 

patogenicidade das cepas. No entanto, esses dados ainda não foram 
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esclarecidos, o que reforça a necessidade de mais estudos sobre estes genes 

neste gênero e em especial para P. insidiosum, pois não há estudos verificando 

a dinâmica e evolução gênica 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). 

 

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

 

Pelo sequencimameto foi comprovado uma possivel cópia gênica para 

o TEF-1α, pois além da confirmação dos amplicons para os dois pares de 

primers  desenhados Py2Tef-1α -F / PyTef-1α-R e Py3Tef-1α / PyTef-1α-R, 

pelo sequenciamento visualizamos uma correção nas bases degeneradas que 

- 

+ 

- 

+ 
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se encontravam na região amplificada primeiramente pelos primers PyTef-1α/ 

PyTef-1α-R (Figura 3). Podemos observar que as sequências gênicas se 

alinham totalmente e a troca da base não altera os aminoácidos sendo, 

possivelmente, genes homólogos (Figura 3). Para confirmação desses dados 

estamos trabalhando em análises de bioinformática a partir dos genomas 

completos de P. insidiosum, disponíveis na base de dados, afim de avaliar as 

hipóteses levantadas. Assim poderemos determinar se P. insidiosum apresenta 

cepas híbridas ou com genoma duplicado. Estudos demostram que Tef-1α  

pode estar presente de forma duplicada em várias linhagens fúngicas, inclusive 

em oomicetos e diatomáceas, grupo filogeneticamente relacionado (LINZ et al., 

1984; SYPHERD, 1987; KAMIKAWA et al., 2013). A duplicação do genoma, 

assim como as cepas híbridas já 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 não obtivemos estudos com resultados 

satisfatórios sobre a dinâmica evolutiva dos genes no gênero Pythium, muito 

menos para espécie de P. insidiosum, para tanto acreditamos que uma análise 

de filogenômica de  P. insidiosum  poderia ajudar a esclarecer esta questão 

nesta espécie e servir como base para posteriores estudos neste importante 

gênero. 
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Figura 3. Alinhamento das sequências amplificadas por Pi2Tef-1α/ PiTef-1α-R e Pi3Tef-1α/ 
PiTef-1α-R (primers para as possíveis regiões duplicadas) e o isolado EQ04 amplificada com 
os primers PiTef1α -F / PiTef-1α-R.  Observa-se que a base degenerada (Y) dos primeiros 
sequenciamentos amplificados pelos primers PiTef1α -F / PiTef-1α-R, exposta pela cepa EQ04 
(sublinhada em amarelo) poderia ser  uma citosina (C, pico azul) ou uma timina (T pico 
vermelho), exposto no eletroesferograma. Após ser amplificadas com os primers Pi2Tef-1α/ 
PiTef-1α-R e Py3Tef-1α/ PiTef-1α-R, as cepas (EQ6, EQ9, EQ10, EQ11 e EQ12) mostraram 
uma C ou uma T exatamente na mesma posição (Y) para as amplificações resultantes dos 
respectivos pares de primers. 

 

5.1.2 – Análise Filogenéticas 

 

Na filogenia gerada a partir do gene Tef-1α  pelo modelo de evolução  

Kimura 2 parâmetro (1980), os isolados foram divididos em 2 clados 

monofiléticos (Figura 4). As cepas provenientes dos clados I e II, que se 

mostraram diferentes segundo a região ITS, não se diferenciaram pela região 

Tef-1α, até mesmo a amostra KU40018.2 (Clado II), única amostra a 

apresentar um intron. Todas as amostras do clado III agruparam em um clado 

separado, confirmando maiores diferenças genéticas dessas cepas em relação 

às 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  às americanas formando um único clado quando analizaram 
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a região ITS. Esses resultados corroboram a hipótese de que os isolados 

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

que as cepas tailandesas mostraram diferenças filogenéticas entre si, se 

alocando em clados diferentes, indicando maior diversidade  em relação às 

americanas (AZEVEDO et al., 2012; RIBEIRO et al., 2017).  

Entretanto, podemos observar que as diferenças foram mais acentuadas 

pelo gene da α e β-tubulina, pois ambas posicionam as cepas americanas em 

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

α e β tubulina podem ser apreciadas nas Figuras 5 e 6, respectivamente. 
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Figura 4. Árvore filogenética do gene Tef-1α por Máxima Verossimilhança (Maximum 
Lakelihood). Modelo de evolução com parâmetro Kimura 2. BRA: isolados brasileiros; THAI: 
isolados tailandeses; Clados I, II e III baseado na classificação pelo gene ITS . 
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 A filogenia envolvendo o gene da α-tubulina foi feita pelo modelo de 

evolução Tamura 3- parâmetro - T92 (1992) apresenta apenas cepas do clado I 

e II, no entanto mostram que os isolados se separam em três 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 asiáticos do clado II se subdividiram em dois clados (clado 

II-A e clado II-B (Figura 5).  

 
Figura 5. Árvore filogenética do gene α-tubulina por Máxima erossimilhança, (Máximum 
Likelihood). Modelo de evolução com parâmetro Tamura 3- (T92). BRA: isolados brasileiros; 
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THAI: isolados tailandeses; Clados I, II baseado na classificação pelo gene ITS, com ausência 
do clado III. 

A β-tubulina mostrou ser a melhor região para as análises filogenéticas. 

A filogenia pelo modelo de evolução Tamura-Nei com distribuição gama 

(T93+G) (1993) mostra a separação em três grandes clados, como sugerido 

nas análises filogenéticas usando o gene COX-II e a β-glucanase 

(KAMMARNJESADAKUL et al., 2011; AZEVEDO et al., 2012;  RIBEIRO et al., 

2017). Podemos observar uma maior diversidade em relação aos isolados 

tailandeses no qual o clado III está mais próximo filogenéticamente do clado II, 

confirmando a origem geográfica. Por sua vez o clado II se subdivide em dois 

clados relacionados, sendo o clado  II-A composto por dois isolados (um da 

Índia e um da Austrália), e o restante das cepas do clado II formam o clado II-B, 

compostos unicamente por isolados tailandeses. 
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Figura 6. Árvore filogenética do gene β-tubulina por Máxima Verossimilhança, (Máximum 
Likelihood). Modelo de evolução Tamura-Nei com distribuição gama (T93+G). BRA: isolados 
brasileiros; THAI: isolados tailandeses; Clados I, II e III baseado na classificação pelo gene ITS. 

Além disso vimos que um dos isolados brasileiros (Eq31) se distinguiu 

dentro do clado I, ficando em clado separado (clado I-B), evidenciando maiores 

diferenças desse gene dentro das espécies de P. insidiosum  em comparação 

com os genes Tef-1α e α-tubulina. Nas filogenias anteriores não observamos 

diferenças entre as cepas americanas a nível de clado, o que nos leva a 

acreditar que a β-tubulina representa uma interessante região para estudos de 

variabilidade genética instraespecífica. 

6 – Tipagem Molecular 

 

Após o crescimento das cepas em meio líquido em condições ideais, as 

cepas foram submetidas a protoplastização. Os dois métodos testados para 
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separação das hifas do caldo foram válidos, no entanto, optamos por pinçar o 

emaranhado de micélio e secagem e papel absorvente, já que o mesmo 

resultado foi obtido de forma mais prática e rápida, recuperando o micélio seco 

para a pesagem. 

 Foi realizado dois tratamentos utilizando o complexo Glucanex®, ambos 

na concentraçao de 0,01g/ml, com variações no E.O. 1 e 2. Após 2 horas foi 

observado, de 1 em 1 hora, a ação enzimática em microscópico e nas primeras 

três horas observamos o desprendimento da membrana plasmática da parede 

celular, no entanto as hifas ainda permaneceram intactas como mostrado na 

Figura 7. Mesmo após 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 satisfatórios 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 obtenção dos protoplastos, 

foram testadas diferentes combinações do complexo enzimático e E.O. 

Inicialmente foi avaliado o complexo Glucanex® + lisoenzima, ambos na 

concentração 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 concentração 0,1g/ml (10X mais 

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

Figura 8. Micélio de P. insidiosum tratado Glucanax + lisoenzima, ambos na concentração de 
0,002g/ml. Mostrando hifas inteiras, porém podemos observar os protoplastos no interior 

destas. Figura A aumento 20X, figura B aumento 40X. 

Até então havíamos observado alguns protoplastos no interior das hifas, 

sendo poucos liberados, numa contagem inferior a concentração que se 

observa em artigos científicos de cariotipagem com PFGE para algumas 

espécies fúngicas, onde a concentração varia entre 106 a 108 protoplasto/ml ( 

HOWLETT, 1989; DARINI et al., 1999). Observamos aumento na concentração 

de protoplastos quando utilizamos o E.O. 2.  

Acreditando que a dificuldade para liberação dos protoplastos estava na 

quebra da celulose presente na composição da parede celular das hifas de P. 

insidiosum, partimos então para os testes com celulase em diferentes 

concentrações e em combinação com o complexo Glucanax®. 

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

concentrações de 1:50, 1:100 e 1:250 variando entre os dois estabilizadores. 
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Observamos que na maior concentração houve degradação exacerbada do 

micélio e na concentração de 1:100 e de 1:250 houve quebra parcial, porém 

nas hifas que permaneceram inteiras não houve o desprendimento entre 

membrana plasmática e parede celular como observados pela ação da 

Glucanex® . Assim sendo, testamos a combinação Glucanex® (0,01g/ml) + 

celulase (à 1:500 e 1:250) variando entre E.O. 1 e 2. e após 3 horas de 

incubação já foi possível observar quebra exacerbada do micélio sem formação 

de protoplastos (Figura 9). 

  

Figura 9. Protoplastização de P. insidiosum utilizando: a – Celulase à 1:500; em b e c - 
Glucanax®(0,01g/ml) + celulase 1:50, com 3 horas de incubação. 

 

Perecebemos que a ação da celulase era mais rápida que a de 

Glucanax®, além disso, o E.O. 2 teve melhor ação.  Sendo assim, optamos por 

incubar as amostras primeiramente em Glucanex® (0,01g/ml) por 3h e em 

seguida adicionarmos a celulase na concentração de 1:1000 e incubar de 15 a 

30 minutos, dessa forma obervamos a liberação de protoplastos de P. 

insidiosum em sua maioria arrendondados numa concentração de 106 prot/ml 

(Figura 10). Neste experimento também testamos o uso de um terceiro 

estabilizador osmótico usado para protoplastização de outras espécie de 

oomicetos (Manitol 0,69M + buffer MES  (ácido 2-( N- morfolino) 

etanossulfônico) 0,001M, PH 6.2), este mostrou melhor ação, sendo usado a 

partir de então (MARTIN, 1995a; HOWLETT, 1989). 
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Figura 10. Protoplastização de P. insidiosum utilizando a combinação Glucanex® + celulase. A 
– tratamento Glucanex®, 0,01g/ml por 3 horas; B – adição de celulase (1:1000) e incubação 
por mais 30 minutos. 

 

Após a protoplastização partimos para a formação dos plugs, que foram 

testados usando diferentes tipos de agarose, sendo que, pelas codições 

necessárias para  digestão 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). Após a 

digestão e lavagem seguimos para clivagem com enzima de restrição. Os 

primeiros resultados, utilizando concentração 10U em tempos que variaram de 

15 min a 24 horas não houve clivagem na corrida, que durou 22 horas, pois o 

material genético permaneceu no poço (Figura 11a). Ao aumentarmos a 

concentração enzimática (30U), independente dos tempos de ação da enzima, 

podemos observar que o material genético correu  pelo gel de agarose, no 

entanto não houve separação de bandas (Figura 11b). Estamos testando 

atualmente variação da concentração de enzimas de restrição e padrões 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). 



38 
 

 

 
Figura 11:  A - PFGE de protoplastos de P. insidiosum, isolado Eq28 tratado com a enzima de 
restrição Hae III, 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 incubação foi 37°C. B - as 
amostras foram tratadas com Alu I, 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 são dos plugs armazenados em 
EDTA 0,05M a 4°C por 1 mês, tratados com enzima Hae III a 30U, em tempos distintos, e as 
amostras de 6 a 10 são plugs tratados com a mesma enzima imediatamente após a digestão. 
As corridas foram em TBE 0,5X  adicionado de tioureia (0,0039 mg/ml) em aparelho CHEF II 
Mapper- Bio-Rad. 120°C, 6V, por 22h (a e b) e 18h (c). 

A padronização da técnica de PFGE para eucariotos é um processo 

mais complexo do que em bacterias pela própria composição estrutural da 

célula eucariota. Em fungos por exemplo, além de haver tanto a forma 

leveduriforme quanto a forma filamentosa, existem variações na composição 

bioquímica e estrutural, o que leva a processos mais delicados na quebra da 

parede celular e a lise da membrana plasmática sem acarretar na degradação 

do DNA (LUKÁCS et al., 2006). Em leveduras como as do gênero Candida ssp. 

o processo é um pouco mais simples se comparado aos fungos na forma 

filamentosa. Nos estudos envolvendo cariotipagem dos oomicetos aqui citados, 

a protoplastização (quebra da parede celular) é a fase inicial da técnica de 

PFGE, dessa forma utilizamos estes estudos para padronização da técnica de 

protoplastização para P. insidiosum (MARTIN, 1995a,b; HOWLETT, 1989). No 

entanto estes estudos utilizaram a técnica afim de determinar a cariotipagem, 

visando a separação de cromossomos inteiros, onde perfis de corrida como 

voltagem, padrão de pulsos variam de acordo com a espécies em questão e é 

diferente se utiliza enzima de restrição, em que ocorrerá a clivagem do genoma 

em pontos específicos de acordo com a ezima, separando fragmentos 
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menores, como foi nossa tentativa. Como não encontramos trabalhos de 

análises parecidas para P. insidiosum, nem para outras espécies do gênero 

ainda estamos tentando padronizar esta etapa afim de determinar o padrão de 

restrição para esta espécie. Entretanto, tentar a cariotipagem utilizando perfis 

de corridas que  MARTIN (1995a,b) usou para outras espécies do gênero 

poderia ser uma alternativa. 

7 – Conclusões 

 

As três regiões gênicas analisadas mostraram-se úteis para estabelecer 

as relações filogenéticas em P. insidiosum. Dos genes estudados o gene da β-

tubulina mostrou os melhores resultados sendo mais diverso genéticamente, 

separando os isolados de acordo os clados sugeridos e também de acordo 

com as diferentes regiões geográficas.  

Embora não tenhamos resultados conclusivos referentes à tipagem 

molecular, acreditamos que o resultado será bastante relevante para se 

entender o padrão genômico dentro da especie e complementará os resultados 

obtidos a respeitos das relações evolutivas.  
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