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RESUMO 

A piscicultura é o setor da agropecuária brasileira com maior expansão, com 

crescimento superior a média mundial. Essa atividade é apontada como um mercado 

estratégico para o desenvolvimento sustentável, produção de alimentos saudáveis e ampliação 

de fronteiras inexploradas no país. Apesar da importância da piscicultura, os aspectos 

sanitários da produção e a falta de estrutura para o diagnóstico das principais enfermidades 

infecciosas são considerados de grande relevância para o aumento da produção e da 

produtividade dos plantéis. Este trabalho teve como objetivo identificar parasitas 

frequentemente encontrados em peixes através do uso de técnicas moleculares, buscando 

contribuir na melhoria das condições sanitárias da piscicultura do estado de Mato Grosso do 

Sul. 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. Com as análises de bioinformática foi possível selecionar sequências conservadas 

do parasita Branchiura sp, seguido de um alinhamento global e desenho de primers 

específicos. O DNA genômico dos parasitas foi extraído com auxílio de kit comercial e o 

DNA extraído foi submetido à amplificação do DNA ribossomal do parasita. O DNA 

ribossomal amplificado foi submetido à purificação e encaminhado para sequenciamento para 

confirmar a espécie dos parasitas identificados. Além disso, o resultado do sequenciamento 
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possibilitará a realização de estudos de filogenia, buscando determinar similaridade genética 

entre as espécies já estudadas. 
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INTRODUÇÃO 

O Brasil é o segundo país da América do Sul com maior produção de peixes, 

precedido apenas pelo Chile (BUSCHMANN, A.H et al., 2012), o qual favorecido pelo clima 

predominantemente tropical, associado à ampla extensão da área litorânea, de cerca de 8.500 

km e abundância de água doce disponível. Estima-se que existam, no país, cerca de 2.587 

espécies de peixes de água doce (BUCKUP, P.A et al., 2007), as quais são de fundamental 

importância para o mercado consumidor crescente, em virtude de mudanças no hábito 

nutricional (QUESADA, S.P et al., 2013). No estado de Mato Grosso do Sul uma das 

perspectivas de expansão da agropecuária é a cadeia produtiva da piscicultura (CREPALDI et 

al., 2006). 

 Um desafio para o sucesso do cultivo de peixes depende, principalmente, da condição 

sanitária, em virtude do abundante uso de pesticidas para controlar as parasitoses, que são as 

principais causas de perdas econômicas em peixes de criação (GUIMARÃES, A.T.B et al., 

2007). Dentre os parasitas encontrados destacam-se os crustáceos da subclasse Branchiura sp 

do gênero Dollops, os quais podem parasitar várias espécies de peixes silvestres e cultivados, 

aderido-se na superfície corporal, como nas brânquias e nadadeiras, e consequentemente 

debilitando o hospedeiro (EIRAS, 1994; PAVANELLI et al., 2002). 

A identificação de parasitas é realizada por microscopia óptica em exames realizados 

a fresco, entretanto essa técnica não permite identificar a espécie (CARVALHO, 2008). As 

técnicas de biologia molecular têm sido muito utilizadas para o diagnóstico das principais 

doenças bacterianas e virais. Porém, ainda são escassos os estudos de identificação e 

caracterização molecular de parasitas de peixes. Este trabalho teve como objetivo identificar e 

caracterizar através de técnicas moleculares os parasitas isolados de peixes de criação, 

buscando traçar o perfil sanitário das criações de peixes do estado do Mato Grosso do Sul. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

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 foram identificados através da retirada dos arcos branquiais dos 



peixes que macroscopicamente apresentaram lesões indicativas da infestação e/ou positivos 

na microscopia óptica realizada in loco. Os arcos branquiais foram cuidadosamente 

removidos, separados e acondicionados em álcool 70%. As lâminas que apresentaram 

resultado positivo para a presença dos parasitas foram submetidas à caracterização molecular. 

 

Desenho dos Primers 

Com base em informações depositadas no GenBank, foram selecionadas sequências 

específicas do RNA ribossomal (rRNA) 18S dos Branchiura sp. Para identificar regiões 

conservadas da espécie, as sequências foram submetidas ao alinhamento global no programa 

ClustalX, com o auxílio do programa Vector NTI
®
11.0 (Invitrogen), foram desenhados 

primers específicos para a região rDNA, tendo como base as regiões conservadas 

identificadas no alinhamento. 

A tabela 1 demonstra as sequências dos primers utilizados neste estudo. 

 

Tabela 1 - Primers específicos utilizados para amplificar a região 18S rRNA dos Branchiura 

sp. 

Primer Sequência 

18S rRNAforward 5’ TGCCAAGGTTTTTACGGGT 3´ 

18S rRNAreverse 5’ CCGCAGGCTCCACCC 3´ 

 

 

Extração de DNA genômico 

O DNA genômico dos parasitas foi extraído com auxílio do kit DNeasy Blood & 

Tissue (QIAGEN, Crawley, United Kingdom), conforme instruções do fabricante. A pureza e 

quantidade de DNA foi verificado em gel de agarose 1% corado com GelRed (Uniscience). 

 

Amplificação do rDNA através da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

O DNA genômico extraído foi submetido à amplificação por PCR, com um volume 

final de reação de 50 μL, contendo 2 U de DNA Taq polimerase (Sigma), 50 pmol de cada 

primer, 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 em um termociclador (Mastercycler 

Gradient, Eppendorf) nas seguintes condições de ciclagem: desnaturação inicial a 95°C por 5 

min., seguida de 35 ciclos com desnaturação a 94°C por 1 min., anelamento 52°C por 1 min., 



e extensão a 72°C por 1 min, e extensão final a 72°C por 7 min. Posteriormente os produtos 

de PCR foram analisados em gel de agarose 1% corado com GelRed (Uniscience). 

 

Sequenciamento de DNA 

 O produto amplificado na PCR foi submetido a purificação de DNA com o kit illustra 

GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE-Healthcare) e quantificado por densidade 

óptica no espectofotómetro digital NanoVue
TM

 Plus Spectrophotometer (GE Healthcare, 

Canadá). As reações de sequenciamento foram preparadas com o BigDye Terminator Cycle 

Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, USA), com auxilio do equipamento ABI 

3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Perkin Elmer, USA). 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 A extração de DNA genômico utilizando o kit de extração DNeasy Blood & Tissue 

(QIAGEN) possibilitou a obtenção de DNA dos parasitas com concentração e pureza 

satisfatórias, conforme pode ser observado na figura 1. 

 

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

de parasitas extraído com Kit DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN). Coluna M: marcador de peso molecular 

Ladder 100 pb (Sigma); Colunas 1, 2, 3 e 4: controles negativos da extração de DNA; Coluna 5: extração de 

DNA genômico do parasita amostra 1; Coluna 6: extração de DNA genômico do parasita amostra 2. A seta 

indica o DNA genômico extraído. 

 

A padronização da técnica de PCR para amplificação do DNA ribossomal do parasita 

Branchiura sp foi realizada testando várias temperaturas e condições de ciclagem, sendo que 

na temperatura de anelamento a 52ºC apresentou uma melhor concentração de produto 

amplificado, conforme pode ser observado na figura 2. 



 

 

Figura 2.–Resultado da eletroforese em gel de agarose 1% corado com GelRed (Uniscience) do produto 

amplificado na PCR de Branchiura sp, submetido a um gradiente de temperatura. Coluna M: marcador de peso 

molecular Ladder 100 pb (Sigma); Coluna 1: controle negativo da PCR; Coluna 2: PCR com temperatura de 

anelamento a 66ºC; Coluna3: PCR com temperatura de anelamento a 53ºC; Colunas 4: PCR com temperatura de 

anelamento a 52ºC. A seta indica o produto amplificado pelo PCR na altura de 600 pb. 

 

 O produto amplificado na PCR foi submetido ao sequenciamento de DNA e as 

sequências obtidas foram analisadas usando o Laser gene Software Package (DNASTAR, 

Madison, USA). Porém, as sequências obtidas apresentaram duplicidade de nucleotídeos, 

provavelmente indicando a presença de sequências diferentes na amostra. Por conta disso, 

optou-se por realizar a clonagem deste material em vetores plamidiais com intuito de 

comprovar a identidade destas sequências. Esta etapa será realizada no projeto. 

 

CONCLUSÃO 

A caracterização molecular de Branchiura sp é uma etapa importante na busca de 

alternativas de tratamento e/ou profilaxia de uma importante parasitose de peixes, reduzindo 

com isso a alta taxa de morbidade e mortalidade na fase inicial de criação. Além disso, o 

diagnóstico molecular garante maior qualidade da carne de peixe, inserção e credibilidade no 

mercado. 
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