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RESUMO

O filo Oomycota compreende um grupo de organismos polifiléticos, também conhecidos
como fungos aquaticos. Sdo cosmopolitas e apresentam representante fitopatdgenos de
interesse econdmico, tendo como representantes principais 0os do género Pyhium. O presente
trabalho objetivou revisar os principais aspectos no estudo do género Pythium (Oomycota) no
que concerne a sua morfologia, terminologia, métodos e técnicas de pesquisa utilizadas na
coleta, isolamento e identificagdo dos taxons, bem como aplicar as informacdes levantadas em
coletas de espécimes do género na Bacia do Guaribas. A revisdo do género foi realizada por
meio de literatura especifica. Apds a revisdo, foram executadas duas coletas de agua e solo,
uma as margens do Rio Guaribas e outra na Barragem de Bocaina. Os espécimes foram
coletados, isolados e identificados ao microscépio Optico. Concluiu-se que para a
identificacdo dos tdxons no género Pythium é necessario que o pesquisador tenha dominio dos
aspectos morfolégicos e terminoldgicos especificos do grupo e que hd na Bacia do Guaribas
representantes do género nesses ambientes, fazendo-se necessario estudos para o
levantamento das espécies, principalmente as de interesse econémico.

Palavras-chave: Oomycota. Género Pythium. Revis&o.



ABSTRACT

The phylum Oomycota comprises a polyphyletic group of organisms, also known as aquatic
fungi. They are cosmopolitan and have representative pathogens of economic interest, having
as the main representatives of the genre Pyhium. This study aimed to review the main aspects
in the study of the genus Pythium (Oomycota) with regard to their morphology, terminology,
methods and research techniques used in the collection, isolation and identification of taxa,
and to apply the information gathered in collections of specimens gender Guaribas Basin. The
revision of the genus was conducted through specific literature. After reviewing two
collections were performed in water and soil, one on the bank of Guaribas River and one on
Bocaina dam. The specimens were collected, isolated and identified by optical microscopy. It
was concluded that for the identification of taxa in the genus Pythium is necessary that the
researcher has the field of morphology and terminology aspects specific of each group and
that there is in the Guaribas Basin representatives of the genus in these environments, making
it necessary to study the lifting of species especially those of economic interest.

Keywords: Oomycota. Genus Pythium. Revision.
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1 INTRODUCAO

O filo Oomycota compreende um grupo de organismos polifiléticos, também
conhecidos como fungos aquéaticos. Os oomicetos, além do filo Chytridiomycota, sdo uns dos
principais representantes do grupo. Atualmente, com base em sua ultraestrutura, 0s oomicetos
séo classificados no Reino Chromista, filo Pseudofungi, classe Oomicetes (CAVALIER-
SMITH; CHAO, 20086).

Os Oomicetos podem ser encontrados tanto em ambientes aquaticos (continentais e
marinhos) quanto terrestres (Umidos ou secos). Apresentam importantes caracteristicas, tais
como: producdo assexuada de células flageladas mdveis (zodsporos), ou producdo sexuada
(planogametas); presenca de parede celular constituida por glucanas e celulose; e reproducédo
sexuada por contato gametangial (ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 1996).

Diversos oomicetos sdo saprobios sobre detritos animais ou vegetais, desempenhando
importante papel na reciclagem de nutrientes. No solo, atuam, juntamente com as bactérias, na
decomposicdo da matéria organica. Alguns representantes podem ser parasitas de algas,
fungos, angiospermas aquaticas e terrestres, esporos de plantas vasculares, ovos de animais
microscopicos, de insetos aquaticos, crustaceos e vertebrados, inclusive do homem
(SPARROW, 1960; ALEXOPOULOS et al., 1996).

Outros séo patdgenos a diversas culturas de interesse econdémico, podendo ser isolados
de amostras de agua e de solo de areas cultivadas, existindo representantes com conhecido
potencial fitopatogénico, como 0s pertencentes aos géneros Pythium Pringsheim e
Phytophthora De Bary (ALEXOPOULQOS; MIMS; BLACKWELL, 1996). Entretanto, deve-
se ressaltar que os dados sobre sua ocorréncia em areas cultivadas ainda sdo escassos para o
Brasil, devido um nimero reduzido de estudos relacionados a distribui¢do e diversidade de
oomicetos. A maior parte das pesquisas foram realizadas na regido Sudeste do pais,

provocando assim uma caréncia em estudos de oomicetos nas outras regides (SALES, 2009).

Apesar do crescente nimero de pesquisas com oomicetos realizadas no Estado do
Piaui, este ainda € reduzido se comparado com sua grande extensdo. O fato de a maior parte
de seu territorio ser ainda inexploradas na pesquisa de oomicetos faz com que conhecamos

ainda muito pouco sobre a diversidade desses organismos no Estado (SALES, 2009).

Diante do exposto vale a pena indagar quais os principais aspectos a serem observados

no estudo do género Pythium?
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Dessa forma a presente pesquisa teve como objetivo geral revisar os principais
aspectos no que concerne ao estudo do género Pythium e aplica-los na Bacia do Guaribas. A
pesquisa ainda tem como objetivos especificos identificar na literatura os principais métodos e
e técnicas de pesquisa no género Pythium; conhecer a terminologia empregada na taxonomia
do grupo; descrever o ciclo de vida do género, bem como analisar as espécies da Bacia do
Guaribas por meio de coleta, isolamento e identificag&o.

O presente trabalho esta dividido em cinco partes. A primeira parte consiste na revisao
de literatura sobre os assuntos abordados na pesquisa. A segunda o foco recai sobre a
apresentacdo de conceitos e terminologias bésicas da pesquisa, assim como o levantamento
bibliografico necessario para a realizacdo do trabalho. A terceira traz uma descri¢do da
metodologia utilizada. A quarta parte € composta pelos resultados e discussdes dos oomicetos
isolados e o contexto no qual este trabalho foi desenvolvido. E a quinta e ultima parte consiste

na conclusdo do trabalho.
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2 OOMICETOS

2.1 Caracteristicas Gerais

O grupo de organismos informalmente conhecido como oomicetos sdo agora
reconhecidos como constituindo um filo, o Oomycota, composto por apenas uma classe,
Oomycetes, no reino Chromista. A classe é formada por seis ordens, onde se estima que
agrupem entre 800 a 1.000 espécies (DICK, 2001; WEBSTER; WEBBER, 2007).

Num notéavel produto de evolucdo paralela, se assemelham-se a verdadeiros fungos na
estrutura e no estilo vida, motivo pelo qual sempre foram estudados por micologistas e até
recentemente considerado como fungos (DICK, 2001; WEBSTER; WEBBER, 2007).

A principal caracteristica dos oomicetos € a presenca de dois flagelos, um liso e outro
franjado, localizados posteriormente no zoosporo, nos quais auxiliam sua dispersdo no meio
aquatico, distinguindo-os dos fungos. Os zoosporos biflagelados apresentam-se durante a sua
reproducdo assexuada, enquanto que a sua reproducdo sexuada € oogamica
(ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 1996).

Estudos ultra-estruturais e bioquimicos demonstraram que os oomicetos diferem dos
fungos em outras estruturas fundamentais, como por exemplo, paredes celulares compostas
principalmente de 3-1,3 e B-1,6-glucanos, material semelhante a celulose, em vez de quitina,
como é o caso dos fungos verdadeiros. Alem disso, também apresentam o aminoacido
hidroxiprolina, bem como pequenas quantidades de celulose, além de mitocéndrias com
cristas tubulares (ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 1996).

2.2 Reproducéo
2.2.1 Reproducdo assexuada

A reproducdo assexuada na maioria dos oomicetos da-se principalmente por meio de
zoosporos biflagelados que se desenvolvem tanto em esporangios ou, em algumas espécies,
em uma vesicula evanescente que se projeta do zoosporangio (ALEXOPOULOS; MIMS;
BLACKWELL, 1996).

Dois tipos morfologicamente distintos de zodsporos biflagelados sdo produzidos nos

oomicetos, embora ndo ocorra em todas as espécies. Um tipo é o denominado zodsporo
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primario, apresentando forma de péra, ou piriforme, com os flagelos ligados na extremidade
anterior do oosporo. Os zodsporos primarios ndo sdo bons natantes e sdo considerados por
Dick (1990a) como estruturas primitivas.

O segundo tipo de zodsporos (secundario) é produzido por todos 0s oomicetos que
formam zoGsporos. Este tipo apresenta a forma reniforme, “forma de rim”, com os flagelos
inseridos lateralmente numa ranhura na superficie zodsporica. Os flagelos sdo dirigidos
opostamente um do outro num angulo de cerca de 130 ° (DICK, 1990a), com o flagelo
franjado dirigido para frente e o flagelo mais curto, liso e em forma de chicote de reboque.

A funcdo dos zoosporos no ciclo de vida dos oomicetos é nadar distancias curtas
através da agua, encontrar substratos organicos ou hospedeiros potenciais, encistar, e,
finalmente, formar tubos germinativos que subsequentemente originam novos talos. Existem
varios padrbes de natacdo e encistamento exibidos por especies diferentes e desempenham
importante papel na taxonomia (ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 1996).

2.2.2 Reproducéo sexuada

Em oomicetos, nas formas mais simples o talo inteiro atua como um gametangio. No
entanto, na maioria das espécies 0s gametangios tipicamente sdo diferenciados em hifas
gerando pequenas estruturas, denominadas de anteridio, e estruturas globosas maiores,

denominadas de oogénios (DICK, 1990a).

A reproducdo sexual em oomicetos é quase sempre heterogametangica, assim
anteridios e oogonios podem se desenvolver a partir do mesmo talo ou de talos diferentes.
Dessa forma, gametangios produzidos no mesmo talo podem ou nao ser compativeis (DICK,
1990a).

Dentro de um oogbnio, ocorre a meiose e, dependendo da espécie, uma ou poucas
oosferas (ovos ndo fertilizados) sdo produzidos. Em cada um deles contém, quando maduro,
um Unico nucleo haploide (CARLILE, 2001). Dependendo das espécies, oosferas sao
diferenciadas, quer por um processo de clivagem centrifuga ou pela agregacao centripeta de
citoplasma oogonial periférica, conhecida como periplasm. Neste caso, o citoplasma que é
excluido dos oogbnios. Na maturidade, cada oosfera contém um vacuolo de armazenamento
proeminente denominado de ooplasto, uma estrutura filogenética de consideravel importancia

taxon6mica, e um ou mais nucleos (DICK, 1990a).
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A meiose também ocorre nos anteridios, que crescem em dire¢cdo ao oogbnio. Isso
ocorre devido aos anteridios desenvolvidos serem atraidos pelos oogbnios por hormdnios,
cuja origem dos tubos de fertilizagdo se desenvolvem apenas depois de entrarem em contato
com a superficie do oogbnio. Deste contato um ndcleo haploide, resultante da meiose no
anteridio, é introduzido na oosfera através do tubo de fertilizacdo, fundindo-se com o ndcleo
haploide da oosfera (CARLILE, 2001).

Apo6s a fecundacdo, uma oosfera se desenvolve em um odsporo que amadurece no
oogbnio. Cada o6sporo tem um Unico ndcleo diploide. Quando o o6sporo germina da origem
a um micélio diploide, em contraste com a maioria dos micélios haploides de outros fungos
(DICK, 1990a).

Os Odsporos apresentam paredes espessas, cujas estruturas possuem resisténcia que 0s
capacitam a sobreviver as condi¢cdes ambientais desfavoraveis. De acordo com Dick (1990a),
esta parede do o6sporo maduro é constituida por trés camadas: uma exosporica, derivado de
periplasma residual; outra episporica, ou parede zigoto; e a terceira endosporica, cuja funcdo,
pelo menos em parte, é de reservar hidratos de carbono usado ou redistribuido durante a
germinacédo (DICK, 1990a).

Apo0s a germinacdo, um oosporo da origem a um talo diploide. Vale ressaltar que a

perda da fase sexual aparentemente ocorreu em varios oomicetos (DICK, 1990a).

2.3 Distribuicéo

Os oomicetos sdo cosmopolitas, encontrados tanto em aguas continentais ou marinhas,
bem como em ambientes terrestres, apesar de todos dependerem de condi¢bes Umidas para
dispersdo de seus zodsporos. Contudo, a maioria das formas aquaticas crescem em agua doce,
principalmente em locais bem arejados, corregos, rios, lagoas e lagos (ALEXOPOULOS;
MIMS; BLACKWELL, 1996).

Estes organismos, dentro destes habitats, sdo mais comuns em aguas rasas ou em terra.
Aguas estagnadas, as vezes, exibem comunidades distintivas de oomicetos, e algumas
espécies tém sido descritas como anaerdbios facultativos (ALEXOPOULOS; MIMS;

BLACKWELL, 1996). A maioria das formas aquaticas sdo saprobias sobre restos de plantas e
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animais mortos, tendo um papel importante na degradacdo e reciclagem de nutrientes em

ecossistemas aquéticos (DICK, 1990a).

Em espécies adaptadas a ambientes mais secos, 0s esporangios germinam diretamente
e a dispersdo de zoGsporos € usada apenas como um método alternativo na presenca de
umidade (WEBSTER; WEBBER, 2007).

No Estado do Piaui, o primeiro estudo da diversidade de oomicetos iniciou-se com o
trabalho de tese de Rocha (2002), realizado no Parque Nacional de Sete Cidades, onde foram
isoladas e descritas 36 espécies de oomicetos, sendo 75 delas os primeiros registros para o
Estado do Piaui e 17 para o Brasil.

Em 2002 foi criado o Laboratério de Fungos Zoosporicos da UFPI juntamente com a
Colecéo de Cultura de Fungos Zoosporicos da UFPI. A criacdo desse laboratorio deu suporte
a varias pesquisas com oomicetos no Estado por meio de Trabalhos de Concluséo de Curso e

Dissertacdes de Mestrado.

Os Trabalhos de Concluséo de Cursos concentraram-se na cidade de Teresina. Soares
(2002), isolou 8 especies nas lagoas do Parque Zooboténico de Teresina. Pereira (2003)
trabalhou com o levantamento de oomicetos em hortas comunitarias, isolando algumas
espécies de interesse econdmico como as do género Pythium. Nascimento (2004) estudou a

diversidade de oomicetos em uma lagoa da capital, verificando a ocorréncia de 11 espécies.

Nos anos de 2005 e 2006 foram realizados os primeiros estudos da diversidade de
oomicetos nos rios da capital. Oliveira (2005) estudou a ocorréncia de oomicetos no rio Poti
através de coletas realizadas proximas a Floresta Fossil da capital e Martins (2006) isolou 17

espécies no rio Parnaiba.

Ampliando os estudos sobre fungos zoospdéricos no rio Parnaiba e, consequentemente,
no Piaui, Negreiros (2008) desenvolveu a primeira pesquisa com oomicetos em nivel de
mestrado no Estado. O autor investigou a ocorréncia de oomicetos as margens do rio
Parnaiba, no municipio de Floriano, relacionando aqueles com potencial fitopatogénico,
segundo literatura especializada, e as culturas suscetiveis praticadas pelos agricultores locais.
Neste trabalho, detectou-se a ocorréncia de importantes fitopatbgenos, tais como
Aphanomyces cladogamus, Pythium mamillatum, P. periilum, P. aphanidermatum e P.
ultimum var. ultimum, que podem causar danos as culturas de interesse econémico dessa

regiao.
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Pereira (2008), abordando o mesmo tema, estudou a ocorréncia de oomicetos
fitopatogenos no campo agricola da cidade de Nazéria e identificou 15 espécies, a maioria
pertencente ao género Pythium e com potencial fitopatogénico sobre uma ampla variedade de
culturas como Pythium aphanidermatum, P. graminicola, P. indigoferae, P. inflatum, P.
mamillatum, P. myriotylum, P. periilum, P. perplexum, P. vexans e P. ultimum var.

sporangiiferum.

2.4 Parasitismo e importancia econémica

Oomicetos podem parasitar animais (rotiferos, nematddeos e artrépodes), plantas,
algas e até outros fungos (DICK, 1990a). Alguns sdo parasitas importantes de peixe (e sua

ova), incluindo bagre e salmao.

A maioria dos oomicetos terrestres sdo parasitas facultativos ou parasitas altamente
especializados de plantas vasculares, causando algumas das doencas mais graves de
determinadas culturas agronomicamente importantes (ALEXOPOULQOS; MIMS;
BLACKWELL, 1996).

Segundo Dick (1990a), a importancia econdémica dos oomicetos estd relacionada
principalmente a seu potencial patogénico, especialmente em plantas. Exemplos incluem a
requeima da batata; podriddo das raizes e frutos citricos, doencas mildio de cucurbitaceas,
uva, cebola e alface; ferrugem branca do repolho e tombamento de mudas de muitas espécies
(ALEXOPOULOQOS; MIMS; BLACKWELL, 1996). A maioria dos oomicetos fitopatdgenos
de importancia econdmica sdo responsaveis pelo apodrecimento de raizes e necrose de outros
orgaos, como caule, folhas e frutos, podendo causar epidemias de grandes propor¢des em uma
cultura (WEBSTER; WEBBER, 2007).

Dentre os oomicetos, o0 género Pythium apresenta 0 maior nimero de representantes
responsaveis por guedas na producdo agricola e consequente perdas econdémicas. Espécies
fitopatdgenas de Pythium presentes no solo podem acarretar 0 apodrecimento de sementes,
tombamento de plantulas e podriddo radicular de vegetais, sendo especialmente problematico
em estufas. Também sdo responsaveis pela podriddo de partes moles de frutos carnosos e
outros 6rgaos vegetais em contato com particulas do solo no campo, no armazenamento, no

transporte ou no comércio (GOULD, 2003).
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Apenas um oomiceto é conhecido como parasita de mamiferos. Pythium insidiosum é
responsavel por ulceracbes na pele de varios mamiferos como equinos, bovinos, ovinos,
animais domésticos como cdes e gatos e até mesmo no homem. A doenca é conhecida como
pitiose e sua transmissdo esta relacionada com o contato de humanos e animais com a agua
contaminada pelo agente (DICK, 2002; SANTURIO et al., 2006). A pitiose acomete
principalmente equinos. No Brasil ja foram registrados mais de 90 casos distribuidos entre os
Estados do Rio Grande do Sul, Mato Grasso do Sul, S&o Paulo, Par4, Paraiba, Parana e Rio de

Janeiro, comprovando a provavel distribuicdo de P. insidiosum por todo o Brasil.

2.5 Amostragem em fungos aquaticos

Devido a diversidade de Oomycetes e sua ocorréncia em muitos ambientes diferentes,
varias experiéncias representativas tém sido feitas para o estudo exclusivo deste grupo
(TRIGIANO, 2004).

Em termos de diversidade, a micota aquatica € composta, predominantemente, por
fungos zoospdricos, hifomicetos aquaticos (principalmente em substratos submersos), alguns
representantes de basidiomicetos (geralmente fases teleomorficas), ascomicetos (incluindo
fases teleomorficas de fungos imperfeitos) e porcentagens imprevisiveis de fungos de origem
terrestre e leveduras. Em aguas poluidas, a incidéncia desses ultimos pode ser bastante
elevada. (ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 1996).

Fungos aquaticos tém sido estudados, principalmente, quanto a sua diversidade e,
algumas vezes, quantificados no ambiente aquatico, seja por meio de esporos dispersos na

agua ou associados a substratos organicos colonizados (BICUDO et al., 2004).

Tratando-se de fungos, torna-se dificil definir, com precisdo, 0 que é uma unidade ou
um individuo. Determinados fungos alternam fases sexuadas e assexuadas durante seu ciclo
de vida. (BICUDO et al., 2004).

Alguns fungos zoospdricos tém sido observados em associacdo direta com folhedo em
decomposicdo. Até o momento, ndo se verificou producdo de ergosterol pelos fungos
zoosparicos, porém, tendo em vista que esses fungos sdo capazes de produzir enzimas para
degradar celulose, amido e certos polissacarideos, sua participacdo como decompositores

ativos de substratos aloctones deve ser levada em consideracdo. Assim, & necessario
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aperfeicoar os métodos de quantificacdo desses grupos de fungos nos ecossistemas aquaticos.
(BICUDO et al., 2004).

A diversidade de fungos aquaticos tem, em geral, sido expressa por sua ocorréncia em
unidades amostrais de agua provenientes de pontos ou estacdes de coleta preliminarmente
definidas ou escolhidas aleatoriamente em determinado periodo de tempo e em diferentes
tipos de substratos (BICUDO et al., 2004).
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3 O GENERO Pythium

3.1 Caracteristicas gerais

O género Pythium caracteriza-se pela presenga de estruturas de reproducgédo sexuada,
denominadas oogonios (gametangios femininos) e anteridios (gametangios masculinos). O
esporo originado da fecundagdo, apds contato gametangial, ¢ denominado oGsporo. As
estruturas de reproducdo assexuada sdo chamadas zoosporangios, que abrigam os zodsporos
biflagelados, sendo maturados no interior de uma vesicula evanescente, formada no apice do
seu tubo de liberacdo (ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 1996). Tais estruturas séo
fundamentais para a identificacdo desses organismos (SPARROW, 1960).

Membros deste género habitam o solo e sdo organismos que ocorrem em todo o
mundo. Eles sdo, no entanto, mais comumente encontradas em solos cultivados onde
acarretam sérios problemas para diversas culturas agronomicamente importantes
(ALEXOPOULOQOS; MIMS; BLACKWELL, 1996).

O género Pythium possui mais de 120 espécies conhecidas, sendo a maioria de
importancia fitopatogena e causando grandes perdas econémicas na agricultura
(ALEXOUPOLOS et al., 1996), como o apodrecimento de raizes e frutos em muitas espécies
de plantas, causando uma doenga conhecida como damping-off ou “tombamento”,
responsavel pelo apodrecimento de sementes e a morte do gérmen no pré e pds-plantio.

Dick (1990b) incluiu sete géneros da familia Pythiaceae, sendo 0s mais comuns
Pythium e Phytophthora, além do género Pythiogeton. O primeiro inclui algumas espécies
aquaticas parasitas de algas, assim como muitas espécies habitantes do solo parasitas de
plantas com flores. Pythium debaryanum € uma das espécies mais conhecidas do género,
causadora do tombamento de plantulas. O género Phytophthora inclui muitos patégenos

importantes de planta. Destes, P. infestans, a causa da requeima da batata.

Algumas espécies tém-se mostrado capazes de parasitar outros fungos ou larvas de
mosquito. P. insidiosum é a causa da pitiose, doenca granulomatosa cosmopolita comum em
cavalos, bovinos, cdes e, ocasionalmente, é relatado em humanos. P. debaryanum causa
podriddes de sementes e tombamento de um grande numero de hospedeiros (PLAATS-
NITERINK, 1981).
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3.2 Fitopatogenicidade

Espécies de Pythium sdo as causas mais importantes de doencas de tombamento pré e
p6s-emergéncia de mudas. O termo refere-se ao tombamento de pos-emergéncia como uma
condicdo na qual plantulas sdo atacadas e apodrecem perto da linha do solo, fazendo com que
caia. Esta condicdo é particularmente probleméatica em estufas, onde um grande nimero de
plantulas é cultivado em estreita proximidade uma com a outra. Espécies de Pythium também
atacam e apodrecem as sementes no campo e pode destruir mudas antes de surgir a partir do
solo, uma condi¢do conhecida como tombamento pré-emergéncia. Adicionalmente, algumas
espécies também atacam as raizes de diversas plantas. Por exemplo, espécies de Pythium pode
ser um problema muito grave em gramados usados para o golfe e campos de futebol. Plantas
carnudas e partes de plantas, como a couve, abdbora, feijdo e batatas também podem ser
afetadas pela podriddo por certas espécies de Pythium (ALEXOPOULOS; MIMS;
BLACKWELL, 1996).

Ha cerca de 120 espécies de Pythium, muitas delas acarretando podriddo da semente e
da raiz em pléantulas na pré e pos-emergéncia, tendo como consequéncia seu tombamento
(Figura 1). Doencas na raiz causadas por Pythium também pode danificar gravemente as
plantas ja estabelecidas em estufas e no campo. Raizes de plantas infectadas, muitas vezes,
ndo apresentam pequenas raizes alimentadoras e as raizes secundarias sdo descoloridas. As
plantas infectadas muitas vezes murcham e alguns podem apresentar sintomas que imitam
deficiéncias minerais. Plantas mais velhas infectadas com Pythium também podem se
apresentar necroticas, aquosas e com lesdes no caule. Pythium causador da ferrugem em
plantas também se tornou um grave problema de gramado, especialmente em areas de alto
valor de esportes e campos de golfe (TRIGIANO, 2004).

Figura 1 - Auséncia de raizes na alface, devido a podriddo
causada por Pythium sp. Foto: Valmir Duarte, 2003

AT
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No tombamento observado em vasos, a muda germinada € atacada, colonizada, e
morta antes de emergir através da superficie do solo. No tombamento pds-emergéncia, mudas
emergem do solo e logo comecam a murchar. Neste cenério, as raizes alimentadoras jovens
sdo destruidas e os tecidos corticais da raiz primaria sdo invadidas pelo patogeno
(TRIGIANO, 2004).

Lesdes escuras e com excesso de umidade se desenvolvem no caule na linha do solo.
Enzimas hidroliticas extracelulares como a pectinase, celulases, hemicelulases sdo produzidas
pelo patdégeno, degradando as paredes celulares dos tecidos vegetais, acarretando a perda de
sua integridade estrutural. Quando as mudas ndo podem mais se sustentar, elas entram em
colapso e caem sobre a superficie do solo, tombamento. Muitas vezes, e especialmente em
ambientes de alta umidade, o micélio com aparéncia aquosa pode ser visto crescendo sobre 0s

restos das plantulas em decomposicéo (TRIGIANO, 2004).

Espécies de Pythium sobrevivem no solo como hifas somaticas ou odsporos.
Z00sporos ou o0sporos sdo atraidos as raizes, onde encistam e germinam para infectar o
tecido. Hifas somaticas também podem infectar diretamente raizes. Hifas crescem
intercelularmente dentro do tecido hospedeiro e ndo produzem haustérios. A por¢édo
assexuada do ciclo de vida é completada com a formacdo de esporangios. Os esporangios
podem ser indistinguiveis das hifas somaticas ou bastante diferentes, dependendo da especie.
O conteudo dos esporangios migra em vesiculas que sdo diferenciados zodsporos. Vesiculas

se rompem e zo6sporos sdo liberados para o meio ambiente (TRIGIANO, 2004).

3.3 Pitiose

3.3.1 Caracteristicas Gerais

A pitiose é uma doenca causada pelo oomiceto Pythium insidiosum, se enquadra no
reino Chromista, filo Pseudofungi, classe dos Oomycetes, familia Pythiaceae (LACAZ et al.
2002). Dentre as espécies do género Pythium, apenas o P. insidiosum é patégeno para

mamiferos.

P. insidiosum acomete varias espécies animais, porém a doenca € mais frequentemente
observada em equinos, podendo, também, afetar os humanos. Epidemiologicamente a pitiose
estd intimamente relacionada com o contato dos animais e humanos com aguas contaminadas

pelo agente, onde produz zodsporos méveis que se constituem na forma infectante do P.
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insidiosum. A enfermidade em equinos caracteriza-se principalmente pelo desenvolvimento
de lesbes subcutaneas ulcerativas e granulomatosas de aparéncia tumoral com presenca de

massas branco-amareladas, chamadas internacionalmente de “kunkers”. Ja nas outras espécies

a formacdo dos “kunkers” ndo é observada (SANTURIO et al., 2006).

A doenca foi originalmente relatada na india sob o nome burusattee como uma doenga
de cavalos pastando em ou perto de dgua estagnada, mas a natureza flngica e o organismo
causal ndao foi observado até o ano de 1901. A doenca foi subsequentemente descrita como
“ficomicose de cavalos”, “pantano cancro”, “dermatite granular”, “pitiose equina”, e
finalmente passou a ser chamado como “pitiose insidiosum”. O organismo causal foi
inicialmente considerado como micélio sem esporulacdo, mas zo6sporos foram relatados em
cultura em 1974, quando o organismo foi considerado como uma espécie de Pythium
(HOWARD, 2002).

Comumente, observa-se que os animais afetados permanecem por longos periodos em

contato com aguas paradas em lagos, agudes ou locais pantanosos.

A pitiose ocorre em regides de clima tropical, subtropical e temperado, em areas
alagadicas ou com historico de inundacdo e temperaturas médias de 25°C (ALEXOPOULOS;
MIMS; BLACKWELL, 1996). Ndo ha predisposicdo por sexo, idade ou raca, e a fonte de
infeccdo séo os zoOsporos ambientais, ndo havendo relatos de transmissao direta entre animais

e entre animais e o0 homem.

As condicGes ambientais sdo fundamentais para o desenvolvimento de qualquer
organismo no meio ambiente. Para a producao de zodsporos do P. insidiosum sdo necessarias
temperaturas entre 30 e 40°C e o0 acumulo de agua em banhados e lagoas. A grande maioria
dos casos de pitiose é observada durante ou apds a estacdo chuvosa. Baseados nos dados
epidemiologicos, acredita-se na existéncia de um periodo de incubacdo de varias semanas. No
Brasil especificamente no Pantanal Matogrossense, a maioria dos casos de pitiose equina é
registrada entre os meses de fevereiro e maio, verdo-outono, periodo que corresponde ao apice
das cheias (LEAL et al., 2001). A maioria dos 38 casos de pitiose observados na Paraiba foi
registrada nos meses de julho a outubro, sete a dez meses apds o inicio das chuvas
(SANTURIO, 2004).

Segundo Lacaz et al. (2002), a pitiose geralmente provoca lesdes em equinos e outros

animais, tendo sido registrados, também, casos humanos, em pacientes imunocomprometidos
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ou ndo. Os equinos sdo os mais afetados e 0s caninos sdo a segunda espécie mais afetada,

geralmente acometidos na forma gastrointestinal.

3.3.2 Ciclo de vida e infeccéo

Um ciclo ecolégico foi proposto para descrever o comportamento ambiental e a cadeia
infecciosa do P. insidiosum. O ciclo baseia-se na colonizacdo de plantas aquéaticas, que
servem de substrato para o desenvolvimento e reprodugdo do organismo, formando o0s
zoosporangios. Os zodsporos livres na d&gua movimentam-se até encontrar outra planta ou
animal, onde se encistam e emitem tubo germinativo, dando origem a um novo micélio e
completando seu ciclo (SANTURIO et al., 2006).

Analises in vitro demonstraram a atracdo dos zodsporos por tecidos animal e tecido
vegetal, sendo a quimiotaxia atribuida a algumas substancias presentes nesses tecidos. Uma
substancia amorfa é liberada pelo zoosporo apds o seu encistamento, a qual provavelmente é
produzida em resposta ao fator quimiotaxico do hospedeiro; essa substancia agiria como um
adesivo para ligar o zoosporo a superficie do hospedeiro e permitir a formacdo de tubo
germinativo (SANTURIO et al., 2006).

Essas observacfes sustentaram a teoria de infeccdo, sugerindo que os cavalos em
contato com aguas contaminadas poderiam atrair 0s zodsporos, 0s quais germinariam a partir
de uma pequena lesdo cutadnea. Existe também, a possibilidade de penetracdo dos zodsporos
através dos foliculos pilosos, baseados na detec¢édo de hifas no interior do foliculo de bovinos
infectados naturalmente e no fato do quimiotaxismo ser mais ativo na regido localizada dentro
do foliculo piloso. Essa observacdo pode questionar a necessidade de lesdo na pele para que
ocorra a germinacdo dos zoosporos. Por outro lado, nos casos e relatos acompanhados no
Brasil, foi possivel detectar diferencas na suscetibilidade de equinos a infeccdo. Comparando-
se com os dados de pitiose humana, onde a maior parte dos casos ocorre em individuos
talassémicos, pode-se suspeitar da presenca de algumas caracteristicas que torne alguns
animais mais suscetiveis, mas, para Santurio et al. (2006), sdo necessarias mais investigacoes

nesse sentido.
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3.3.3 Sintomas

A transmissdo da Pitiose esta relacionada com o contato de humanos e animais com a
agua contaminada pelo agente (DICK, 2002; SANTURIO et al., 2006).

A espécie equina é a mais acometida pela doenca apresentando-se geralmente na
forma cutdnea efou subcutdnea. Caracteriza-se pelo desenvolvimento de granulomas
eosinofilicos de dificil tratamento denominadas de kunkers. Estruturas sdo formadas por hifas
de P. insidiosum cobertas por células necréticas que originam massas que se assemelham a
corais, de forma irregular, ramificadas e aspecto arenoso que se desprendem das lesdes. Em
humanos, a doenca apresenta-se nas formas oftalmica, subcuténea e sistémica, sendo as duas

ultimas associadas a o e p-talassemias, comuns no Sudeste da Asia (LEAL et al. 2001).

A pitiose na espécie canina apresenta-se nas formas cuténea e gastrintestinal. Na
forma gastrintestinal € comum o aparecimento de disturbios digestivos como vomito, anorexia
crénica, perda de peso, diarreia e presenca de nodulos quando submetidos a palpacéo
abdominal. Os caninos afetados geralmente s@o originarios de regides rurais ou estiveram em
locais alagados como acudes e banhados. As lesdes gastrintestinais caracterizam-se por
granulomas e piogranulomas no estdmago, intestino, esdfago, laringe e faringe (SANTURIO
et al., 2006).

Na Costa Rica, foram registrados 39 casos de pitiose equina entre 1981 e 1984. Lesdes
necroticas foram observadas em diversas partes dos animais, principalmente patas, abdome,
torax e glandulas mamarias, com o isolamento do Pythium sp. Registraram ainda, mais quatro

casos de pitiose equina com lesdes dsseas, tambem na Costa Rica (LACAZ et al., 2002).

As lesdes possuem forma irregular, e variam de tamanho. Os animais apresentam
intensa coceira e normalmente mutilam a lesdo na tentativa de aliviar o desconforto. Sem
tratamento essas lesdes geralmente evoluem rapidamente levando o animal ao emagrecimento

progressivo e morte (LEAL et al., 2001).

Na forma intestinal, a infeccdo causada pelo P. insidiosum em equinos se apresenta
como colica, cuja causa € a presenca de massas teciduais, com diminuicédo e/ou obstrucdo da
cavidade intestinal. Além da pitiose 0ssea, cutanea e intestinal, outros 6rgéos e tecidos podem
ser atingidos posteriormente (CATTO, 2008).

Os animais apresentam les6es deformantes, mas, de forma diversa, ndo ocorre a saida

constante de linfa e outros fluidos corporais e o tecido granulomatoso é recoberto com pele
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escurecida e grossa. Ao ser pressionada a leséo, facilmente consegue-se extrair kunkers com
facilidade de onde foram isoladas estruturas posteriormente identificadas como P. insidiosum.
Os equinos com tais lesdes atipicas de pitiose ndo apresentam emagrecimento progressivo e,
ap6s um ano de observacao as lesdes permanecem do mesmo aspecto e tamanho. Segundo 0s
autores, somente no pantanal brasileiro foram registradas estas formas bizarras da pitiose nos
equinos (SANTURIO et al., 2006).

3.3.4 Pitiose em humanos

Dois casos de pitiose humana na forma subcutanea foram registrados na Australia. No
Brasil o primeiro e Unico relato foi feito em 2005 em S&o Paulo na forma cutanea (CATTO,
2008)

As infeccbes por P. insidiosum em humanos podem apresentar-se de trés formas. A
primeira forma sdo lesdes granulomatosas no tecido subcutéaneo de pacientes talassémicos, a
segunda é a forma sistémica, caracterizada por desenvolvimento de artrite crénica, trombose
arterial e gangrena, atingindo geralmente a extremidade dos membros inferiores de pacientes
talassémicos e a terceira por ceratite podendo ou ndo ser associada a talassemia. As lesdes
podem-se apresentar na regido periorbital e o aspecto histopatologico € similar ao das
infeccdes em equinos (SANTURIO et al., 2006).

3.3.5 Tratamento

O tratamento da pitiose € dificil. Trés métodos terapéuticos — quimioterapia, cirurgia e
imunoterapia — tém sido utilizados. Embora a literatura registre casos de cura com
antifangicos (anfotericina B, iodeto de potassio, e combinacdo de itraconazole com
terbinafine), o tratamento € demorado, caro exige dedicacdo diaria e tem efeitos colaterais. O
tratamento cirdrgico, associado ou ndo a cauterizacao, é eficaz quando se faz a retirada de
todo o tecido contaminado. No entanto, a cirurgia ndo pode ser usada em todos 0s casos,
porque a localizacgdo, as estruturas anatdmicas envolvidas e o tamanho das lesdes inviabilizam

essa abordagem terapéutica em boa parte dos casos (LACAZ et al., 2002).

O sucesso das diferentes formas de tratamento é varidvel e, em muitos casos,

influenciados pelo tamanho e duracdo da leséo, idade e estado nutricional do animal. O
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tratamento de infec¢bes causadas pelo P. insidiosum em animais e humanos é complicado
pelas caracteristicas singulares do agente. O P. insidiosum difere dos fungos verdadeiros na
producdo de zodsporos moveis e na composicao de sua parede celular. Os fungos verdadeiros
possuem quitina em sua parede, enquanto o Pythium contém celulose e B-glucanas. A
membrana plasmatica ndo contém esterdides, como o ergosterol, que é o componente-alvo de
acdo da maioria das drogas antifingicas. Devido a essas caracteristicas, ndo existe droga
antiflngica eficiente contra o P. insidiosum (SANTURIO, 2004).

Tradicionalmente, o diagnostico da pitiose baseava-se nos aspectos clinicos,
histopatoldgicos e no isolamento e identificacdo do agente através de suas caracteristicas
culturais, morfolégicas e reprodutivas. A identificacdo precoce da doenca, no entanto, torna-
se dificil através desses métodos. Atualmente, métodos como imunohistoquimica e técnicas

soroldgicas auxiliam e suportam um diagndéstico precoce e correto (SANTURIO et al., 2006).

3.3.6 Pitiose no Brasil

No Brasil, a pitiose ja foi descrita em equinos, bovinos e caninos. A maioria dos casos
corresponde a lesdes cutaneas em equinos. O primeiro relato ocorreu no Rio Grande do Sul,
em 1997, atingindo uma fémea com lesdo cutdnea no membro posterior direito.
Posteriormente, foram descritos mais dois casos de pitiose no municipio de Santa Maria e um
no municipio de Pelotas, RS (LACAZ et al., 2002).

Os relatos de pitiose equina no Brasil somam mais de 90 casos e tém sido descritos em
varios estados como Rio Grande do Sul, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Paraiba,
Pernambuco e S&o Paulo. Além dos casos publicados, relatos informais de médicos
veterinarios indicam a presenca da doenca em varios estados brasileiros. O Pantanal brasileiro
é provavelmente o local de maior ocorréncia de pitiose equina do mundo. O Pantanal é uma
planicie inundavel de aproximadamente 140.000 km? e possui em torno de 140.000 equinos
(CATTO, 2008). Embora ndo existam dados precisos da ocorréncia no Brasil, os dados
disponiveis indicam que a pitiose representa um problema a criacao de equinos, especialmente

em regibes alagadicas.

Na regido mato-grossense, a pitiose que afeta os equinos ¢ conhecida como “ferida-
brava” ou “mal dos pantanos”, ela pode vir acompanhada de lesdes Osseas e intestinais, sua
coloracdo é branca-amarelada, que se da por meio de células inflamatérias, com aspecto
purulento (LACAZ et al. 2002).
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4 MATERIAIS E METODO

4.1 Caracterizacdo da area

O vale do Rio Guaribas ocupa uma area de 22.059,4 Km? e apresenta a caatinga como
bioma predominante. Possui clima megatérmico do tipo isotérmico e as precipitagdes anuais
estdo entre 400 mm e 800 mm, abrangendo 36 municipios do Estado do Piaui. Na area, habita
uma populacdo em torno de 302.203 habitantes com densidade demografica de 13,70
hab./km2, distribuidas entre 36 municipios do estado do Piaui, dentre eles o municipio de
Picos e Bocaina (BRASIL, 2006).

O municipio de Picos apresenta uma populacdo de 73.414 habitantes e uma area
territorial de 535 Km?®. Parte da economia do municipio provém de atividades agricolas
permanentes e semipermanentes. O municipio é banhado pelo rio Guaribas, mas o potencial
hidrico do rio é subaproveitado, principalmente devido a sua baixa vazdo, consequéncia da

represagem de suas dguas na barragem do municipio de Bocaina (BRASIL, 2010).

A Barragem de Bocaina foi construida em 1985 no curso d’agua do rio Guaribas, a
montante das cidades de Bocaina e Picos, distando cerca de 6 km da primeira e 27 km da
segunda. Localizada a 41,38 de longitude oeste e 6,92 de latitude sul, apresenta uma area de
960 km? com capacidade méxima de armazenamento de 106 hm® de agua e vazéo de 360,0
L/s com garantia de 95%. A barragem pereniza um grande trecho do rio Guaribas e tem
capacidade de suprir indmeras irrigacbes as margens. Além de abastecer pequenas
comunidades da regido através de carros pipas, no reservatorio é praticada a pesca, através de

associacdo de pescadores da regido (FREITAS, 2000).

4.2 Coleta e isolamento de oomicetos

Foram realizadas duas coletas de 4gua e solo, uma as margens do Rio Guaribas e outra
na Barragem de Bocaina, em 17 de janeiro de 2013, sendo dois pontos de coleta de agua e

dois pontos de coleta de solo, em cada.
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Figura 2 - Pontos de coleta as margens do Rio Guaribas — Pl (Fonte: mapa adaptado do
IBGE e Google Mapas).

P-227

Figura 3 - Pontos de coleta na Barragem de Bocaina — Pl (Fonte: mapa adaptado do IBGE

e Google Mapas).
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Para 0 estudo e isolamento de representantes do género Pythium presentes nas
amostras, foi utilizada a técnica descrita por Milanez (1989). As amostras de agua foram
coletadas em frascos coletores de 75 ml e o solo em sacos plasticos com capacidade para
200g. As amostras foram transportadas para o Laboratério do Nucleo de Pesquisa em
Biotecnologia, Satde e Meio Ambiente — NUPBSAM — da Universidade Federal do Piaui.

As amostras de agua foram depositadas em placas de Petri 140 x 20 mm, contendo
substratos organicos celuldsicos (semente de sorgo, epiderme de cebola, palha de milho),
queratinosos (ecdise de cobra e cabelo) e quitinoso (asa de cupim). Cada substrato foi
anteriormente preparado para uso como “iscas” para os espécimes, segundo técnicas

especificas (MILANEZ, 1989).

Cada amostra de solo foi homogeneizada com agua destilada esterilizada em placa de
Petri. Apos 10 minutos de decantacdo, foram acrescentados os substratos organicos para
iscagem. Decorrida uma semana, as iscas foram transferidas para placas de Petri contendo

apenas iscas novas e agua destilada esterilizada.

4.3  Analise dos espécimes isolados

ApOs uma semana, as iscas foram observadas ao microscopio optico. As colonizadas

foram colocadas em placas de Petri com novos substratos para multiplicacdo dos isolados.

Laminas com iscas foram preparadas para observacdo dos isolados em microscopio
optico Bioval, L1000-AC. O ciclo de vida foi descrito e as estruturas vegetativas e
reprodutivas, sexuadas e assexuadas, foram ilustradas e fotografadas para caracterizacdo

morfoldgicas das espeécies.

Para o estudo e identificacdo de Pythium foram utilizados os seguintes trabalhos:
Sparrow (1960), Dick (1990b, 2001), Alexopoulos, Mims e Blackwell (1996), Johnson,

Seymour e Padgett (2002), além de outros trabalhos especificos.
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5 RESULTADO E DISCUSSAO

5.1 Familia Pythiaceae: caracteristicas gerais

A familia Pythiaceae compreende dez géneros, dentre eles o género Pythium e
Pythiogeton. Estes dois géneros incluem alguns dos patdégenos de plantas mais destrutivas e
notorias (TRIGIANO,2004).

A familia Pythiaceae inclui fungos aquaticos, terrestres e anfibios, sendo a maior parte
dos representantes terrestres causadores de doencas graves de plantas de interesse econdmico.
O micélio é bem desenvolvido e haustérios sdo produzidos em algumas espécies,
principalmente as parasitas. As hifas que suportam o0s zoosporangios geralmente séo
indistinguiveis do micélio. Em algumas espécies, no entanto, sdo formados esporangiosforos
bem definidos. Em tais casos, 0 crescimento do esporangioforo é indeterminado
(ALEXOPOULOQOS; MIMS; BLACKWELL, 1996).

Nas formas mais simples os zoosporangios permanecem ligados a hifas que os
suportam. Na maturacdo, os zoosporangios produzem e liberam uma série de zodsporos. Nas
espécies mais especializadas 0s zoosporangios sdo deciduos e muitas vezes germinam por um
tubo germinativo em vez de zodsporos produtores. O tipo de germinacdo, se por zodsporos ou
por tubo germinativo, parece ser regulado, em grande medida pelas condi¢cbes ambientais,
especialmente pela temperatura (ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 1996).

Sexualmente, os membros da Pythiaceae estdo em conformidade com o padrdo geral
descrito para Oomycota como um todo. Odsporos sdao formados por partenogénese em
algumas espécies, mas € provavel que ocorra a fertilizacdo de um grande namero
(ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 1996).

5.2 Bases para o estudo no género Pythium.

Espécies de Pythium sédo de dificil identificacdo. A taxonomia do género é baseada em
caracteristicas morfoldgicas dos zoosporangios, oogdnios e anteridios. Infelizmente, ha
consideravel plasticidade nessas estruturas, fato que tem causado muitos trabalhos para

exploracdo de novas abordagens para a taxonomia de espécies de Pythium, dentre elas o uso
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de sorologia e comparacGes de acidos nucleicos, bem como biometria de odsporos e oogbnios
(PLAATS-NITERINK, 1981).

5.2.1 Micélio

O micélio de Pythium é incolor, as vezes brilhante, as vezes ligeiramente amarelado
ou lilds acinzentado. As hifas sdo hialinas e as hifas principais sdo na sua maioria 5-7 e,
ocasionalmente, até 10 um de largura. Septos sem ausentes nas hifas, exceto em hifas velhas e
quase vazias, ou onde ocorre delimitacdo de 6rgaos reprodutivos. O material protoplasmatico
é muitas vezes visivel em hifas jovem. (PLAATS-NITERINK, 1981).

Em meio de cultura, a producdo de micélio aéreo é mais ou menos dependente do
meio utilizado. Em Agar fuba, batata e cenoura a maioria das espécies ndo produz micelio
aereo, mas em agar aveia varias espécies desenvolvem micélio aéreo abundante. (PLAATS-
NITERINK, 1981).

O micélio de algumas espécies, como P. sylvaticum e P. ultimum, apresenta-se
visualmente com uma textura de algoddo grosso em agar de farinha de milho. Para a avaliacdo
do desenvolvimento micelial, & necessario conhecer o meio no qual o fungo foi cultivado. As
coldnias de algumas espécies podem ser amarelada, devido a odsporos abundantes, como em
P. oligandrum ou regides infladas nas hifas, como em P. intermedium. As hifas de P.
torulosum e algumas espécies afins sdo frequentemente ligeiramente lilds. Os varios padrdes
de coldnia possuem caracteristicas distintivas. Eles podem consistir em triangulos agudo -
padrdo de crisantemo -, I6bulos obtusos - roseta padrdo -, ou pode ser simplesmente irradiar-
se (PLAATS-NITERINK, 1981).

Em muitas espécies de Pythium apressorios sdo formados. Essas estruturas podem ser
Unicas ou unidas em cadeias ou cachos. Em uma planta hospedeira, podem formar estacas de

infeccdo distal ou lateral.

5.2.2 Reproducdo assexuada

Em muitas espécies de Pythium, regides infladas nas hifas indiferenciadas séo
formadas podendo germinar e formar um novo talo. Regides infladas nas hifas podem ser

intercalares ou terminais. Em P. intermedium, cadeias dessas regides sdo formadas
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terminalmente, a partir do qual células individuais sdo destacadas. Formacdo de
clamiddsporos sdo mais raros no género, mas eles ocorrem em P. tracheiphilum e P.
dimorphum (ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 1996).

A reproducdo assexuada ocorre principalmente por meio de zoosporangios e
zoosporos. O zoosporangio é separado do resto do micélio por uma parede transversal e sdo
globosos a ovais, posicionados terminal ou intercalarmente nas hifas somaticas. Em certo

ponto no zoosporangio um tubo de liberacdo se desenvolve.

Em Pythium os zodsporos ndo sdo formados no esporangio em si, mas em uma
vesicula fora dela. O contetdo indiferenciado do esporangio, o protoplasma, move-se através
do tubo e forma uma vesicula na sua extremidade. Nela ocorre a diferenciacdo dos zo6sporos,
sendo delimitados e adquirindo movimento. Depois de algum tempo, cerca de 10 a 20
minutos, a parede da vesicula desaparece e zooOsporos nadam em direcOes divergentes
(PLAATS-NITERINK, 1981; ALEXOPOULOQOS; MIMS; BLACKWELL, 1996).

Os zodsporos séo apenas liberados em meio aquoso. A producdo de zoosporangios
pode ser estimulada por Mg, K, e os ions de Ca. Exsudatos de raizes e sementes em
germinacdo tém um efeito estimulador sobre a germinacédo de esporos e crescimento micelial.
A germinacdo de zoosporos tem sido demonstrada por meio de estimulacdo em P. irregulare
e P. vexans, e a geminacao de odsporos em P. mamillatum. Em P. aphanidermatum observou-
se a germinacdo por estimulacdo de zodsporos encistados e o6sporos. Estudos tém mostrado
que certos acucares e aminoacidos e, especialmente, suas combinacdes apresentam efeitos
semelhantes na germinagdo. As mesmas substancias causam uma quimiotaxia positiva dos
zoosporos. Esterdis também podem ter influéncia positiva sobre a reproducdo assexuada
(PLAATS-NITERINK, 1981).

O zoosporangio pode ser filamentoso a esférico. Num certo nimero de espécies o
esporangio filamentoso ndo pode, ou dificilmente pode ser distinguido do resto do micélio, a
menos que a vesicula e zoosporos indica a localizacdo da parte esporangios. Em outras
espécies 0s esporangios filamentosos sdo ligeiramente inflados ou formando estruturas
dendréide. Em P. aphanidermatum e espécies afins os esporangios sao fortemente inflados,
formando complexos ou l6bulos toruldides. Esporangios filamentosos tém frequentemente
longos tubos de liberacdo, enquanto que as espécies com esporangios esféricos os tubos de
liberacdo sdo na sua maioria mais curto (PLAATS-NITERINK, 1981).
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Dois tipos de esporangios esfericos podem ser distinguidos: num certo numero de
espécies os esporangios proliferam na parte inferior, formando um esporéngio novo dentro do
primeiro esporangio, ou o filamento cresce através do primeiro esporangio e do tubo de
liberacdo, formando um novo esporangio fora do primeiro. Em outras espécies a proliferacdo
nunca foi observada (PLAATS-NITERINK, 1981).

Os zodsporos de Pythium sdo reniformes ou piriformes. A partir de um sulco no
zoosporo insere-se dois flagelos laterais. O flagelo anterior consiste de um eixo franjado e o
flagelo posterior consiste apenas de um eixo abruptamente terminando e liso, tipo chicote
(PLAATS-NITERINK, 1981).

Para Plaats-Niterink (1981), ap6s um periodo como natante, 0s zo6sporos sofrem um
encistamento. Em P. aphanidermatum, na bainha dos flagelos surge uma forma semelhante a
uma coroa e 0 axonema parece ser absorvido para dentro do citoplasma. O flagelo finalmente
desaparece e a camada externa do zodsporo torna-se espessa. Posteriormente uma nova regido
de crescimento da origem a um tubo germinativo. Em algumas espécies de Pythium, os

z0o0Osporos primarios encistados podem produzir zoGsporos secundarios.

5.2.3 Reproducéo sexuada

A reproducdo sexuada ocorre por meio de oogénios e anteridios. Os érgdos femininos,
ou oogonios, sdo limiformes a esféricos, intercalados ou terminais. A parede do oogénio pode
ser lisa ou ornamentada com projecdes. Os 6rgaos masculinos, ou anteridios, consistem de
uma célula que pode ser séssil em uma hifa, intercalado ou formado sobre uma haste terminal.
A célula anteridial toca o oogonio e forma um tubo de fertilizacdo que penetra no oogonio.
Quando originados da mesma hifa que o oogoénio, o0s anteridios sdo denominados mondclinos,
se a origem for de uma hifa diferente a do oogdnio, os anteridios sdo diclinos (PLAATS-
NITERINK, 1981).

Em certas espécies a parte proximal da haste do oog6nio torna-se um anteridio que é
entdo chamado hipdgino. Apds fertilizacdo do conteddo oogonial forma-se o zigoto, o
o0sporo. Apenas em casos raros, mais do que um odsporo € produzido no interior de um
oogonio. A parede € lisa, exceto odsporo de P. dictyosporum que sdo reticulados (PLAATS-
NITERINK, 1981).
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H& isolados de Pythium que formam apenas zoosporangios ou regides infladas nas
hifas, mas ndo produzem oogodnios em culturas simples ou dupla. Os isolados sem observacao
de oogbnios com esporangios filamentosos ndo inflados foram agrupados como Grupo 'F';
isolados com filamentosos inflados ou mais ou menos toruldides formam o Grupo T,
isolados com zoosporangios globosos ndo-proliferando formam o Grupo 'G'; isolados com
zoosporangios globosos proliferando formam o Grupo 'P'; e os isolados com regides infladas
nas hifas formam o Grupo "HS". Excecles sdo as espécies nomeadas P. undulatum, e P.
carolinianum P. elongatum (PLAATS-NITERINK, 1975).

A producdo de o6sporos € dependente de varios fatores. A temperatura mais favoravel
para a reproducdo sexual é em grande parte um tanto mais baixa do que para o crescimento
linear, mas mais elevado do que para o desenvolvimento zoosporangial, podendo ter também
alguns efeitos estimuladores de ions Ca, Mg, K, Zn e Mn (PLAATS-NITERINK, 1981).

Fatores importantes para a propagacéo sexuada sao os esterdis. Esterois estimulam o
crescimento, aumentam a resisténcia a altas temperaturas e afetam a permeabilidade das
membranas celulares (PLAATS-NITERINK, 1975).

Os o0sporos podem preencher todo o oogbnio, odsporos pleréticos, ou ndo, 00sSporos

aplerdtico. A espessura da parede oosporica é caracteristica em cada espécie.

Ap0s a maturacdo do odsporo ocorre uma fase de dorméncia antes da germinagdo. Na
germinacdo o odsporo € convertido em uma estrutura de parede fina, produzindo um tubo de
germinacdo ou atua como esporangio e zodsporos. A primeira etapa na germinacdo de
oo0sporos é a absor¢do do esporo, 0 qual é dependente de uma fonte de calcio exdgeno. Esta
fase € seguida pela formacéo de tubo germinativo e depende da presenca de fontes de hidratos
de carbono exdgenos. A germinacdo do oolsporo é, por outro lado, dependente de um
potencial elevado de dgua, um pH adequado e da temperatura. A estimulacdo da germinacéao
do oosporo ja foi observada por meio de caseina, luz, passagem através do intestino de um
caracol ou um tratamento com a enzima de caracol, a glucuronidase (PLAATS-NITERINK,
1981).

Baixas temperaturas e falta de nutrientes favorecem a germinacdo de odsporos por
meio de esporangios e zoosporos. Os odsporos sdo estruturas importantes de sobrevida.
Odsporos foram observados sendo viaveis depois de 8 meses a 12 anos (PLAATS-
NITERINK, 1975).



36

A maioria das espécies de Pythium, incluindo P. debaryanum, é homotalico. Espécies
heterotalicas foram observadas apenas a partir de 1967 e apenas em torno de sete espécies
heterotalicas sdo conhecidos. Em P. debaryanum, oogbnios desenvolvem anteridios em
estreita proximidade, muitas vezes na mesma hifa, com o anteridio logo abaixo da oogdnio
(Fig. 4 H). O oogobnio é globoso com um odsporo multinucleado rodeado por uma camada de
periplasma. Anteridios sdo muito menores e um pouco alongados. Apos contato gametangial,
um tubo de fertilizacdo desenvolve e penetra na parede do oogoénio e no periplasma. A meiose
ocorre em ambos 0s gametangios e todos, menos um ndcleo funcional em cada um, se
desintegraram. O ndcleo masculino passa através do tubo para a oosfera, funde-se com nucleo
do oogonio e forma o zigoto (Fig. 4 J). A oosfera desenvolve uma parede espessa, com forma

mais ou menos esférica e sem ornamentos odsporo (Fig. 4 K).

Figura 4 - Ciclo de vida de Pythium debaryanum: (A) somatica hifa, (B) zoosporangio, (C)
germinacdo e formacdo de vesiculas, (D) zodsporos maduros na vesicula; (E) a liberacdo de
zoosporos; (F) zodsporos encistados; (G) germinando zod6sporo; (H); gametangia (I) gametangia
depois da meiose; (J) entrada do nacleo masculino em oosferas; (K) a fusdo nuclear e formacao
oospérica; (L) germinando o6sporo (periplasma distinguivel). (Desenho de R. W Scheetz).
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A temperaturas em torno de 28 °C, o odsporo germina por um tubo de germinagéo e se
desenvolve em um micélio (Fig. 4 L). No entanto, a temperaturas entre 10-17° C, o tubo de
germinacgéo para de crescer quando atinge um comprimento de 5-20, seguido da migracdo do
protoplastos do odsporo através do tubo, formando uma vesicula na extremidade na qual
zoosporos desenvolvem-se (ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 1996).

Reproducgéo sexual em Oomicetos

Parede externa oogonal

|

Parede externa do
00sporo

Parede interna do
00sporo

Corpos lipidicos
no citoplasma

Tubo de
fertiliza-
cdo

Ooplasto

Parede anteridial

Tampéo

Figura 6 - Oogbnio terminal
oogonal

com anteridio  mondclino
paragino e ooplasto hialino

Figura 5 - Oogbnio terminal com
anteridio diclino anfigeno

Figura 7 - Qogbnio intercalar com
ornamentacdo amorfa, anteridio paréagino e
ooplasto granular.

Figura 8 - Oogobnio lateral com anteridio
mondclino parégino e ooplasto granular.
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Célula
anteridial
vazia

Figura 10 - Odsporo

Figura 9 - Odsporo céntrico com parede céntrico  com  ooplasto
hialino

externa papilada e ooplasto hialino

Figura 11 - Odsporo subcéntrico com  Figura 12 - Oobsporos subcéntricos
ooplasto granular dentro de oog6nio poliodsporos

Figura 13 - Odsporo subexcéntrico Figura 14 - Oogobnio poliodsporo com
com goticulas de gordura aglutinadas ooplasto excéntrico e goticulas de
gordura aglutinadas
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Figura 15 - Odbsporo subcéntrico

com parede externa terminal Figura 16 - Obsporo céntrico com
papilada e ooplasto hialino parede externa papilada e ooplasto
hialino

5.3 Metodologia para identificacdo de Pythium

5.3.1 Coleta

As amostras de agua sdo coletadas em recipientes de boca larga e de capacidade de 75
ml (frascos coletores), previamente esterilizados e com etiqueta de identificacdo. A
diversidade da micobiota em uma amostra de agua é substancialmente reduzida com o
processo de estocagem. Para diminuir este efeito, algumas iscas sdo colocadas nos frascos de
coletas, antes de ir ao campo. Deste modo, alguns fungos podem estabelecer-se nas iscas,
enquanto em transito, diminuindo a perda de zoosporos viaveis. Nas coletas de amostras de
agua, o solo da margem, precisamente da linha de &gua, ou logo abaixo desta, é resolvido
vigorosamente antes da coleta. As amostras de solo superficial séo coletadas com o auxilio de
uma espatula esterilizada, aproximadamente 20 g, em saco de poetileno, de capacidade 100g,
devidamente identificado (MILANEZ, 1970).

5.3.2 Isolamento

Dos materiais coletados, a &gua e o solo sdo retirados, em seguida colocados em placas
de Petri com agua destilada estéril e iscas de substratos celuldsicos (semente de sorgo,
epiderme de cebola e palha de milho), quitinosos (asa de cupim) e queratinosos (ecdise de

cobra e fio de cabelo). As amostras sdo incubadas a temperatura ambiente (22- 25° C), por 7
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dias. Posteriormente, sdo examinadas diariamente para observacdo da colonizacgao e producéao
das estruturas dos fungos nos substratos (MILANEZ, 1989).

Para a purificacdo e cultivo de espécies de Pythium utiliza-se 0 meio de cultura
Maltose-Peptona, MP-5 (BENEKE; ROGERS, 1962)

Maltose 49
Peptona 19
Agar 159
Agua destilada 1000 ml

E necessario dissolver e autoclavar os ingredientes a 120° C, por 20 min. Dispor em
placas de Petri ou estocar em Erlenmayer, sob refrigeragéo.

Para a identificacdo dos taxons de Pythium utiliza-se principalmente a publicacdo de
Plaats-Niterink, “Monograph of genus Pythium”, de 1981, onde o autor traz chaves de
identificacdo e a descricdo das espécies. Também utiliza-se a publica¢do de Dick, “Keys to
Pythium”, de 1990, onde o autor traz uma chave de identificacdo baseada principalmente na
biometria. No anexo do presente trabalho encontra-se uma ficha de identificacdo para Pythium
baseada na chave de identificacdo de Dick, elaborada no laboratério de Fungos Zoosporicos

da UFPI, em Teresina.

54 Género Pythium na Bacia do Guaribas

Parte das técnicas descritas de coleta, isolamento e cultura de espécies da familia
Pyhtiaceae foi empregada em dois pontos da Bacia do Guaribas. Foram isoladas duas espécies

de Pythium e duas de Pythiogeton.

Pythium spl.

O micélio é incolor, as vezes brilhante, as vezes ligeiramente amarelado ou lilas
acinzentado. As hifas sdo hialinas. O esporangio pode ser filamentoso ou mais ou menos
esférico (PLAATS-NITERINK, 1975).
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Figura 17 - Pythium spl. A-B: Oogbnio ornamentado com uma papila
contendo um Unico o6sporo.

Fonte: Autoria Prépria

Figura 18 - Pythium spl. A: Diferenciacdo de zo6sporos dentro de uma vesicula
na extremidade de um zoosporangio filamentoso. B: Oog6nio intercalar.

Fonte: Autoria Propria

5.5 Género Pythium T na Bacia do Guaribas

Formam apenas esporangios ou inchacos hifais, mas ndo produz qualquer oogbnio em
culturas simples ou dupla (PLAATS-NITERINK, 1975). O género Pythium T apresentam

esporangios toruloide.
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Figura 19 - Pythium grupo T. A-D: Zoosporéngios toruloides formados
em epiderme de cebola.

Fonte: Autoria Prépria

5.6 Género Pythiogeton na Bacia do Guaribas (Minden, Falck, Mykolog. Untersuch.
Berichte, 2(2):241, 1916).

O género Pythiogeton apresenta micélio bem desenvolvido, ramificado; apressorio
ocasionalmente formado. Zoosporangio terminal ou intercalar; esférico, assimétrico ou
busiforme; ocasionalmente proliferando; um ou mais tubos de descargas presentes. Zo0sporos
reniformes lateralmente biflagelados, formados em uma vesicula externa ao zoosporangio
apos a liberacdo, maturacdo fora da vesicula. Oogénio terminal ou intercalar; esférico ou
poligonal. Ramos anteridiais geralmente mondéclinos, frequentemente 1 por oogdnio. Odsporo
esférico, preenchendo o oogénio (SPARROW, 1960).
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Figura 20 - Pythiogeton sp 1: A-C: Zoosporangios vazios apos a
liberacdo dos zodsporos. D: Zoosporangios globoso com contetdo
protoplasmatico.

Fonte: Autoria Prépria

Pythiogeton ramosum Minden, Falck, Mykolog. Untersuch. Berichte, 2(2):238. 1916.

Colénia medindo 1 cm de diametro em semente de sorgo apds duas semanas.
Zoosporangio terminal, esférico, 20-40 um de didmetro, busiforme, 20-30 x 40-52 pum; tubo
de liberagdo tendendo a formar angulo reto com o eixo da hifa de sustentacdo do
zoosporangio, 20-155 um de comprimento; proliferacdo ndo observada. Oogonio e anteridios
ausentes.

Substrato: Semente de sorgo.
Distribuicdo geogréfica no Brasil: Amazonas, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Pernambuco e Piaui
(MILANEZ et al., 2007).
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Figura 21 - Pythiogeton ramosum. A: Zoosporangio busiforme. B-D:
Zoosporangios esféricos com tubo de liberagio em 90° com a hifa
sustentadora do zoosporangio.

Fonte: Autoria Prépria
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6 CONCLUSAO

Com base no estudo do género Pythium pode-se concluir que:

a) O género Pythium apresenta representantes fitopatogenos que acarretam prejuizos

em cultivos de interesse econdmico;

b) Das espécies do género, apenas uma, Pythium insidiosum, é parasita em mamiferos,

provocando dermatose denominada de pitiose;

c) Pesquisas com oomicetos ainda sdo escassas no Brasil, principalmente na regido
Nordeste e em especial no estado do Piaui, sendo os estudos com o grupo concentrando-se

principalmente na regido Sudeste;

d) Para a identificacdo dos taxons no género Pythium é necessario que o pesquisador

tenha dominio dos aspectos morfolégicos e terminologicos especificos do grupo;

e) A aplicacdo das técnicas de coleta, isolamento e identificacdo na Bacia do Guaribas
demonstrou haver representante do género nesses ambientes, fazendo-se necessario estudos

para o levantamento das espeécies, principalmente as de interesse econdmico.

Desta forma, a formacéo de especialista no estudo do género, em especial no estado do
Piaui, torna-se relevante a medida que o conhecimento de sua riqueza, distribuicdo e
diversidade pode contribuir para o entendimento da ecologia do grupo e o controle e manejo

de espécies vegetais acometida por representantes fitopatégenos.
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Glossario

Andrdgino: anteridio originado no pedinculo do oogbnio. Em Pythiaceae, é denominado de
mondclino.
Anteridio: gametangio masculino formado pelo ramo anteridial e pela célula anteridial.
Aplerotico: o6sporo que preenche parcialmente o espaco no interior do oogonio.
Apressorio: Estrutura formada pelo inchaco do tubo germinativo ou de uma hifa, aderindo-se
a superficie do hospedeiro.
Cariogamia: fusdo de nucleos, formando um zigoto diploide.
Celulose: principal composto quimico da parede celular dos vegetais.
Cisto (zodsporo encistado): estado de repouso do zo6sporo
Copulacéo de gametangios:
Heterogamica: fuséo de gametas moveis de tamanhos ou formas diferentes.
Oogéamica: o gameta feminino é imével e o masculino é pequeno e flagelado.
Diclino: referente ao anteridio; quando anteridio e oogbnio sdo originados em hifas
diferentes.
Dimorfico: zodsporo que apresenta dois tipos morfologicos.
Didico: fungos que apresentam micélios unissexuados ou talos sexuadamente distintos.
Diploide: diz-se do nucleo celular que possui um ndmero par de cromossomos, o dobro do
namero de gametas.
Episporo: camada principal da parede do o6sporo, determinando a sua forma.
Esporo: estrutura reprodutiva de fungos.
Endosporo: camada mais interna da parede do o6sporo, geralmente fina, sendo a Gltima a
desenvolver-se.
Exo6sporo: camada externa do o0sporo.
Flagelo: estrutura filiforme, vibratil e hialina, que permite 0 movimento dos zoGsporos.
Gametangio: estrutura produtora de gametas.
Gema: porcao distendida e delimitada de uma hifa apresentando uma espessa parede; pode
dar origem a uma nova hifa, convertendo-se em zoosporangio.
Haploide: diz-se do nucleo celular que possui h cromossomos, ou seja, a metade do ndmero
de cromossomos de um ovo fecundado.
Hifa: unidade estrutural da maioria dos fungos; filamento tubular.
Hipogino: célula anteridial dnica, delimitada no pedinculo imediatamente abaixo do

oogonio.
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Homotalico: cujo talo é sexualmente auto fecundéavel, ndo necessitando de outro talo para
reproduzir-se sexuadamente.

Meiose: reduz o nimero de cromossomos a condi¢do haploide, entre organismos compativeis.
Micélio: conjunto de hifas constituindo o corpo de um fungo.

Mondclino: referente ao anteridio; quando anteridio e oogdnio sdo originados na mesma hifa.
Em Pythiaceae, também quando o anteridio origina-se em algum ponto ao longo do
pedinculo, abaixo do septo basal do oogénio.

Mondico: que apresenta 6rgdos masculinos e femininos no mesmo talo, podendo ser
compativeis sexualmente ou ndo.

Monomorfico: zodsporo que apresenta um unico tipo morfologico.

Oogonio: gametangio feminino contendo uma ou mais oosferas.

Oosfera: gameta feminino ndo mdvel produzido no oogonio.

Ooplasto: plasma do oogbnio que envolve a oosfera.

Odsporo céntrico: cujo ooplasto é circundado inteiramente pelo citoplasma, contendo uma
ou duas camadas concéntricas de gotas de 6leo na periferia do odsporo.

Odsporo excéntrico: que possui um unico glébulo lipidico situado contiguo e opostamente
ao ooplasto no citoplasma.

Odsporo subcéntrico: cujo ooplasto € circundado parcialmente pelo citoplasma,
apresentando diferentes nimeros de camadas de gotas de 6leo em cada lado da periferia do
00sporo.

Odsporo: esporo formado pela fertilizacdo da oosfera ou por partenogénese.

Pedunculo: porcéo de hifa sustentadora do oogonio.

Plasmogamia: unido dos protoplastos (contetudo vivo de uma célula).

Plerdtico: oosporo que preenche todo o espaco no interior do oogonio.

Quitina: composto quimico que forma parte da parede celular dos fungos.

Ramo anteridial: ramo que produz a célula anteridial.

Rizoide: talo semelhante a raizes, servindo de 6rgdo de nutrigdo e fixacao.

Saprobio: organismo que se nutre absorvendo as substancias organicas que decompde.

Septo: parede que separa duas células contiguas de uma hifa.

Simpodial: sucessdo de dois ou mais eixos de uma hifa em que o eixo anterior termina em
um zoosporangio.

Talassemia: € uma doenca hereditaria autossdmica recessiva que afeta o sangue.

Talo: parte vegetativa de um fungo; micélio.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Autoss%C3%B4mica_recessiva
http://pt.wikipedia.org/wiki/Sangue

52

Torul6ide: que dé a impressao de haver sido tracado e, por tanto, com por¢des mais estreita e
mais largas.

Tubo de germinacao: hifa priméria que emerge de uma estrutura germinativa.
Zoosporangio: esporangio produtor de zo6sporos.

Zoosporo: um esporo movel produzido assexuadamente.



Projeto:

ANEXO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI — UFPI

CENTRO DE CIENCIAS DA NATUREZA - CCN
LABORATORIO DE FUNGOS ZOOSPORICOS - LFZ
FICHA DE IDENTIFICAGAO DE Pythium (ver DICK, M. W. Keys to Pythium, 1990)

Pythium

1. Homotalico
Heterotalico
2. Hifa com corpos
esféricos ou citriforme
lobados ou toruldides
simples intercalar
simples terminal
catenulados

A~ e~ o~ —
— e — — — —

Identificador: Data / /
Amostra: Substrato:
Parede com protuberancias () | Ramos anteridiais:

Parede com projegdes:
iregularmente papiladas ()
com poucas papilas ()
com papilas ramificadas ()
curvas, em forma de gancho ()
espinhosas [muitas] ()
espinhosas [poucas] ()
()

reto

as vezes envolvendo o oogdnio
ramificado

com voltas

contorcido

diémetro regular

com diémetro irregular

—~ O —~ o~ ——
—_——_—— —_—— ——
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3. Zoosporéngio ausente mamiformes coraloide
Zoosporangio presente: 6. Pedinculo envolvendo ou entrelagando-se com
esférico ou subesférico () | reto () | pedunculo )
filamentoso () | recurvado em dire¢éo a hifa ()
filamentoso inflado () | curvo em dire¢do ao anteridio () | Célula anteridial:
lobulado (L) () | didmetro irregular e recurvado () | em forma de sinoE ()
toruldide (T) () | algumas vezes dilatado () | lobulada ()
digitado () | 7. Oosporo séssil ()
digitadamente dendroide () | parede lisa () | com o apice em curto contato com o
proliferando () | parede reticulada () | oogbnioC ()
renovagao cimosa () | 8. Anteridio com o apice em largo contato com o
4. Didametro do cisto: ausente ou raramente presente () | oogbnio (B)F ()
5. Oogonio hipginoA () com contato lateral com o oogdnio (L)B
simetricamente intercalar () | diclino () ()
lateralmente intercalar () intercalgr . - () com uma curva em forma de
terminal () monoclino com origem proxima ao septo | ganchoC ()
Parede lisa () bgsal dp oogonloD. )
distancia entre a origem e o septo basal
maior que o comprimento do oogénio ()
Tabela de mensuragao
Diimetro Espessura Média
Oogdnio Oosporo Ooplasto Esporingio | P.oosporo Diametro do oogdnio:
1 pm pm pm pm pm Diametro do oosporo:
2 pm pm pm pm pm Didmetro do esporéngio:
3 pm pm pm pm pm Expessura da parede do cosporo;
4 pm pm pm pm pm Volumedo esporangio globoso: _
] pm pm pm pm pm N° de anteridio por oogonio:
b pm pm pm pm 1L Di&metro da maioria dos 0osporos:
7 pm um pm pm pm indice aplerdtico:
8 pm pm pm pm pm indice do ooplasto:
9 pm pm pm pm pm indice da parede do oosporo: _
10 pm pm pm pm pm Razdo L:B =
1" pm um pm pm um \ g
12 m m m m m —~—"A \ c
13 ﬁl‘l‘l ﬂm ﬁm Em Em \(J\/( ,\ \ ‘ :
14 pm um pm pm pm \ ( / - /|
15 pm um pm pm um / /
16 m m m m m
17 EITI Em Em Em Em i (A o \ 4
18 pm um um um pm \ A ) I )
19 pm um um pm pm WX ﬁ ' / /
20 pm um pm pm pm \\
Célula anteridial {preencher com X az imhaz L e B)
N~ de Observagoes 1] 2 4 3|6 [T &[99 |10 [ 11| 12|13 [ 14|15 |16 [17 18] 19| 20

Gf. por cogonio

L

B




