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RESUMG@. Neste estudo, 30 amostras de fémeas adultas de Lernaea sp. foram obtidas de
peixes naturalmente infestados, em 2 pisciculturas na regido norte do estado do Parani,
Brasil. Testaram-se 2 protocolos de extragdo do DNA para os tecidos do parasito. Os
resultados obtidos revelaram o protocolo, utilizando o “Kit Puregene DNA Isolation”
(GENTRA) para tecidos solidos, como adequado para extracdo do DNA gendmico de
Lernaea. O método, utilizando protocolo CTAB, descrito por Black IV et al. (1996),
modificado para a extragdo do DNA de Lernaea sp., foi tido como ndo-adequado, pois néo
houve extragdo do DNA.
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ABSTRACT. Comparison of DNA extraction protocols in Lernaea sp.
(Copepoda: Cyclopoida). In this study thirty samples of adult females of Lernaea sp.
were collected from naturally infested fishes at two fisheries in northern Parand, Brazil. Two
protocols of DNA extraction were tested for parasites tissues. The results have shown that the
protocol using Kit Puregene DNA Isolation (GENTRA) was adequate for genomic DNA
extraction in Lernaea. The methodology using CTAB protocol, described by Black IV et al.

(1996), modified for DNA extraction in Lernaea sp., did not work properly.
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Introducéo

Diversas técnicas de biologia molecular estdo hoje
disponiveis para a detec¢do da variabilidade genética
ao nivel de seqiiéncia do DNA, como RFLP
(Restriction Fragment Lenght Polymorphism), RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP
(Amplified  Fragment Length  Polimorphism),
minisatélites e microsatétites, na detec¢do de
polimorfismo genético. Essas técnicas permitem a
obtengdo de um numero virtualmente ilimitado de
marcadores moleculares, cobrindo todo o genoma do
organismo. Tais marcadores podem ser utilizados
para as mais diversas aplicagdes, tanto no estudo de
genética, quanto na pratica de melhoramento de
plantas e de animais (Ferreira e Grattapaglia, 1996).

As técnicas, anteriormente citadas, requerem uma
quantidade suficiente de DNA de boa qualidade, o
que ¢ particularmente problematico com pequenos
animais. Nesses casos, mostram-se extremamente
necessarias metodologias especificas, que possam
otimizar a extra¢cdo do DNA de boa qualidade de uma
amostra (Waldschmidt ez al., 1997).

Os crustaceos sdo importantes parasitos de peixes,
frequentemente encontrados em hospedeiros de aguas
marinhas e dulciaqiiicolas. O nimero de parasitos €
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bastante elevado e, somente nos copépodes, contam-
se mais de 1.900 espécies. Sob o ponto de vista
econdmico, a parasitose ¢ relevante, pois pode ser
causa direta da mortalidade elevada de alevinos e de
adultos nas pisciculturas, além de poder atuar como
vetor de outras doengas, de etiologia virica e,
presumivelmente, de hemoparasitoses (Eiras, 1994).

Dentro dos copépodes, pertencentes a familia
Lernaeidae, parasitos do género Lernaea sao
considerados bastante patogénicos para peixes de
agua doce, sob o ponto de vista da pesca ¢ da
piscicultura. Na Asia, Europa, Améria do Norte e
Oceania, esse copépode tem causado danos
significativos e intensivos. Introduzido no Brasil por
volta de 1986-87, provavelmente em lotes de carpas
importadas, Lernaea ¢ encontrada na maioria dos
estados onde a piscicultura é mais intensamente
desenvolvida (Boeger e Santos Neto, 1993).

Sdo poucos os métodos avaliados para a extracdo
do DNA de crustaceos na literatura, especialmente
para Lernaea. O presente estudo, o primeiro no
Brasil, foi realizado com o objetivo testar diferentes
protocolos para a extragdo do DNA de tecidos de
Lernaea sp., visando a utiliza¢gdo do mesmo em
analises genéticas para estudos de sistematica.
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Material e métodos

Coleta e acondicionamento do material

Os espécimes de Lernaea (fémeas adultas) foram
coletados de piraputangas (Brycon sp.) e cultivados
no municipio de Cornélio Procopio, no Estado do
Parand, os quais se apresentavam naturalmente
infestados.

O material foi acondicionado em tubos de
microcentrifuga, contendo alcool 70% e transportado
em temperatura ambiente até o laboratorio, para ser
armazenado sob temperatura de -20°C, para posterior
extragdo do DNA.

Preparacao das amostras teciduais

As fémeas adultas de Lernaea foram seccionadas
para a retirada de tecidos exodgenos e dos sacos
ovigeros, sendo entdo, processadas individualmente.
O tecido restante foi macerado em nitrogénio liquido,
para sua utilizagdo em ambos os protocolos testados.
A maceragdo foi realizada com auxilio de cadinho e
pistilo. Amostras sem a etapa de maceragdo, apenas
seccionadas, foram utilizadas somente no protocolo
IL.

Extracao de DNA dos tecidos

Dois métodos diferentes foram testados:

I) Protocolo utilizando hexadecyl trimethyl
amonium bromide (CTAB), descrito por Black IV et
al. (1996), com algumas modificagdes;

IT) Protocolo com “Kit Puregene DNA Isolation”
(GENTRA), para extracio de DNA de tecidos
solidos, modificando apenas a quantidade de
proteinase K.

Protocolo 1

A amostra tecidual, a ser extraido o DNA, foi
suspendida em 500ulL de tampdo de extracdo
(100mM Tris-HCI, pH 8,0; 1,4M NaCl; 0,02M
EDTA; 2% CTAB 0,2%; 2-mercaptoetanol ¢
100pug/mL proteinase K); incubada a 65°C durante 60
minutos; desproteinizada, em seguida, uma vez, com
fenol: cloroféormio (1:1); e apos, centrifugada a
14.000 rpm por 5 minutos. Retirado o sobrenadante,
realizou-se a precipitagdo do material com um volume
de etanol a 95,5%, depois, centrifugado a 14.000 rpm
por 10 minutos. Apds, desprezado o sobrenadante, o
sedimento (podendo ndo ser visivel) foi lavado uma
vez com etanol 70%, centrifugado a 14.000 rpm por 5
minutos € seco ao ar, durante 30 minutos. O
sedimento foi ressuspendido em 50uL TE (10mM
Tris-HCL, pH 8,0; ImM EDTA), incubado com
RNAse A (100mg/mL), durante 30 minutos a 37°C, e
armazenado sob temperatura de-20°C, para posterior
quantificagdo.

Protocolo Il
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A amostra tecidual, a ser extraido o DNA, foi
suspendida em 300uL solu¢do de lise, adicionado
7uL da solugdo de Proteinase K (20mg/mL), invertida
10 vezes e incubada a 55°C durante 14 a 16 horas.
Subseqiientemente, 1,5uL da solugdo de RNAse A
Solution foi adicionada ao lisado que permaneceu
incubado a 37°C, durante 15 minutos. Procedeu-se,
entdo, a precipitagdo de proteinas, utilizando-se
100uL da solugdo para tal processo, seguida de
centrifugacdo a 14.000 rpm por 3 minutos. O
sobrenadante foi removido para um novo tubo de
microcentrifuga, contendo 300uL de Isopropanol
100% (2-propanol), invertendo-se, gentilmente,
seguido de centrifugacdo a 14.000 rpm por 1 minuto.

O sedimento formado foi lavado com etanol 70%,
centrifugado a 10.000 rpm por um minuto ¢ depois
seco ao ar, durante 30 minutos. Finalmente, foram
adicionados 50yl da solugdo de hidratagdo e
estocados sob temperatura de -20°C, para posterior
quantificacao.

Analise e quantificacio do DNA total

As amostras de DNA extraido foram analisadas
através da eletroforese em gel de agarose 0,7%, em
tampao TAE (400mM Tris-acetato; 10mM EDTA), e
corados com brometo de etidio, com a finalidade de
verificar a integridade e a quantidade de DNA.

A quantificagdo do DNA foi realizada por meio da
comparagdo entre a intensidade das bandas
visualizadas nas amostras extraidas, com aquela
observada nos padroes de DNA lambda, que
apresentam as concentragdes de 5, 10 e 20ng/mL.

Resultados e discussao

Coleta e preparacao do material

Ao examinar as fémeas adultas de Lernaea
coletadas, no microscopio estereoscopico, observou-
se que a maioria apresentava tecido exégeno ao redor

do pescogo dos parasitos, os quais foram
identificados como fungos com auxilio do
microscopio oOtico. Preso ao orgdo de fixacdo

(ancoras) dos copépodes, encontramos, em alguns
casos, tecidos do hospedeiro. Para que a extra¢do do
DNA seja adequada, ¢ importante a obtengdo de
tecidos bem preservados e livres de tecidos exdgenos,
sendo que, no caso de parasitos, de preferéncia que os
mesmos estejam vivos no momento da coleta. Ferreira
e Grattapaglia (1996), trabalhando com plantas,
ressaltam que wuma das consideracdes mais
importantes em qualquer procedimento de extragdo de
DNA de plantas ¢ a maneira utilizada para coletar e
preservar os tecidos e que, embora o0 DNA tenha sido
isolado com sucesso de amostras herbarizadas, ou
mesmo de fosseis, a quantidade e a qualidade de
DNA em geral sdo afetadas, significativamente, pela
condicdo do tecido antes da extragdo.
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Protocolos de extracao de DNA

Foram observadas diferencas nos protocolos
testados para fémeas adultas de Lernaea. Na Figura 1,
podemos observar que o protocolo I, descrito por
Black IV et al. (1996) com algumas modificagdes,
ndo foi adequado para a extragdo do DNA de tecidos
de Lernaea sp., pois nao houve deteccdo de DNA no
gel de eletroforese.

Figura 1. Analises eletroforéticas de DNA gendmico extraido de
Lernaea (fémea adulta). A) A Hindlll; B) Quatro amostras
submetidas ao método CTAB descrito por Black-IV (1996)
modificado; C) Quatro amostras utilizando o Kit Puregene DNA
Isolation (GENTRA)

Os protocolos utilizando CTAB s3o amplamente
usados para extragdo de DNA de plantas, fungos,
artropodes e, segundo Waldschmidt ez al. (1997), ao
testarem os protocolos CTAB para Melipona
quadrifasciata, observaram que mesmo pequenas
modificacdes nas concentracdes dos componentes
poderiam alterar, significativamente, o resultado final
das extragoes.

Porém, o protocolo II “Kit Puregene DNA
isolation” (Gentra) para tecidos sélidos mostrou-se
adequado para a extragio do DNA de Lernaea
(Figura 1), tanto para parasitos seccionados e
macerados em nitrogénio liquido, quanto para os
somente seccionados, sem a etapa trabalhosa de
maceragdo no nitrogénio liquido, obtendo-se uma
extracdo de DNA satisfatoria, em torno de Sng/mlL.

Essa metodologia tem sido empregada com éxito
em experimentos para extragdo do DNA de tecidos
animais como, por exemplo, de Drosophila, de
invertebrados, de invertebrados marinhos, de cauda
de camundongo e de alguns nematddeos (Lis et al.,
1983; Bubbbone, 1985).

Assim, os resultados acima denotam que devem
ser tomados cuidados para que ndo haja contaminagéo
das amostras de Lernaea com DNA exdgeno,
principalmente do tecido do hospedeiro e de outros
organismos que possam prender-se ao corpo das
fémeas parasitas.
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O protocolo CTAB testado ndo foi adequado para
a extragdo do DNA de Lernaea, porém alteracdes na
concentragdo dos componentes especificos utilizados
no mesmo podem ser realizadas na busca de um
resultado positivo.

O protocolo, utilizando o “Kit Puregene DNA
isolation” (Gentra), mostrou-se adequado para a
extracdo do DNA de Lernaea, sendo sua utilizagdo
bastante pratica e eficiente, sem que houvesse a
necessidade de maceragdo dos tecidos do copépode.
Como vantagens, temos, ainda, uma extracdo de DNA
satisfatoria, em torno de Sng/mL e a baixa toxicidade
da metodologia, mostrando-se bastante segura para o
manipulador.
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