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RESUMO 

 

 

 

  A aquicultura brasileira tem crescido nos últimos anos devido ao cultivo de peixes de 

interesse comercial, como o Surubim híbrido, proveniente do cruzamento entre duas 

espécies, o surubim-cachara ou cachara (Pseudoplatystoma reticulatum ♀) e o surubim-

pintado ou pintado (Pseudoplatystoma corruscans ♂), conhecido como híbrido fértil. O 

sucesso da aquicultura depende vários aspectos, dentre eles, os aspectos sanitários como 

profilaxia, diagnóstico e terapêutica; no entanto,  tais práticas de sanidade raramente são 

adotadas pelos criadores de peixes, devido a crescente demanda, tanto do mercado interno 

como externo e isso tem favorecido o surgimento de algumas enfermidades parasitárias. As 

doenças parasitárias são consideradas as principais causas das altas taxas de mortalidade de 

peixes. Os parasitas frequentemente identificados nestes peixes são os do filo Myxozoa 

(Mixosporídeos), dentre eles os gêneros Henneguya sp. e Myxobolus sp. A identificação dos 

parasitas presentes nas criações de peixes contribui para criar novas técnicas de manejo 

visando à melhoria dos indicadores sanitários. A piscicultura do Centro-Oeste é uma das 

mais importantes do Brasil. No entanto, existem poucos estudos de identificação de parasitas 

nestas criações. O presente estudo propõe caracterizar através de técnicas moleculares, os 

parasitas isolados de peixes durante a fase inicial de criação do Estado do Mato Grosso do 

Sul (MS). Foram avaliadas amostras de Surubim híbrido do MS durante sua fase inicial de 

criação, primeiramente macro/microscopicamente, sendo que os que se apresentaram 

positivos, demonstrando lesões císticas da presença dos parasitas, foram encaminhados para 

análises moleculares através da Reaction Polimerase Chain (Reação em Cadeia da 

Polimerase – PCR), e através desta técnica sensível de detecção foi possível comprovar a 

presença e espécie dos parasitas que estavam acometendo as criações de peixes do estado. 

Este estudo vai ajudar a estabelecer novas técnicas de gestão, contribuindo na redução de 

doenças parasitárias em criações de peixes e, consequentemente, na redução da mortalidade 

destes animais. 
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ABSTRACT 

 

 

 

 Brazilian fish farms have grown in recent years due to the farming of  fish of commercial 

interest, such as hybrid catfish derived from a cross between two species, (Pseudoplatystoma 

reticulatum ♀ and Pseudoplatystoma corruscans ♂), known as fertile hybrid. The fish farmers 

employ inadequate sanitations practices, which favor the emergence of parasitic diseases. 

These are considered the main causes of the high mortality rates of fish. The parasites 

frequently identified in these fish are from the Myxosporean family, among them Henneguya 

and Myxobolus genera. The identification of parasites present in fish farming contributes to 

the creation of new management techniques aimed at improving health indicators. Fish 

farming in the Midwest is one of the most important in Brazil. However, there are few studies 

that identify parasites in  these farms. This study aimed to characterize through molecular 

techniques parasites isolated from farmed fish in Mato Grosso do Sul. This study will help to 

establish new management techniques, contributing to  the reduction of parasitic diseases in 

fish farms and consequently, the reduction of mortality in these animals. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 A aquicultura no Brasil teve um avanço significativo nos últimos anos, devido ao cultivo 

de peixes de interesse comercial, como é o caso do surubim híbrido, híbridos férteis 

provenientes do cruzamento artificial de duas espécies distintas, o surubim-cachara ou 

cachara (Pseudoplatystoma reticulatum ♀) e o surubim-pintado ou pintado (Pseudoplatystoma 

corruscans ♂) (Ishikawa et al., 2011). Estes peixes são considerados nobres e agregam grande 

valor comercial graças às características organolépticas da carne, como pouca presença de 

espinhos e carne suculenta (Crepaldi et al., 2006). Contudo, devido à forma de cultivo 

visando apenas à alta produtividade e a produção em larga escala, questões sanitárias passam 

a ter destaque nestas criações.  

 As enfermidades parasitárias são frequentes e causam alta mortalidade de peixes e 

consequentemente, prejuízos econômicos aos produtores. Dentre os parasitas encontrados na 

criação de peixes estão os Mixosporídeos, dentre eles Henneguya sp. e Myxobolus sp., 

presentes geralmente nos órgãos internos, brânquias e superfície corporal (Adriano et al., 

2002). Estes parasitas quando em desequilíbrio com o hospedeiro podem causar sérios danos, 

como hemorragias, lesões cutâneas e focos inflamatórios nas brânquias e superfície corporal, 

os quais ocorrem devido aos fatores intrínsecos da atividade, principalmente de aspectos 

sanitários como profilaxia, diagnóstico e terapêutica, que na maioria das vezes não são 

respeitados (Luque, 2004a; Pavanelli et al., 2008).  

 No Estado do Mato Grosso do Sul ainda são escassos os estudos de identificação dos 

parasitas presentes nas criações de peixes, especialmente dos gêneros propostos. Atualmente 

os parasitas são identificados por técnicas morfológicas em exames realizados a fresco através 

de microscopia óptica e por análises macroscópicas de fragmentos dos diferentes órgãos 

acometidos, como rim, baço e fígado (Lom e Arthur, 1989). No entanto, estes métodos não 

conseguem classificar as espécies dos parasitas, devido à alta similaridade que os 

Mixosporídeos partilham, sendo necessário o uso conjunto de técnicas moleculares para 

auxiliar na identificação dos mesmos (Molnár et al., 2002). 

 Com base nesta problemática, este trabalho teve como objetivo caracterizar os parasitas 

isolados de surubins em fase inicial de criações do Estado do Mato Grosso do Sul (MS). 

Acredita-se que a caracterização molecular dos parasitas, contribuirá com a identificação das 

espécies que acometem os peixes híbridos do MS, além de servir para traçar medidas 
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sanitárias e técnicas de manejo mais adequadas, auxiliando assim em melhores rendimentos 

nesta produção e na economia da região. 

 

 

2. OBJETIVO 

 

2.1. Objetivo Geral 

 

 Identificação molecular de Mixosporídeos isolados de criadouros comerciais de peixes 

em fase inicial de criação localizados no estado do Mato Grosso do Sul (MS). 

 

 

2.2. Objetivos Específicos 

 

 Extrair o DNA genômico dos Mixosporídeos. 

 Desenhar oligonucleotídeos iniciadores específicos para o DNA ribossomal (rDNA) dos 

Mixosporídeos. 

 Amplificar o rDNA dos parasitas através da técnica da Reação em Cadeia da Polimerase 

(PCR). 

  

 

3. HIPÓTESE 

 

 Comprovar com análises moleculares a presença do parasita Henneguya sp. isolado de 

peixes em fase inicial de criação do Estado do Mato Grosso do Sul.  

 

 

4. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 Atualmente o Brasil é considerado um dos países com a mais rica fauna de peixes de 

água doce, despertando assim um grande potencial na aquicultura (Buckup et al., 2007). Este 

fato deve-se ao país apresentar características favoráveis para o cultivo como disponibilidade 

de recursos hídricos, clima favorável, mão-de-obra abundante, geração e difusão de 
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tecnologias, disponibilidade de insumos e crescente demanda por pescado no mercado interno 

(Kubitza et al., 2007).  

 A aquicultura é um setor da agropecuária brasileira que está em constante crescimento, 

pois vem desempenhando um papel respeitável sob a economia do país, sendo assim 

considerado como um mercado estratégico no desenvolvimento sustentável por representar 

uma fonte proteica saudável na alimentação humana (Woo, 2006). 

 No Estado do Mato Grosso do Sul o cultivo de peixes tem sido uma das perspectivas de 

expansão agropecuária no estado, graças à pesca de algumas espécies com grande potencial 

no mercado, como é o caso do surubim híbrido, o qual se destaca na produção intensiva por 

apresentar crescimento rápido, potencial para exploração industrial, domesticação facilitada e 

padrão exigido para exportação (Rotta, 2003). 

 Surubim, é o nome popular dado as espécies de Pseudoplatystoma sp., um peixe da 

família Pimelodidae, encontrado nas principais bacias hidrográficas sul-americanas e do 

estado do Mato Grosso do Sul. Esta família compreende oito espécies, dentre elas o surubim-

cachara ou cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) e o surubim-pintado ou pintado 

(Pseudoplatystoma corruscans), estes quando cruzados dão origem a um híbrido fértil, 

chamado de surubim-híbrido (Pseudoplatystoma reticulatum ♀ x Pseudoplatystoma 

corruscans ♂), conhecido popularmente como ponto e vírgula (Ishikawa et al., 2011). 

Esses peixes de água doce são considerados nobres e apreciados tanto no mercado 

nacional, quanto internacional, por apresentarem propriedades organolépticas excelentes, 

como carne saborosa, coloração clara, textura firme, baixo teor de gordura e ausência de 

espinhos intramusculares, agregando assim um alto valor econômico e características 

zootécnicas desejáveis, o que asseguram grande aceitação na sua comercialização, 

despertando assim o interesse dos criadores de peixes (Crepaldi et al., 2006). Por serem 

provenientes de ambientes naturais e artificiais, estes são passivos de serem infectados por 

espécies de parasitas protozoários que podem ser encontrados nas superfícies do corpo ou nos 

órgãos internos (Pavanelli et al., 2002). 

 Estes peixes são híbridos férteis, originados do cruzamento de indivíduos ou grupos 

geneticamente diferenciados, tanto entre linhagens de uma mesma espécie, quanto de espécies 

diferentes (Bartley et al., 2001). O cruzamento genético destes peixes tem o intuito de 

agregar, as características que são desejáveis de espécies ou linhagens distintas dentro de um 

mesmo grupo genético, apresentando superioridade para as características de interesse 

(Resende et al., 2010). Dessa forma, os híbridos são considerados comercialmente vantajosos 
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e normalmente apresentam resistência a doenças e capacidade de tolerar variações ambientais, 

além de ótima qualidade da carne e da taxa de crescimento (Toledo-Filho et al., 1998). 

 No entanto, apesar das vantagens e dos valores agregados destes híbridos, o cultivo 

intensivo dos mesmos, devido a grande demanda do mercado interno e externo, tem 

favorecido o surgimento de enfermidades parasitárias, que podem comprometer ou até mesmo 

inviabilizar economicamente a criação, causando assim sérios prejuízos para os criadores 

(Dias et al., 2004). Portanto, o sucesso da aquicultura depende de aspectos sanitários como 

profilaxia, diagnóstico e terapêutica (Luque, 2004a; Pavanelli et al., 2008). Entretanto, dados 

sobre a epidemiologia na cadeia produtiva destes peixes ainda são escassos para a maioria das 

espécies cultivadas, o que dificulta a implementação de técnicas de manejo e de cultivo que 

possam reduzir a necessidade de intervenção sanitária para o controle de doenças. 

 Neste contexto, os protozoários do filo Myxozoa (Mixosporídeos), endoparasitas 

frequentemente encontrados em órgãos de peixes marinhos e de água doce, são considerados 

como os principais responsáveis por perdas econômicas na criação de peixes (Pavanelli et al., 

2008). 

Os Mixosporídeos compreendem dois principais gêneros causadores de doenças em 

peixes, o Henneguya sp. que compreende cerca de 32 espécies descritas na América do Sul e 

o Myxobolus sp. com aproximadamente 18 espécies em peixes de água doce (Adriano et al., 

2002). Os Myxobolus são parasitas que apresentam esporos arredondados, providos de duas 

cápsulas polares alongadas. Já os pertencentes ao gênero Henneguya possuem esporos 

alongados e dois filamentos polares longos que formam seus cistos preferencialmente nos 

filamentos e arcos branquiais (Martins, 1997; Eiras, 2002). Podem ser tanto parasitas 

histozóicos (intercelulares, intracelulares ou de luz de vasos) ou celozóicos (na cavidade dos 

órgãos, flutuando ou ligados à superfície epitelial interna dos mesmos), além de serem 

estenoxeno (ou seja, atacam apenas uma única espécie, porém podem albergar dezenas de 

espécies de Mixosporídeos) (Eiras et al., 2006).  

Sendo assim, estes podem ser identificados através da presença de cistos subcutâneos 

que são visíveis a olho nu, pois ocasionalmente podem provocar algumas deformações na 

superfície corporal, ou pelos cistos presentes nos órgãos internos, como na brânquia, fígado, 

baço e rim, conferindo assim um aspecto granular ao mesmo, ou produzindo manchas 

esbranquiçadas em sua superfície (Thatcher & Brites-Neto, 1994). 

O ciclo de vida do gênero Henneguya ainda é desconhecido, no entanto sabe-se que são 

semelhantes à oligoquetas e atuam como hospedeiros intermediários; apresentando também as 
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fases de actinosporo que penetram ativamente no epitélio branquial, dando início assim à 

formação dos plasmódios, que se desenvolvem até formarem os cistos macroscópicos (nos 

plasmódios existem células que vão se relacionar com as células do hospedeiro, absorvendo 

os nutrientes para o desenvolvimento dos esporos); por fim quando maduros, os cistos se 

rompem e liberam os esporos na água que darão continuidade ao ciclo de vida do parasita 

(Ishikawa et al., 2012).  

A forma infectante dos oligoquetas refere-se aos esporos que serão liberados a partir dos 

cistos maduros que irão se romper dentro dos peixes; por outro lado, para os peixes, a forma 

infectante são os actinosporos que serão liberados pelos oligoquetas (Ishikawa et al., 2012). 

A presença destes parasitas pode causar sérios danos ao hospedeiro, como hemorragias, 

lesões cutâneas, focos inflamatórios nas brânquias e superfície corporal, redução da eficiência 

respiratória e alterações comportamentais, dependendo do órgão parasitado (Martins et al., 

1997). Em alguns casos mais graves podem resultar em uma doença chamada Mixosporidíase, 

causada pelos diferentes gêneros de Mixosporídeos, sendo que o gênero Henneguya tem 

demonstrado um maior impacto sobre as condições de saúde desses peixes, sendo 

considerados com maior frequência nos monitoramentos sanitários (Ishikawa et al., 2012).  

A transmissão do Henneguya ocorre somente quando a forma infectante do parasita 

entra em contato com o peixe, isso pode ocorrer em ambientes de criação que apresente como 

fonte de infecção os hospedeiros intermediários, ou até mesmo em situações onde os peixes 

entram em contato com água que esteja contaminada com a forma infectante do parasita 

(Ishikawa et al., 2012). Portanto, é importante que estudos de caracterização do perfil 

parasitológico dessas espécies sejam realizados, uma vez que contribuem para o 

monitoramento sanitário e para o controle da disseminação dos parasitas que geram 

desequilíbrio nos ecossistemas aquáticos (Luque, 2004b). 

  A classificação e identificação dos Mixosporídeos são baseadas em características 

morfológicas dos esporos como o formato, tamanho e dimensões, bem como na 

especificidade do hospedeiro, órgãos e/ou tecidos de infecção (Lom e Arthur, 1989). Contudo, 

a partir do final do século XX, análises moleculares tornaram-se uma importante ferramenta 

no estudo de parasitas do filo Myxozoa, uma vez que a apenas métodos morfológicos dificulta 

a classificação, devido à alta similaridade morfológica que partilham. Desta forma, o uso 

conjunto de técnicas moleculares aumenta a qualidade e confiabilidade dos resultados, 

tornando-se uma ferramenta útil em estudos que visam traçar o perfil sanitário da criação de 

peixes (Molnár et al., 2002).  
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 As técnicas de biologia molecular além de serem usadas nos estudos taxonômicos de 

Mixosporídeos (Adriano et al., 2009; Adriano et al., 2012), são úteis na elucidação do ciclo de 

vida (Atkinson e Bartholomew, 2009) e no estudo de hipóteses filogenéticas. O estudo 

conjunto de técnicas morfológicas e moleculares é capaz de propor a determinação 

taxonômica, a qual é essencial para chegar às generalizações e conclusões sobre a ecologia, 

patogenicidade e epidemiologia destes parasitas (Carriero, 2011).    

 Várias são as técnicas de biologia molecular que tem sido utilizada no diagnóstico de 

doenças e na caracterização molecular de parasitas, dentre elas, destaca-se a Polimerase Chain 

Reaction (Reação em Cadeia da Polimerase - PCR), um método sensível na detecção de 

agentes infecciosos e parasitários (Figueiredo; Leal, 2008). A PCR possibilita a amplificação 

de sequências do ácido desoxirribonucleico (DNA) que estejam presentes em misturas 

complexas e permite obtenção de quantidades de DNA suficientes para sequenciamento e 

análises sobre a diversidade genética de populações (Oliveira et al., 2007). A extração e 

purificação de ácidos nucléicos a partir de diversas amostras experimentais (parasitas, 

bactérias, fungos, tecidos vegetais e tecidos animais) é uma etapa fundamental para obter 

sucesso na amplificação do DNA (Oliveira et al., 2007).  

 Considerando a importância da criação de surubim híbrido para o estado do Mato 

Grosso do Sul e, contrariamente a este fato, a falta de estudos sanitários destes peixes, este 

trabalho teve como objetivo identificar Mixosporídeos isolados de criadouros comerciais de 

peixes em fase inicial de criação do estado do Mato Grosso do Sul (MS) através da técnica de 

PCR no intuito de complementar os dados morfológicos e traçar o perfil parasitológico desses 

parasitas. Acredita-se que estes resultados irão auxiliar no controle e profilaxia dos mesmos, 

resultando em melhorias econômicas para a produção de alevinos no MS.  

 

 

5. MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.1. Obtenção dos parasitas 

 

 Os parasitas foram obtidos de uma unidade produtora de alevinos de surubim híbrido da 

empresa Mar & Terra, localizada no município de Bandeirantes, estado de Mato Grosso do 

Sul, Brasil. Os parasitas avaliados foram adquiridos através da retirada dos arcos branquiais 

dos peixes que macroscopicamente apresentaram lesões indicativas da infestação cística e/ou 
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positivos na microscopia óptica realizada in loco do muco do tegumento ou branquial. Para 

observação dos arcos branquiais, os mesmos foram cuidadosamente removidos, separados e 

acondicionados entre lâmina e lamínula mais solução salina 0,65%. As lâminas que 

apresentaram resultado positivo para a presença de parasita foram submetidas às análises 

moleculares. 

 

 

5.2. Desenho de Oligonucleotídeos iniciadores 

 

Com base em informações depositadas no GenBank, foram selecionadas sequências 

específicas do RNA ribossomal (rRNA) 18S de Henneguya. As sequências foram alinhadas 

através de ferramentas da bioinformática, com o programa ClustalX que realiza um 

alinhamento global entre as mesmas, para identificar as regiões conservadas. Por fim, com o 

auxílio do programa, Vector NTI
®
 11.0 foram desenhados oligonucleotídeos iniciadores 

específicos para a região rDNA, tendo como base as regiões conservadas identificadas no 

alinhamento. 

 

 

5.3. Extração e Purificação de DNA genômico 

 

 Os parasitas isolados dos surubins híbridos foram submetidos a cinco protocolos 

distintos de extração de DNA, com o intuito de comparar a eficiência destes na obtenção de 

DNA genômico dos parasitas: 1) protocolo utilizando brometo de hexadeciltrimetilamônio 

(CTAB), segundo o descrito por Hallett, et al., (2001); 2) protocolo utilizando partículas de 

sílica, baseado no trabalho de Boom, et al., (1990); 3) protocolo utilizando Fenol-Clorofórmio 

modificado, baseado no trabalho de Bardakci e Skibinski, (1994); 4) protocolo utilizando uma 

solução de precipitação proteica, segundo Crispim, et al., (2010); 5) Kit de extração DNeasy 

Blood & Tissue Kit, (QIAGEN). Para isso foram utilizadas 20 mg de órgãos (brânquia, 

fígado, rim e baço) dos peixes contendo o parasita ou o próprio cisto do parasita isolado. As 

amostras foram maceradas com 200 µL de TE (1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCL pH 8,0) em 

um tubo eppendorf de 1,5 mL e com o auxílio de um palito de madeira, com exceção do 

protocolo de Fenol-Clorofórmio, onde as amostras foram maceradas com nitrogênio liquido. 
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Todos os sedimentos obtidos foram suspensos em 30 µL de TE e estocados a -20ºC para 

posterior análise molecular. Os protocolos testados estão descritos a seguir:  

 

 

1) Protocolo utilizando Brometo de Hexadeciltrimetilamônio (CTAB) 

 As amostras de parasitas foram submetidas à lavagem durante 48 horas em Tris-EDTA 

(1 M), posteriormente foi adicionado Proteinase K (20 mg mL
-1

) e incubado a 37 ºC por 1 

hora. Em seguida foi acrescentado NaCl (5 M) e CTAB (1 %), incubado a 65 ºC por 10 min. 

Após foi adicionado Fenol/Clorofórmio (100 %) e centrifugado por 10 min a 14.000 rpm. A 

fase aquosa foi transferida para outro tubo e adicionado Isopropanol frio (100 %), 

centrifugado e desprezado o sobrenadante. O pellet foi lavado com Etanol Gelado (70 %), 

centrifugado, ressuspendido em Água Milli-Q estéril e armazenado a - 20 ºC até sua 

utilização. 

 

 

2) Protocolo utilizando Partículas de Sílica modificado 

 Na amostra dos parasitas foram adicionados Sílica, Tampão L6 (Isotiocianato de 

Guanidina 98 %, Triton 100 ×, EDTA 0,5 M e Tris-HCl 0,1 M), e submetidos à centrifugação. 

O sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com o Tampão L2 (Isotiocianato de 

Guanidina 98 % e Tris-HCl 0,1 M), centrifugado e descartado o sobrenadante (repetiu o 

procedimento). O pellet foi lavado com Etanol Gelado (70 %), centrifugado e descartado o 

sobrenadante (repetiu o procedimento), seguido de uma lavagem com Acetona Gelada (100 

%), centrifugado e descartado o sobrenadante. Foi adicionado Água Ultrapura, incubado a 56 

ºC por 15 min., centrifugado e coletado o sobrenadante, e incubado a 45 ºC por 15 min. e 

armazenado a – 20 ºC. 

  

 

3) Protocolo utilizando Fenol-Clorofórmio modificado 

 Os parasitas foram macerados com Nitrogênio Líquido e acrescidos de Tampão de 

Extração (Tris-HCl 1 M, EDTA 0,5 M, NaCl 5 M, Dodecil Sulfato de Sódio 5 M), Proteinase 

K (20 mg mL
-1

) e incubado a 60 ºC por 2 h. Posteriormente foi adicionado NaCl (5 M), 

centrifugado e o sobrenadante foi transferido para outro tubo e  adicionado Etanol Absoluto e 
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incubado à - 20 ºC por 2 h. Em seguida foi centrifugado, o pellet lavado com Etanol (70 %), 

eluido em  Tris-EDTA (1 M) e armazenado a - 20 ºC até a sua utilização. 

 

 

4) Protocolo utilizando Solução de Precipitação Proteica 

 Foram adicionados à amostra dos parasitas Proteinase K (20 mg mL
-1

),  Dodecil Sulfato 

de Sódio (20 %) e incubado a 60 ºC por 90 min. Posteriormente foram adicionados 

Fenol/Clorofórmio (100 %), Solução de Precipitação Proteica (Acetato de Potássio 5 M e 

Ácido Acético Glacial 99,5 %), centrifugado e transferido a fase aquosa para outro tubo onde 

foram adicionados Etanol Absoluto,  centrifugado e desprezado o sobrenadante. O pellet foi 

lavado com Etanol (70 %), eluído em Tris-EDTA (1 M) e armazenado a - 20 ºC. 

 

 

5) Kit de Extração DNeasy Blood & Tissue Kit 

 Esse protocolo foi realizado conforme instruções do fabricante (QIAGEN). 

 

 

5.4. Amplificação do rDNA dos Mixosporídeos através da Reação em Cadeia da 

Polimerase (PCR) 

 

O DNA genômico dos parasitas foi amplificado através da Reação em cadeia da 

Polimerase (PCR), com o auxílio da enzima Taq DNA Polimerase (Sigma). As reações de 

PCR foram realizadas nas seguintes condições: 2 U de DNA Taq polimerase (Sigma), 50 

pmol de cada oligonucleotídeo iniciador, 200 µM de cada dNTP, 1 × tampão de reação, 1,5 

mM MgCl2 e 10-50 ng de DNA. As reações de amplificação foram conduzidas no 

termociclador (Mastercycler Gradient, Eppendorf), com as seguintes condições de ciclagem: 

desnaturação inicial a 95 ºC por 5 min., seguida de 35 ciclos de amplificação com 

desnaturação a 95 ºC durante 1 min., anelamento dos oligonucleotídeos iniciadores no 

gradiente de temperatura de 50 ºC, 55,5 ºC, 60,8 ºC, 63,5 ºC e 66 ºC por 1 min., e extensão a 

72 º C por 1 min., seguida de uma extensão final a 72 ºC por 7 min. Posteriormente os 

produtos amplificados foram analisados em gel de agarose a 1 % corado com GelRed 

(Uniscience), juntamente com um padrão de peso molecular (100 bp, Gibco BRL, Sydney). 
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6.     RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 Foram realizadas três coletas de surubim híbrido de criação, disponibilizados pela 

empresa Mar & Terra, localizada no município de Bandeirantes, Mato Grosso do Sul, como 

ilustrado na Figura 1.  

 

 

Figura 1 - Mapa ilustrativo da região de Bandeirantes (seta verde) e da região de Dourados (seta 

vermelha) 

  

 Os peixes adquiridos foram então analisados, sendo o diagnóstico feito principalmente 

por meio da identificação macroscópica do esporo do parasita no tecido do órgão alvo (rim, 

fígado, baço e principalmente brânquia), por apresentarem lesões indicativas da infecção 

cística (Figura 2).  
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Figura 2 – a) Coleta de Juvenil de surubim híbrido b) Análise macroscópica da brânquia de Surubim, 

para identificar a presença ou não de cistos de Mixosporídeos, como indicado pela seta vermelha. 

 

 Posteriormente estes foram submetidos a análises de lâminas com raspagens a partir da 

mucosa do tegumento e branquial, realizados a fresco e coradas com Giemsa, visualizadas sob 

microscopia óptica (Figura 3).  

 As análises anatopatológicas realizadas sugerem que Mixosporídeos pertencentes ao 

gênero Henneguya estavam presentes nas brânquias e demais órgãos internos de alguns 

surubins, porém não foram feitas análises quantitativas desses parasitas. 

  

 

Figura 3 - Henneguya sp. parasita de brânquias de surubim híbrido. Henneguya corruscans observada em 

microscopia óptica no exame a fresco (a), com esporo em posição frontal (a – seta preta) e posição lateral 

(a – seta branca), e corado com Giemsa (b). H. pseudoplatystoma observada em microscopia óptica no 

exame a fresco (c), com esporo em posição frontal (c – seta preta) e posição lateral (c – seta branca), e 

corado com Giemsa (d). Barra= 10 μm 
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 De acordo com Pádua et al., 2012 os principais patógenos diagnosticados à campo em 

alevinos de surubim híbrido são os parasitas, juntamente com bactérias. Neste estudo foi 

observado a presença de parasitas nos peixes analisados, sendo que o raspado do tegumento e 

branquial sugere ser do gênero Henneguya.  

 Após as análises macro e microscópicas, as amostras positivas tiveram seus órgãos e 

cistos coletados e estocados a - 20 ºC para posteriormente serem submetidas à caracterização 

molecular.  

 Através das análises de bioinformática foram selecionadas sequências conservadas dos 

Mixosporídeos e submetidas ao desenho de oligonucleotídeos iniciadores específicos para o 

DNA ribossomal 18S (Tabela 1).  

 

Tabela 1 – Oligonucleotídeos iniciadores utilizados para amplificação do gene 18S rRNA 

de Henneguya. 

Espécie Nome do Oligonucleotídeo 

Iniciador 

Sequência do Primer 

 

Henneguya sp. 

 

NEM 18SF Forward 5` CGCGAATRGCTCATTACAACAGC 3` 

NEM 18SR Reverse 5` GGGCGGTATCTGATCGCC 3` 

 

 A extração de DNA foi realizada com vários protocolos no intuito de padronizar um 

protocolo que apresentasse melhor custo-benefício, por este motivo foram testados 4 

diferentes protocolos, no entanto, apenas o protocolo de Fenol-Clorofórmio modificado 

apresentou uma leve banda visualizada no gel de agarose a 1% corado com GelRed 

(Uniscience) (Figura 4). Porém a amplificação por PCR deste DNA não foi relevante, 

possivelmente devido ao fato do parasita estar inserido na brânquia do hospedeiro e a extração 

ter sido realizada através do conjunto (brânquia-parasita). Desta forma, acredita-se que o 

DNA extraído talvez possa ser do Surubim. 

 Hallet et al., 2001 afirma que através do protocolo utilizando o brometo de 

hexadeciltrimetilamônio (CTAB) foi possível realizar a extração de DNA do  Henneguya. 

Porém, quando testamos este protocolo não obtivemos DNA extraído. Já os demais protocolos 

testados não eram específicos para a extração de ácidos nucleicos de Henneguya, porém 

foram testados a fim de tentar padronizar um protocolo alternativo, porém não obtivemos 

sucesso. 
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Figura 4 - Resultado da eletroforese em gel de agarose 1% corado com GelRed (Uniscience) do DNA 

genômico extraído com os quatro protocolos testados. Coluna 1: marcador de peso molecular Ladder 100 

pb (Sigma); coluna 2: protocolo CTAB; coluna 3: protocolo solução proteica; coluna 4: protocolo com 

partículas de sílica - modificado; coluna 5: protocolo Fenol-Clorofórmio – modificado. O círculo vermelho 

na coluna 5 demonstra o DNA genômico de Henneguya. 

 

 A partir dos resultados ineficientes obtidos com os protocolos de extração de DNA 

genômico testados, fez-se necessário a obtenção do Kit de extração DNeasy Blood & Tissue 

Kit, (QIAGEN). Este kit possibilitou extrair DNA genômico do Henneguya com concentração 

e pureza satisfatória, conforme pode ser observado na Figura 5.  

 O kit Wizard® Genomic DNA Purification kit (Promega, Madison, WI, USA) também 

é muito utilizado na extração de DNA de Henneguya como citado por Adriano et al., 2012, 

que descreveram a extração e purificação do DNA genômico de Henneguya 

multiplasmodialis. 
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Figura 5 - Resultado da eletroforese em gel de agarose 1% corado com GelRed (Uniscience) do DNA 

genômico extraído com kit comercial. coluna 1: marcador de peso molecular Ladder 100 pb (Sigma); 

coluna 2: o DNA genômico de Henneguya. O círculo vermelho na Coluna 2 demonstra o DNA genômico de 

Henneguya. 

 

 Para a padronização da técnica de PCR com o DNA extraído pelo Kit comercial, as 

condições foram otimizadas e foi observada a amplificação do DNA ribossomal de 

Henneguya, sendo que a temperatura de anelamento de 66ºC apresentou uma melhor 

concentração de produto amplificado. 

 A Figura 6 demonstra o resultado da amplificação do rDNA de Henneguya, o qual 

poderá ser utilizado em estudos futuros de sequenciamento e posterior análise filogenética 

para determinar a espécie do parasita. 
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Figura 6 - Resultado da eletroforese em gel de agarose 1% corado com GelRed (Uniscience) do DNA 

genômico amplificado pela técnica da PCR. coluna 1: marcador de peso molecular Ladder 100 pb 

(Sigma); coluna 2: controle negativo; coluna 3: PCR de Henneguya a 66ºC. O círculo vermelho na coluna 

3 representa a amplificação do DNA genômico de Henneguya. 

 

Martins (1997) descreve a necessidade demais estudos voltados a aquicultura e a 

criação de peixes, buscando avaliar as condições sanitárias no ambiente onde os peixes estão 

inseridos, no intuito de diminuir os impactos causados pelos patógenos. Nosso trabalho 

buscou padronizar técnicas moleculares que possam ser aplicadas ao estudo de identificação e 

caracterização de parasitas isolados das criações de peixes aqui do Estado do Mato Grosso do 

Sul. Acreditamos que este estudo, além de gerar conhecimento científico através de 

publicações científicas, irá contribuir para a melhoria dos indicadores sanitários das criações 

de peixes da região, gerando aumento da produção e maiores lucros aos criadores. 

 

 

7.  CONCLUSÃO 

 

 O presente estudo permite concluir que a extração de DNA utilizado o Kit DNeasy 

Blood & Tissue Kit (QIAGEN) apresentou bons resultados, o que possibilitou a amplificação 

do rDNA dos parasitas Henneguya sp. isolados de surubim híbrido na sua fase inicial de 

criação em criadores do MS.  
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 A amplificação por PCR do DNA ribossomal do parasita utilizando os 

oligonucleotídeos iniciadores Nem 18F e NEM 18S foi realizado com sucesso, sendo mais 

eficiente na temperatura de anelamento a 66ºC; e estes resultados permitem comprovar a 

identidade dos parasitas do gênero Henneguya.  

 Nosso trabalho buscou padronizar técnicas moleculares que possam ser aplicadas ao 

estudo de identificação e caracterização de parasitas isolados das criações de peixes aqui do 

Estado do Mato Grosso do Sul.  

  Acreditamos que este estudo, além de gerar conhecimento científico através de 

publicações científicas, irá contribuir para a melhoria dos indicadores sanitários nas criações 

de peixes da região, gerando aumento da produção e maiores lucros aos criadores. 

 

 

8. PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

 O material amplificado na PCR será utilizado para o sequenciamento de DNA. Os 

resultados obtidos no sequenciamento possibilitarão avaliar a similaridade genética bem como 

identificar a espécie dos parasitas, uma vez que o DNA ribossomal é conservado entre as 

espécies e possibilita medir distâncias filogenéticas entre os organismos. Por fim, a 

identificação destes parasitas isolados dos peixes de criadouros comerciais do estado do Mato 

Grosso do Sul servirá de base para que medidas sanitárias possam ser criadas e dirigidas às 

espécies de parasitas circulantes, contribuindo para melhorias nos indicadores sanitários das 

criações de peixes do estado. 
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