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1. INTRODUCAO

Os parasitos representam uma grande propor¢cdo da biodiversidade no
mundo (PRICE, 1980), mas podem ser dificeis de estudar. Esse fato pode estar
relacionado ao tamanho pequeno, estruturas morfologicas dificeis de visualizar,
ciclos biologicos complexos, entre outros fatores (GOMEZ; NICHOLS, 2013).

O género Tanaisia Skrjabin, 1924 (Digenea: Eucotylidae) compreende 24
espécies conhecidas (FREITAS, 1951), todas de dificil identificacdo morfologica,
pois as caracteristicas que as diferem geralmente sdo sutis e de dificil
visualizacdo ao microscopio optico.

Para contornar as limitacées associadas com os métodos convencionais de
identificacdo, baseados em caracteres morfolégicos e morfometria, técnicas
baseadas em marcadores moleculares de DNA ou RNA também sao aplicadas

| para identificacdo e andlise da variagcdo genética de parasitos (HUANG et al.,
2012).

Considerando que o uso conjunto de dados genéticos e morfoldgicos pode
contribuir significativamente para a identificacdo de parasitos (WILL et al., 2005),
este estudo utilizou marcador de DNA ribossémico com o objetivo de identificar
espécimes de T. valida, além de confirmar posicdo filogenética dentro de
Eucotylidae.

2. METODOLOGIA

O trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Parasitologia de Animais
Silvestres (LAPASIL), localizado no Departamento de Microbiologia e
Parasitologia do Instituto de Biologia da Universidade Federal de Pelotas (UFPel).
Foram analisados 25 exemplares de T. valida, provenientes do passeriforme
Chrysomus ruficapillus (n=14). As aves foram coletadas na Granja 4 Irmaos S.A.
Agropecuaria, Industria e Comércio, propriedade particular, produtora de arroz
irrigado, localizada no municipio do Rio Grande, Rio Grande do Sul, Brasil ( (32°
24.36” S - 52° 49.38” W) de dezembro de 2013 a julho de 2014.

Os espécimes destinados ao estudo molecular foram identificados
morfologicamente a partir da revisao realizada, no Brasil, por FREITAS (1951) e
armazenados em etanol 70° a -20°C. Para a extracdo do DNA, os parasitos foram
macerados em uma solugcdo de 70uL de SDS 10% e 6uL proteinase K e
colocados em banho-maria a 55°C por 48 horas. Apés a incubacdo, a extracdo de
DNA seguiu o protocolo do fenol-cloroférmio estabelecido por SAMBROOK et al.
(1989).

Os primers utilizados para a avaliagdo e amplificacdo por PCR da regiéo
28S do DNAr foram LSU5 (5'-ACCCGCTGAAYTTAAGCA-3) e LSU3 (5™
TCCTGAGGGAAACTTCGG-3') (LITTLEWOOD et al. 1995). Os amplicons foram
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submetidos a eletroforese horizontal em gel de agarose e posteriormente
observados e fotografados em sistema de fotodocumentacdo (L-Pix EXSystem
Loccus Biotecnologia). Por fim, os amplicons foram submetidos a purificacdo
através do uso do kit lllustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE
Healthcare) e enviados para sequenciamento, na Macrogen Advancing Through
Genomics.

Os dados obtidos a partir do sequenciamento foram comparados por meio
de BLASTn (ZHANG et al., 2000) aos do GenBank para reconhecer a homologia
com outras espécies de Eucotylidae. A composicdo nucleotidica foi calculada no
software Mega 6.0 (TAMURA et al., 2013).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Cinco sequéncias parciais do gene 28S do DNAr foram geradas e editadas
visualmente no software Bioedit. Para otimizar as analises moleculares a matriz
de dados foi editada em tamanho padrdo com 610pb. A composicdo nucleotidica
das sequéncias revelou valores similares entre elas, e C+G apresentaram valores
ligeiramente maiores (Tabela 1), fato jA esperado dada a natureza dos
marcadores moleculares baseados em DNA ribossdémico.

Tabela 1 - Composicédo nucleotidica do gene 28S DNAr da sequéncia consenso
dos espécimes de Tanaisia valida.

Gene Comprimento A T C G CG AT
(pb) % % % % % %
28SDNAr 610pb 26,9 19,7 304 23 53,4 46,6

A — Adenina, T — Timina, C — Citosina, e G — Guanina

Foi obtida uma sequéncia consenso a qual foi submetida ao BLASTn no
site do NCBI (National Center for Biotechnology Information). Ocorreu homologia
com as espécies Tanaisia fedtschenkoi, Paratanaisia bragai e Tamerlania
zarudinyi, com valores de identidade de 97%, 90% e 88% respectivamente. A
maior homologia com T. fedtschenkoi ja era esperada, por se tratar do mesmo
género. As duas espécies foram consideradas muito semelhantes
morfologicamente por FREITAS (1951), diferenciando-se apenas pelo tamanho
dos ovos e por sua distribuicdo geogréfica, pois T. fedtschenkoi ocorre na Europa
e na Asia.

Assim como as analises moleculares realizadas por UNWIN et al. (2013)
utilizando as porcdes 18S e 28S do DNAr confirmaram a identidade de espécimes
de Paratanaisia bragai e sua posicdo dentro de Eucotylidae, neste estudo a
homologia confirmou a posi¢do de Tanaisia dentro desta familia, agrupada com
0s géneros Paratanaisia e Tamerlania.

4. CONCLUSOES

O marcador de DNA ribossémico foi conclusivo para a diferenciacdo
especifica entre Tainaisia valida e T. fedtschenkoi, bem como para confirmacéo
da espécie estudada dentro de Eucotilydae. Estudos filogenéticos com outros
marcadores moleculares deverdo confirmar as relagbes evolutivas entre as
espécies desta familia.
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