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RESUMO

A aquicultura brasileira tem crescido nos ultimos anos devido ao cultivo de peixes de
interesse comercial, como o Surubim hibrido, proveniente do cruzamento entre duas
espécies, 0 surubim-cachara ou cachara (Pseudoplatystoma reticulatum %) e o surubim-
pintado ou pintado (Pseudoplatystoma corruscans &), conhecido como hibrido fértil. O
sucesso da aquicultura depende varios aspectos, dentre eles, 0s aspectos sanitarios como
profilaxia, diagnostico e terapéutica; no entanto, tais praticas de sanidade raramente séo
adotadas pelos criadores de peixes, devido a crescente demanda, tanto do mercado interno
como externo e isso tem favorecido o surgimento de algumas enfermidades parasitérias. As
doencas parasitarias sdo consideradas as principais causas das altas taxas de mortalidade de
peixes. Os parasitas frequentemente identificados nestes peixes sdo os do filo Myxozoa
(Mixosporideos), dentre eles os géneros Henneguya sp. e Myxobolus sp. A identificacdo dos
parasitas presentes nas criacOes de peixes contribui para criar novas técnicas de manejo
visando a melhoria dos indicadores sanitarios. A piscicultura do Centro-Oeste € uma das
mais importantes do Brasil. No entanto, existem poucos estudos de identificacdo de parasitas
nestas criacOes. O presente estudo propde caracterizar através de técnicas moleculares, 0s
parasitas isolados de peixes durante a fase inicial de criacdo do Estado do Mato Grosso do
Sul (MS). Foram avaliadas amostras de Surubim hibrido do MS durante sua fase inicial de
criacdo, primeiramente macro/microscopicamente, sendo que 0S que Se apresentaram
positivos, demonstrando lesdes cisticas da presenca dos parasitas, foram encaminhados para
analises moleculares através da Reaction Polimerase Chain (Reacdo em Cadeia da
Polimerase — PCR), e através desta técnica sensivel de deteccdo foi possivel comprovar a
presenca e espécie dos parasitas que estavam acometendo as criagdes de peixes do estado.
Este estudo vai ajudar a estabelecer novas técnicas de gestdo, contribuindo na reducdo de
doencas parasitarias em criagcdes de peixes e, consequentemente, na reducdo da mortalidade

destes animais.

Palavras-Chaves: Sanidade de peixes; Henneguya sp.; PCR.



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 J'), 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.

Keywords: Fish; Health; Henneguya sp.; PCR.
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1. INTRODUCAO

A aquicultura no Brasil teve um avanco significativo nos ultimos anos, devido ao cultivo
de peixes de interesse comercial, como € o caso do surubim hibrido, hibridos férteis
provenientes do cruzamento artificial de duas espécies distintas, o surubim-cachara ou
cachara (Pseudoplatystoma reticulatum 9) e o surubim-pintado ou pintado (Pseudoplatystoma
corruscans ) (Ishikawa et al., 2011). Estes peixes sdo considerados nobres e agregam grande
valor comercial gracas as caracteristicas organolépticas da carne, como pouca presenca de
espinhos e carne suculenta (Crepaldi et al., 2006). Contudo, devido a forma de cultivo
visando apenas a alta produtividade e a producdo em larga escala, questes sanitarias passam
a ter destaque nestas criagoes.

As enfermidades parasitarias s@o frequentes e causam alta mortalidade de peixes e
consequentemente, prejuizos econdmicos aos produtores. Dentre 0s parasitas encontrados na
criacdo de peixes estdo os Mixosporideos, dentre eles Henneguya sp. e Myxobolus sp.,
presentes geralmente nos 0rgdos internos, branquias e superficie corporal (Adriano et al.,
2002). Estes parasitas quando em desequilibrio com o hospedeiro podem causar serios danos,
como hemorragias, lesbes cutaneas e focos inflamatdrios nas branquias e superficie corporal,
0s quais ocorrem devido aos fatores intrinsecos da atividade, principalmente de aspectos
sanitarios como profilaxia, diagnostico e terapéutica, que na maioria das vezes ndo sdo
respeitados (Luque, 2004a; Pavanelli et al., 2008).

No Estado do Mato Grosso do Sul ainda sdo escassos os estudos de identificacdo dos
parasitas presentes nas criaces de peixes, especialmente dos géneros propostos. Atualmente
0s parasitas sao identificados por técnicas morfologicas em exames realizados a fresco através
de microscopia éptica e por andlises macroscopicas de fragmentos dos diferentes Orgaos
acometidos, como rim, baco e figado (Lom e Arthur, 1989). No entanto, estes métodos ndo
conseguem classificar as espécies dos parasitas, devido a alta similaridade que os
Mixosporideos partilham, sendo necessario 0 uso conjunto de técnicas moleculares para
auxiliar na identificacdo dos mesmos (Molnar et al., 2002).

Com base nesta problematica, este trabalho teve como objetivo caracterizar os parasitas
isolados de surubins em fase inicial de criacdes do Estado do Mato Grosso do Sul (MS).
Acredita-se que a caracterizacdo molecular dos parasitas, contribuira com a identificacdo das

espécies que acometem os peixes hibridos do MS, além de servir para tracar medidas



sanitarias e técnicas de manejo mais adequadas, auxiliando assim em melhores rendimentos

nesta producédo e na economia da regido.

2. OBJETIVO

2.1. Objetivo Geral

Identificacdo molecular de Mixosporideos isolados de criadouros comerciais de peixes

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

2.2. Objetivos Especificos

Extrair o DNA gendmico dos Mixosporideos.

Desenhar oligonucleotideos iniciadores especificos para 0 DNA ribossomal (rDNA) dos

Mixosporideos.

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

(PCR).

3. HIPOTESE

Comprovar com andalises moleculares a presenca do parasita Henneguya sp. isolado de

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

4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

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

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

fato deve-se ao pais apresentar caracteristicas favoraveis para o cultivo como disponibilidade

de recursos hidricos, clima favoravel, m&o-de-obra abundante, geragdo e difusdo de



tecnologias, disponibilidade de insumos e crescente demanda por pescado no mercado interno
(Kubitza et al., 2007).

A aquicultura é um setor da agropecuéria brasileira que esta em constante crescimento,
pois vem desempenhando um papel respeitavel sob a economia do pais, sendo assim
considerado como um mercado estratégico no desenvolvimento sustentavel por representar
uma fonte proteica saudavel na alimentagdo humana (Woo, 2006).

No Estado do Mato Grosso do Sul o cultivo de peixes tem sido uma das perspectivas de
expansao agropecuaria no estado, gracas a pesca de algumas espécies com grande potencial
no mercado, como € o caso do surubim hibrido, o qual se destaca na produgdo intensiva por
apresentar crescimento rapido, potencial para exploragdo industrial, domesticacdo facilitada e
padréo exigido para exportacao (Rotta, 2003).

Surubim, € o0 nome popular dado as espécies de Pseudoplatystoma sp., um peixe da
familia Pimelodidae, encontrado nas principais bacias hidrograficas sul-americanas e do
estado do Mato Grosso do Sul. Esta familia compreende oito espécies, dentre elas o surubim-
cachara ou cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) e o surubim-pintado ou pintado
(Pseudoplatystoma corruscans), estes quando cruzados dao origem a um hibrido fertil,
chamado de surubim-hibrido (Pseudoplatystoma reticulatum 9 X Pseudoplatystoma
corruscans &), conhecido popularmente como ponto e virgula (Ishikawa et al., 2011).

Esses peixes de agua doce sdo considerados nobres e apreciados tanto no mercado
nacional, quanto internacional, por apresentarem propriedades organolépticas excelentes,
como carne saborosa, coloracdo clara, textura firme, baixo teor de gordura e auséncia de
espinhos intramusculares, agregando assim um alto valor econdmico e caracteristicas
zootécnicas desejaveis, 0 que asseguram grande aceitacdo na sua comercializacdo,
despertando assim o interesse dos criadores de peixes (Crepaldi et al., 2006). Por serem
provenientes de ambientes naturais e artificiais, estes sdo passivos de serem infectados por
espécies de parasitas protozoarios que podem ser encontrados nas superficies do corpo ou nos
orgaos internos (Pavanelli et al., 2002).

Estes peixes sdo hibridos férteis, originados do cruzamento de individuos 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 caracteristicas que sdo desejaveis de espécies ou linhagens distintas dentro de um
mesmo grupo genético, apresentando superioridade para as caracteristicas de interesse

(Resende et al., 2010). Dessa forma, os hibridos séo considerados comercialmente vantajosos



e normalmente apresentam resisténcia a doencas e capacidade de tolerar variagdes ambientais,
além de 6tima qualidade da carne e da taxa de crescimento (Toledo-Filho et al., 1998).

No entanto, apesar das vantagens e dos valores agregados destes hibridos, o cultivo
intensivo dos mesmos, devido a grande demanda do mercado interno e externo, tem
favorecido o surgimento de enfermidades parasitarias, que podem comprometer ou até mesmo
inviabilizar economicamente a criagdo, causando assim Sérios prejuizos para os criadores
(Dias et al., 2004). Portanto, o sucesso da aquicultura depende de aspectos sanitarios como
profilaxia, diagndstico e terapéutica (Luque, 2004a; Pavanelli et al., 2008). Entretanto, dados
sobre a epidemiologia na cadeia produtiva destes peixes ainda sdo escassos para a maioria das
espécies cultivadas, o que dificulta a implementacdo de técnicas de manejo e de cultivo que
possam reduzir a necessidade de intervencgdo sanitaria para o controle de doencas.

Neste contexto, os protozoarios do filo Myxozoa (Mixosporideos), endoparasitas
frequentemente encontrados em 6rgédos de peixes marinhos e de agua doce, séo considerados
como 0s principais responsaveis por perdas econdmicas na criacéo de peixes (Pavanelli et al.,
2008).

Os Mixosporideos compreendem dois principais géneros causadores de doencas em
peixes, 0 Henneguya sp. que compreende cerca de 32 especies descritas na America do Sul e
0 Myxobolus sp. com aproximadamente 18 espécies em peixes de agua doce (Adriano et al.,
2002). Os Myxobolus sdo parasitas que apresentam esporos arredondados, providos de duas
capsulas polares alongadas. Ja os pertencentes ao género 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
histozdicos (intercelulares, intracelulares ou de luz de vasos) ou celozoicos (na cavidade dos
orgaos, flutuando ou ligados a superficie epitelial interna dos mesmos), além de serem
estenoxeno (ou seja, atacam apenas uma Unica espécie, porém podem albergar dezenas de
espécies de Mixosporideos) (Eiras et al., 2006).

Sendo assim, estes podem ser identificados atraves da presenca de cistos subcutaneos
que sdo visiveis a olho nu, pois ocasionalmente podem provocar algumas deformacdes na
superficie corporal, ou pelos cistos presentes nos érgaos internos, como na branquia, figado,
baco e rim, conferindo assim um aspecto granular ao mesmo, ou produzindo manchas
esbranquicadas em sua superficie (Thatcher & Brites-Neto, 1994).

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

semelhantes a oligoquetas e atuam como hospedeiros intermediarios; apresentando também as



fases de actinosporo que penetram ativamente no epitélio branquial, dando inicio assim a
formacdo dos plasmodios, que se desenvolvem até formarem os cistos macroscopicos (nos
plasmodios existem células que vao se relacionar com as células do hospedeiro, absorvendo
0s nutrientes para o desenvolvimento dos esporos); por fim quando maduros, 0s cistos se
rompem e liberam os esporos na &gua que dardo continuidade ao ciclo de vida do parasita
(Ishikawa et al., 2012).

A forma infectante dos oligoquetas refere-se aos esporos que serdo liberados a partir dos
cistos maduros que irdo se romper dentro dos peixes; por outro lado, para os peixes, a forma
infectante sdo os actinosporos que serdo liberados pelos oligoquetas (Ishikawa et al., 2012).

A presenca destes parasitas pode causar sérios danos ao hospedeiro, como hemorragias,
lesBes cuténeas, focos inflamatorios nas branquias e superficie corporal, reducdo da eficiéncia
respiratoria e alteracbes comportamentais, dependendo do orgéo parasitado (Martins et al.,
1997). Em alguns casos mais graves podem resultar em uma doenca chamada Mixosporidiase,
causada pelos diferentes géneros de Mixosporideos, sendo que o género Henneguya tem
demonstrado um maior impacto sobre as condi¢bes de salde desses peixes, sendo
considerados com maior frequéncia nos monitoramentos sanitarios (Ishikawa et al., 2012).

A transmissdao do Henneguya ocorre somente quando a forma infectante do parasita
entra em contato com o peixe, isso pode ocorrer em ambientes de criacdo que apresente como
fonte de infeccdo os hospedeiros intermediarios, ou até mesmo em situacdes onde 0s peixes
entram em contato com agua que esteja contaminada com a forma infectante do parasita
(Ishikawa et al., 2012). Portanto, € importante que estudos de caracterizacdo do perfil
parasitologico dessas espécies sejam realizados, uma vez que contribuem para o0
monitoramento sanitario e para o controle da disseminacdo dos parasitas que geram
desequilibrio nos ecossistemas aquaticos (Luque, 2004b).

A classificacdo e identificacdo dos Mixosporideos sdo baseadas em caracteristicas
morfologicas dos esporos como o formato, tamanho e dimensbées, bem como na
especificidade do hospedeiro, 6rgaos e/ou tecidos de infeccdo (Lom e Arthur, 1989). Contudo,
a partir do final do século XX, analises moleculares tornaram-se uma importante ferramenta
no estudo de parasitas do filo Myxozoa, uma vez que a apenas métodos morfoldgicos dificulta
a classificacdo, devido a alta similaridade morfolégica que partilham. Desta forma, o uso
conjunto de técnicas moleculares aumenta a qualidade e confiabilidade dos resultados,
tornando-se uma ferramenta Gtil em estudos que visam tracar o perfil sanitario da criacdo de
peixes (Molnér et al., 2002).



As técnicas de biologia molecular além de serem usadas nos estudos taxonémicos de
Mixosporideos (Adriano et al., 2009; Adriano et al., 2012), sdo Uteis na elucidacdo do ciclo de
vida (Atkinson e Bartholomew, 2009) e no estudo de hipoteses filogenéticas. O estudo
conjunto de técnicas morfoldgicas e moleculares é capaz de propor a determinacdo
taxondmica, a qual é essencial para chegar as generalizacfes e conclusfes sobre a ecologia,
patogenicidade e epidemiologia destes parasitas (Carriero, 2011).

Vaérias sdo as técnicas de biologia molecular que tem sido utilizada no diagnéstico de
doencas e na caracterizacdo molecular de parasitas, dentre elas, destaca-se a Polimerase Chain
Reaction (Reagdo em Cadeia da Polimerase - PCR), um método sensivel na deteccdo de
agentes infecciosos e parasitarios (Figueiredo; Leal, 2008). A PCR possibilita a amplificacdo
de sequéncias do acido desoxirribonucleico (DNA) que estejam presentes em misturas
complexas e permite obtencdo de quantidades de DNA suficientes para sequenciamento e
analises sobre a diversidade genética de populacdes (Oliveira et al., 2007). A extracdo e
purificacdo de &cidos nucléicos a partir de diversas amostras experimentais (parasitas,
bactérias, fungos, tecidos vegetais e tecidos animais) é uma etapa fundamental para obter
sucesso na amplificagdo do DNA (Oliveira et al., 2007).

Considerando a importéncia da criacdo de surubim hibrido para o estado do Mato
Grosso do Sul e, contrariamente a este fato, a falta de estudos sanitarios destes peixes, este
trabalho teve como objetivo identificar Mixosporideos isolados de criadouros comerciais de
peixes em fase inicial de criacdo do estado do Mato Grosso do Sul (MS) atraves da técnica de
PCR no intuito de complementar os dados morfoldgicos e tracar o perfil parasitologico desses
parasitas. Acredita-se que estes resultados irdo auxiliar no controle e profilaxia dos mesmos,

resultando em melhorias econdmicas para a producéo de alevinos no MS.

5. MATERIAL E METODOS

5.1. Obtencao dos parasitas

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

empresa Mar & Terra, localizada no municipio 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 lesdes indicativas da infestagdo cistica e/ou



positivos na microscopia optica realizada in loco do muco do tegumento ou branquial. Para
observacdo dos arcos branquiais, os mesmos foram cuidadosamente removidos, separados e
acondicionados entre lamina e laminula mais solucdo salina 0,65%. As laminas que
apresentaram resultado positivo para a presenca de parasita foram submetidas as analises

moleculares.

5.2. Desenho de Oligonucleotideos iniciadores

Com base em informacOes depositadas no GenBank, foram selecionadas sequéncias
especificas do RNA ribossomal (rRNA) 18S de Henneguya. As sequéncias foram alinhadas
atraves de ferramentas da bioinformatica, com o programa ClustalX que realiza um
alinhamento global entre as mesmas, para identificar as regides conservadas. Por fim, com o
auxilio do programa, Vector NTI® 11.0 foram desenhados oligonucleotideos iniciadores
especificos para a regido rDNA, tendo como base as regifes conservadas identificadas no

alinhamento.

5.3. Extracao e Purificagdo de DNA genémico

Os parasitas isolados dos surubins hibridos foram submetidos a cinco protocolos
distintos de extracdo de DNA, com o intuito de comparar a eficiéncia destes na obtencdo de
DNA genbémico dos parasitas: 1) protocolo utilizando brometo de hexadeciltrimetilamdnio
(CTAB), segundo o descrito por Hallett, et al., (2001); 2) protocolo utilizando particulas de
silica, baseado no trabalho de Boom, et al., (1990); 3) protocolo utilizando Fenol-Cloroférmio
modificado, baseado no trabalho de Bardakci e Skibinski, (1994); 4) protocolo utilizando uma
solucdo de precipitacdo proteica, segundo Crispim, et al., (2010); 5) Kit de extracdo DNeasy
Blood & Tissue Kit, (QIAGEN). Para isso foram utilizadas 20 mg de 6rgaos (branguia,
figado, rim e baco) dos peixes contendo o parasita ou o proprio cisto do parasita isolado. As
amostras foram maceradas com 200 pL de TE (1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCL pH 8,0) em
um tubo eppendorf de 1,5 mL e com o auxilio de um palito de madeira, com excecdo do

protocolo de Fenol-Cloroférmio, onde as amostras foram maceradas com nitrogénio liquido.



Todos os sedimentos obtidos foram suspensos em 30 pL de TE e estocados a -20°C para

posterior analise molecular. Os protocolos testados estdo descritos a seguir:

1) Protocolo utilizando Brometo de Hexadeciltrimetilamoénio (CTAB)

As amostras de parasitas foram submetidas a lavagem durante 48 horas em Tris-EDTA
(1 M), posteriormente foi adicionado Proteinase K (20 mg mL™) e incubado a 37 °C por 1
hora. Em seguida foi acrescentado NaCl (5 M) e CTAB (1 %), incubado a 65 °C por 10 min.
Apbs foi adicionado Fenol/Cloroférmio (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 Agua Milli-Q estéril e armazenado a - 20 °C até sua

utilizagéo.

2) Protocolo utilizando Particulas de Silica modificado

Na amostra dos parasitas foram adicionados Silica, Tampdo L6 (Isotiocianato de
Guanidina 98 %, Triton 100 x, EDTA 0,5 M e Tris-HCI 0,1 M), e submetidos a centrifugacéo.
O sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com o Tampdo L2 (Isotiocianato de
Guanidina 98 % e Tris-HCI 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), sequido de uma lavagem com Acetona Gelada (100
%), centrifugado e descartado o sobrenadante. Foi adicionado Agua Ultrapura, incubado a 56
°C por 15 min., centrifugado e coletado o sobrenadante, e incubado a 45 °C por 15 min. e

armazenado a — 20 °C.

3) Protocolo utilizando Fenol-Cloroférmio modificado
Os parasitas foram macerados com Nitrogénio Liquido e acrescidos de Tampao de
Extracdo (Tris-HCI 1 M, EDTA 0,5 M, NaCl 5 M, Dodecil Sulfato de Sédio 5 M), Proteinase
K (20 mg mL™) e incubado a 60 °C por 2 h. Posteriormente foi adicionado NaCl (5 M),

centrifugado e o sobrenadante foi transferido para outro tubo e adicionado Etanol Absoluto e



incubado a - 20 °C por 2 h. Em seguida foi centrifugado, o pellet lavado com Etanol (70 %),

eluido em Tris-EDTA (1 M) e armazenado a - 20 °C até a sua utilizag&o.

4) Protocolo utilizando Solugdo de Precipitacédo Proteica
Foram adicionados & amostra dos parasitas Proteinase K (20 mg mL™), Dodecil Sulfato
de Sddio (20 %) e incubado a 60 °C por 90 min. Posteriormente foram adicionados
Fenol/Cloroférmio (100 %), Solucdo de Precipitacdo Proteica (Acetato de Potassio 5 M e
Acido 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 %), eluido em Tris-EDTA (1 M) e armazenado a - 20 °C.

5) Kit de Extracdo DNeasy Blood & Tissue Kit
Esse protocolo foi realizado conforme instrucées do fabricante (QIAGEN).

5.4. Amplificacdo do rDNA dos Mixosporideos através da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR)

O DNA genbmico dos parasitas foi amplificado através da Reacdo em cadeia da
Polimerase (PCR), com o auxilio da enzima Taqg DNA Polimerase (Sigma). As reacdes de
PCR foram realizadas nas seguintes condicdes: 2 U de DNA Taq polimerase (Sigma), 50
pmol de cada oligonucleotideo iniciador, 200 uM de cada dNTP, 1 x tampdo de reacao, 1,5
mM MgCl, e 10-50 ng de DNA. As reacdes de amplificacdo foram conduzidas no
termociclador (Mastercycler Gradient, Eppendorf), com as seguintes condicdes de ciclagem:
desnaturacdo inicial a 95 °C por 5 min., seguida de 35 ciclos de amplificacdo com
desnaturacdo a 95 °C durante 1 min., anelamento dos oligonucleotideos iniciadores no
gradiente de temperatura de 50 °C, 55,5 °C, 60,8 °C, 63,5 °C e 66 °C por 1 min., e extensdo a
72 ° C por 1 min., seguida de uma extensdo final a 72 °C por 7 min. Posteriormente 0s
produtos amplificados foram analisados em gel de agarose a 1 % corado com GelRed

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

Foram realizadas trés coletas de surubim hibrido de criagdo, disponibilizados pela
empresa Mar & Terra, localizada no municipio de Bandeirantes, Mato Grosso do Sul, como

ilustrado na Figura 1.
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Figura 1 - Mapa ilustrativo da regido de Bandeirantes (seta verde) e da regido de Dourados (seta
vermelha)

Os peixes adquiridos foram entdo analisados, sendo o diagndstico feito principalmente
por meio da identificagdo macroscépica do esporo do parasita no tecido do 6rgéo alvo (rim,
figado, baco e principalmente branquia), por apresentarem lesdes indicativas da infeccédo

cistica (Figura 2).

EMBRAPA 2010. Disponivel em: www.cnpgl.embrapa.br
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Figura 2 — a) Coleta de Juvenil de surubim hibrido b) Analise macroscopica da branquia de Surubim,

para identificar a presencga ou néo de cistos de Mixosporideos, como indicado pela seta vermelha.

Posteriormente estes foram submetidos a analises de laminas com raspagens a partir da
mucosa do tegumento e branquial, realizados a fresco e coradas com Giemsa, visualizadas sob
microscopia Optica (Figura 3).

As andlises anatopatoldgicas realizadas sugerem que Mixosporideos pertencentes ao
género Henneguya estavam presentes nas branquias e demais 6rgaos internos de alguns

surubins, porém ndo foram feitas analises quantitativas desses parasitas.

Pédua e Carrijo-Mauad 2012.

Figura 3 - Henneguya sp. parasita de branquias de surubim hibrido. Henneguya corruscans observada em
microscopia optica no exame a fresco (a), com esporo em posicdo frontal (a — seta preta) e posicéo lateral
(a — seta branca), e corado com Giemsa (b). H. pseudoplatystoma observada em microscopia optica no
exame a fresco (c), com esporo em posi¢do frontal (c — seta preta) e posi¢do lateral (¢ — seta branca), e

corado com Giemsa (d). Barra= 10 pm
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De acordo com Padua et al., 2012 os principais patdgenos diagnosticados a campo em
alevinos de surubim hibrido sdo os parasitas, juntamente com bactérias. Neste estudo foi
observado a presenca de parasitas nos peixes analisados, sendo que o raspado do tegumento e
branquial sugere ser do género Henneguya.

Apo6s as analises macro e microscopicas, as amostras positivas tiveram seus 0rgaos e
cistos coletados e estocados a - 20 °C para posteriormente serem submetidas a caracterizacdo
molecular.

Através das analises de bioinformatica foram selecionadas sequéncias conservadas dos
Mixosporideos e submetidas ao desenho de oligonucleotideos iniciadores especificos para o
DNA ribossomal 18S (Tabela 1).

Tabela 1 — Oligonucleotideos iniciadores utilizados para amplificacéo do gene 18S rRNA

de Henneguya.

Espécie Nome do Oligonucleotideo Sequéncia do Primer
Iniciador
NEM 18SF Forward 5" CGCGAATRGCTCATTACAACAGC 3°
Henneguya sp. NEM 18SR Reverse 5 GGGCGGTATCTGATCGCC 3°

A extracdo de DNA foi realizada com varios protocolos no intuito de padronizar um
protocolo que apresentasse melhor custo-beneficio, por este motivo foram testados 4
diferentes protocolos, no entanto, apenas o protocolo de Fenol-Cloroformio modificado
apresentou uma leve banda visualizada no gel de agarose a 1% corado com GelRed
(Uniscience) (Figura 4). Porem a amplificacdo por PCR deste DNA ndo foi relevante,
possivelmente devido ao fato do parasita estar inserido na branquia do hospedeiro e a extragédo
ter sido realizada através do conjunto (branquia-parasita). Desta forma, acredita-se que o
DNA extraido talvez possa ser do Surubim.

Hallet et al.,, 2001 afirma que através do protocolo utilizando o brometo de
hexadeciltrimetilaménio (CTAB) foi possivel realizar a extracdo de DNA do Henneguya.
Porém, quando testamos este protocolo ndo obtivemos DNA extraido. Ja os demais protocolos
testados ndo eram especificos para a extracdo de acidos nucleicos de Henneguya, porém
foram testados a fim de tentar padronizar um protocolo alternativo, porém ndo obtivemos

SUCesso.
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Figura 4 - Resultado da eletroforese em gel de agarose 1% corado com GelRed (Uniscience) do DNA
gendmico extraido com os quatro protocolos testados. Coluna 1: marcador de peso molecular Ladder 100
pb (Sigma); coluna 2: protocolo CTAB; coluna 3: protocolo solucdo proteica; coluna 4: protocolo com
particulas de silica - modificado; coluna 5: protocolo Fenol-Cloroférmio — modificado. O circulo vermelho

na coluna 5 demonstra o DNA gendmico de Henneguya.

A partir dos resultados ineficientes obtidos com os protocolos de extracdo de DNA
gendmico testados, fez-se necessario a obtencdo do Kit de extracdo DNeasy Blood & Tissue
Kit, (QIAGEN). Este kit possibilitou extrair DNA gendmico do Henneguya com concentracéo
e pureza satisfatoria, conforme pode ser observado na Figura 5.

O kit Wizard® Genomic DNA Purification kit (Promega, Madison, WI, USA) também
€ muito utilizado na extracdo de DNA de Henneguya como citado por Adriano et al., 2012,
que descreveram a extracdo e purificacdo do DNA gendmico de Henneguya

multiplasmodialis.
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Figura 5 - Resultado da eletroforese em gel de agarose 1% corado com GelRed (Uniscience) do DNA
gendmico extraido com kit comercial. coluna 1: marcador de peso molecular Ladder 100 pb (Sigma);
coluna 2: o DNA gendmico de Henneguya. O circulo vermelho na Coluna 2 demonstra o DNA gendmico de

Henneguya.

Para a padronizacdo da técnica de PCR com o DNA extraido pelo Kit comercial, as
condicbes foram otimizadas e foi observada a amplificacdo do DNA ribossomal de
Henneguya, sendo que a temperatura de anelamento de 66°C apresentou uma melhor
concentracdo de produto amplificado.

A Figura 6 demonstra o resultado da amplificacdo do rDNA de Henneguya, o qual
podera ser utilizado em estudos futuros de sequenciamento e posterior analise 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
gendmico 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 66°C. O circulo vermelho na coluna

3 representa a amplificacdo do DNA genémico de Henneguya.

Martins (1997) descreve a necessidade demais estudos voltados a aquicultura e a
criacdo de peixes, buscando avaliar as condi¢des sanitarias no ambiente onde os peixes estao
inseridos, no intuito de diminuir os impactos causados pelos patdgenos. Nosso trabalho
buscou padronizar técnicas moleculares que possam ser aplicadas ao estudo de identificacdo e
caracterizacao de parasitas isolados das criacdes de peixes aqui do Estado do Mato Grosso do
Sul. Acreditamos que este estudo, aléem de gerar conhecimento cientifico através de
publicactes cientificas, ird contribuir para a melhoria dos indicadores sanitarios das criacdes

de peixes da regido, gerando aumento da producéo e maiores lucros aos criadores.

7. CONCLUSAO

O presente estudo permite concluir que a extracdo de DNA utilizado o Kit DNeasy
Blood & Tissue Kit (QIAGEN) apresentou bons resultados, o que possibilitou a amplificacdo
do rDNA dos parasitas Henneguya sp. isolados de surubim hibrido na sua fase inicial de

criacdo em criadores do MS.
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A amplificagdo por PCR do DNA ribossomal do parasita utilizando os
oligonucleotideos iniciadores Nem 18F e NEM 18S foi realizado com sucesso, sendo mais
eficiente na temperatura de anelamento a 66°C; e estes resultados permitem comprovar a
identidade dos parasitas do género Henneguya.

Nosso trabalho buscou padronizar técnicas moleculares que possam ser aplicadas ao
estudo de identificacdo e caracterizacdo de parasitas isolados das criacdes de peixes aqui do
Estado do Mato Grosso do Sul.

Acreditamos que este estudo, além de gerar conhecimento cientifico através de
publicagdes cientificas, ird contribuir para a melhoria dos indicadores sanitarios nas criagdes

de peixes da regido, gerando aumento da producéo e maiores lucros aos criadores.

8. PERSPECTIVAS FUTURAS

O material amplificado na PCR sera utilizado para o sequenciamento de DNA. Os
resultados obtidos no sequenciamento possibilitardo 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 distancias filogenéticas entre os organismos. Por fim, a
identificacdo destes parasitas isolados dos peixes de criadouros comerciais do estado do Mato
Grosso do Sul servird de base para que medidas sanitarias possam ser criadas e dirigidas as
espécies de parasitas circulantes, contribuindo para melhorias nos indicadores sanitarios das

criacdes de peixes do estado.
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