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RESUMO

O Bacalhau do Atlantico (Gadus morhua) € um dos peixes mais consumidos na Europa,
assumindo uma especial importancia em Portugal quer pela quantidade consumida quer
pela relevancia gastronémica e mesmo cultural. O aumento do consumo mundial desta
espécie provocou a diminui¢cdo dos stocks marinhos e, como consequéncia, a escassez e
aumento de precos. Neste contexto, a comercializacdo de diferentes espécies de peixes,
apresentando caracteristicas organoléticas e morfolégicas semelhantes, como se fossem
Gadus morhua, € uma préatica muito tentadora para os comerciantes sem valores morais.
Hoje em dia, a autenticidade de alimentos, particularmente de peixe, assume uma
importancia crucial, devido ao niumero de casos de adulteracdo e impacto no consumidor.
A autenticacdo de alimentos assume assim grande importancia na comunidade cientifica
como o demonstra o grande desenvolvimento de varios métodos analiticos, fisico-quimicos
e bioldgicos, rapidos e precisos, gue permitem distinguir espécies recorrendo a marcadores
especificos como proteinas e ADN. Devido a estabilidade relativa deste altimo, os métodos
de ADN desempenham um papel cada vez maior no controlo da seguranca alimentar e na
detecado de adulteracdes em alimentos.

Este trabalho consistiu no desenvolvimento de marcadores moleculares para a avaliagéo
da autenticidade (identificacdo de espécies) de bacalhau em produtos conservados pelo
sal e ultracongelados. Recorreu-se para tal a técnica de analise de fuséo de alta resolucao
de fragmentos de ADN (HRMA). Foram adquiridas 33 amostras no mercado
comercializadas sob a designacao de espécie de G. morhua, G. macrocephalus e G.
Chalcogrammus na forma de inteiro, desfiado e demolhado ultracongelado. Procedeu-se,
numa primeira fase, a identificacdo das espécies pela sequenciagcédo da regido barcode
subunidade 1 do gene citocromo-oxidase (COI). Verificou-se que 93 % das amostras
sequenciadas estavam corretamente rotuladas, contudo detetaram-se duas adulteracdes
rotuladas como G. morhua mas identificadas como G. macrocephalus, de menor valor
comercial. Na fase seguinte procedeu-se ao desenvolvimento de 7 novos marcadores no
gene COI pelo desenho de primers para amplificagcdo de fragmentos com um tamanho
aproximado de 100 pb, em zonas onde foram detetados polimorfismos adequados a
andlise HRMA. Esta metodologia, utilizada com os marcadores desenvolvidos e
selecionados, mostrou-se eficiente na discriminacdo de Gadus morhua das outras
espécies, tendo permitido a identificagcdo correta em 97 % das amostras. Este estudo
demonstrou que a substituicdo de espécies pode ser avaliada por HRMA, de uma forma

rapida e especifica, configurando uma robusta ferramenta de autenticagcéo alimentar.

Palavras-chave: Autenticidade, PCR, HRMA, barcoding, Gadus.



ABSTRACT

Atlantic cod (Gadus morhua, L.) is one of the most consumed and exploited white fish with
gastronomic relevance in several European countries, particularly in Portugal where it is
highly consumed and assumes a notorious gastronomic and cultural importance. As a
consequence G. morhua is highly exploited provoking dramatic fish stock depletion. In this
framework the commercialization of different fish species, presenting similar organoleptic
and morphological characteristics, as if they were G. morhua, is a very attractive practice
for unscrupulous traders.

Nowadays the authenticity of foods, particularly of fishes, assumes a crucial importance
due to increasing cases of food fraud and its impact on consumers. Food authentication is
therefore highly focused by researchers who had developed a high number of
methodologies for species discrimination throughout the use of specific markers as proteins
and DNA, being this last progressively more used in food authentication.

The main objective of the present work consisted in the development of molecular markers
for the authentication (species identification) of codfish in salted and deep-frozen products
using the High Resolution Melting Analysis technique. Thirty three samples were acquired
in the markets commercialized under the designation of G. morhua, G. macrocephalus and
G. Chalcogrammus, as whole fish, shredded and deep-frozen products. Species were firstly
identified by sequencing de barcode region cytochrome-oxidase subunit | (COI) gene. We
found that 93 % of the samples were correctly identified in the label however two
adulterations were labeled as G. morhua but identified as G. macrocephalus, of less
commercial value.

In the following step, 7 new HRMA markers were developed by de novo designing primer
pairs for the amplification of short fragments (ca. 100 bp) in polymorphic regions of the COI
gene. The chosen methodology, as well as the selected newly developed markers, proved
to be very efficient in discriminating the species Gadus morhua from others, which permitted
the correct identification of the specie in 97% of the samples.

The present study demonstrated that the species substitution can be detected by the HRMA

methodology in a fast and specific way configuring thus a robust tool for food authentication.

Palavras-chave: Authenticity, PCR, HRMA, barcoding, Gadus.
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Introducéo e Objetivos

O peixe tem um grande impacto sobre a economia de muitos paises, através da pesca e
do fornecimento de uma quantidade significativa de alimentos, sendo ainda importante pela
sua biodiversidade envolvendo, portanto, questdes ecoldgicas.

Atualmente, h4 uma grande preocupacdo com a fraude comercial, dadas as préticas de
substituicdo de espécies por outras de menor qualidade ou menor valor comercial e outros
tipos de adulteragdo de produtos a base de peixe. O bacalhau € um dos peixes mais
importantes de todos os peixes comerciais em todo o0 mundo. O aumento dos produtos
processados e do comércio internacional, pode causar a substituicdo intencional ou
acidental de espécies. Uma questdo importante a ter em conta na identificacdo das
espécies de peixes é a sua correta rotulagem. As normas de rotulagem para os produtos
derivados da pesca sdo cada vez mais exigentes e a legislacdo indica a necessidade de
rotular os produtos de peixe com a denominag&o comercial e cientifica, a fim de garantir a
rastreabilidade ao longo da cadeia, e assim, evitar possiveis fraudes. Dai que o controlo
alimentar e a identificacdo de espécies, tema central deste trabalho, venham adquirindo
uma importancia crescente nos Ultimos anos, a par do desenvolvimento de métodos

especificos.

Metodologicamente, este trabalho baseou-se no desenvolvimento de um método rapido,
para autenticacdo (identificacdo de espécies) em produtos processados de bacalhau
(desfiado) recorrendo a técnica de PCR-HRMA (High Resolution Melting Analysis) ap6s
identificacdo de desenho de primers especificos para regiées polimoérficas entre as

espécies em questao.

Em termos de conteudo, explora, em primeiro lugar, a importancia do peixe, na alimentagao
e na ecologia; depois de abordar a importancia do controlo de espécies em produtos
alimentares, foca-se especificamente na identificacdo das mesmas e nos métodos

utilizados nesse ambito.

Esta dissertacdo teve como objetivo estudar a autenticagdo de produtos processados do
género Gadus por um método rapido PCR-HRMA. Deste modo, para atingir este objetivo
foram desenhados primers que foram previamente testados para aplicacdo do método
HRMA. Como produtos processados do género Gadus, utilizou-se o Gadus morhua, Gadus
macrocephalus e Gadus chalcogrammus. Foi escolhida esta matriz pois como o bacalhau

€ muito consumido em Portugal, foi interessante avaliar a sua autenticidade.

Uma prova em que 0s portugueses sdo muito consumidores deste peixe € a noticia no
jornal Publico de 19 de novembro de 2014, em que destacava um estudo de mercado, que
concluia um crescimento de 4% no consumo de bacalhau em Portugal em relagdo ao ano

anterior, ou seja, entre janeiro e outubro de 2014, os portugueses consumiram 40 mil

Autenticacéo de bacalhau processado (Gadus spp.) por andlise de fus&o de alta resolu¢do de fragmentos de ADN (HRMA)



Introducéo e Objetivos

toneladas de bacalhau. Concluiu-se que os portugueses compram menos vezes bacalhau,
mas em maior quantidade, aproveitando as campanhas de precos que os retalhistas

utilizam para atrair os clientes.

1.1. A IMPORTANCIA DO PEIXE NA ALIMENTACAO

O peixe € uma componente alimentar de grande importancia e um elemento fundamental
para uma alimentacdo saudavel. Pode considerar-se uma fonte de proteinas animais de
qualidade e preco relativamente baixo (Mohanty et al. 2013). Adicionalmente, a gordura
gue possui € um fator relevante na prevencgéo de diversas doengas. Trata-se, assim, de
um alimento de excelente valor nutricional, fornecendo ainda uma grande variedade de
vitaminas e minerais? incluindo as vitaminas B (no caso de espécies com maior teor de
gordura), A e D, calcio, fésforo, magnésio, ferro, cobre, selénio e no caso dos peixes de

agua salgada, iodo® (Thilsted et al. 2014).

Com efeito, sendo o peixe uma excelente fonte de proteinas, gorduras com boas
propriedades nutricionais, micronutrientes e vitaminas, a sua ingestéo é essencial para o

bom funcionamento do nosso organismo* (Ederal et al. 2013).

O peixe esta a ganhar importancia como um alimento de salde e a sua producdo em 2020,
terd que multiplicar sete vezes para atender a procura dos consumidores em todo o planeta

caso se mantenham o0s atuais niveis de crescimento da procura (Mohanty et al. 2013).

Apesar da pressdo dos consumidores e do mercado, subsistem ainda restricdes ao
aumento do consumo de peixe das quais a mais Obvia € a sua indisponibilidade, a precos
acessiveis, para 0os que possuem menor capacidade econémica. A escassez, como
resultado do crescimento da procura, tem conduzido a um aumento dos precgos e, embora
a aquicultura venha contribuindo para reduzir o défice (Hall et al. 2013), o custo das
espécies da aquicultura tende a ser mais elevado do que o das pequenas espécies de
baixo valor, tradicionalmente consumidas pelos detentores de menor poder de compra
(Thilsted et al. 2014).

1Cf-http://mww.publico.pt/economia/noticia/consumo-de-bacalhau-em-portugal-cresceu-4-ate-outubro-
1676770 (acedido em Janeiro de 2015).

2 Cf. http://www.fao.org/focus/e/fisheries/nutr.ntm (acedido em janeiro de 2014);

3Cf. http://www.fao.org/fishery/topic/12318/en (acedido em janeiro de 2014);

4 Cf. http://www.fao.org/focus/effisheries/nutr.htm (acedido em janeiro de 2014);
http://www.fao.org/fileadmin/user_upload/animalwelfare/Protein_Puzzle_web_1.pdf (acedido em dezembro de
2013).
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Tendo em conta as restricbes na quantidade de pescado disponivel e, paralelamente, a
pressédo do aumento de consumo, manter os alimentos perigosos fora da cadeia alimentar
requer um controlo eficaz. Enquanto a maioria dos paises consegue aplicar um nivel
adequado de inspecao nas suas exportacdes, ha muitos casos em que essa supervisao
ndo abrange as pescas para os consumidores domésticos (Thilsted et al. 2014).

Nos ultimos anos, tem havido muita publicidade sobre os potenciais riscos do consumo de
peixe, relacionados com a presenca de poluentes ou contaminantes. Grande parte das
mensagens foi sensacionalista, mas é certo que existem problemas reais que precisam de
ser enfrentados, ndo apenas relacionados com contaminantes quimicos, mas, também,
com doencas transmitidas por peixes e devidas a falta de higiene e de controlo alimentar
eficaz (Thilsted et al. 2014).

As exigéncias dos consumidores em relacdo ao peixe, tanto a nivel de quantidade como
qualidade tém vindo aumentar nos Ultimos anos. Este facto acarreta, necessariamente,
uma maior necessidade de garantir a seguranca, rastreabilidade e autenticidade deste
produto (Mohanty et al. 2013).

1.2. A IMPORTANCIA ECOLOGICA DO PEIXE

A pesca é uma das atividades humanas que tem um grande impacto nos ecossistemas
marinhos. Por isso, é fundamental a colaboracdo com as autoridades da pesca, a fim de
preservar esses ecossistemas, uma vez que desempenham um papel importante no ciclo
de vida dos organismos marinhos, nomeadamente na sua criacdo, reproducédo e
alimentacdo®. Num ambiente cada vez mais favoravel ao comércio de peixes a nivel global,
a gestao das pescas deve incentivar praticas de pesca sustentaveis e uma industria

eficiente®.

O relatério “Fish to 2030: Prospects for fishery and aquaculture” amplia as projecées de
oferta global, procura e comércio dos peixes e produtos pesqueiros para 2030,
incorporando as previsdes do “Fish to 2020” e os novos desenvolvimentos nos mercados
globais de peixes. Este relatério, publicado pela FAO, com a colaborag&o do Banco Mundial
e o Instituto Internacional de Investigacdo sobre Politicas Alimentares (IFPRI) prevé que,
em 2030, 62% do peixe sera proveniente da aquacultura, com um crescimento mais

acelerado de espécies como a tilapia, a carpa ou o peixe-gato (Bank 2013).

5 Cf. http://www.fao.org/fishery/topic/2889/en (acedido em janeiro de 2014)
6 Cf. http://www.fao.org/fishery/topic/2892/en (acedido em janeiro de 2014)
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Segundo a FAO, 38% de todo o peixe produzido atualmente no mundo é exportado e, em
termos de valor, mais de dois tercos das exportacdes de pescado dos paises em
desenvolvimento destinam-se aos paises mais desenvolvidos. Neste contexto, em que a
China assume um papel importante, por se estar a transformar num importante e crescente
mercado de consumo de peixes, tem-se registado um aumento dos investimentos em
aquacultura, a fim de responder a procura. O mesmo documento prevé que, em 2030, a
Asia venha a representar 70% do consumo mundial de peixe. No sentido contrério, a Africa
vai registar uma diminuicdo do consumo de peixe per capita, de 1% ao ano, desde 2010
até 2030 (Bank 2013).
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1.3. ESPECIES DE PEIXES COM RELEVANCIA ALIMENTAR E COMERCIAL

1.3.1. ESPECIES DE PEIXES MAIS COMERCIALIZADAS

A base de dados relativos a captura mundial da FAO inclui estatisticas para quase 1600
espécies marinhas, sendo que as 23 espécies e géneros cuja captura ultrapassou uma
média anual de meio milhdo de toneladas em 2011 e 2012 (Tabela 1) representam apenas
cerca de 40 por cento do total de captura. Quase dois tercos dessas espécies principais
ndo dependem dos fundos marinhos para viverem, apresentando notérias transformacodes
devidas as alteracbes ambientais. Em varios casos, elas sdo amplamente utilizadas como
matéria-prima na transformacédo em farinha e éleo de peixe, caracterizando-se pelo seu

baixo valor comercial (FAO 2014).

Tabela 1 — Captura Marinha: principais espécies e géneros.

Ranking Nome comum Nome cientifico 2012 Variagao (percentagem
2012 (toneladas)  2003-2012  2011-2012
1 Anchoveta Engraulis ringens 4 692 855 —-24.4 - 43.6
2 Escamudo-do-alasca Ch;z‘ce);"’r‘grrﬁma 3271426 133 2.0
3 Atum-bonito Katsuwonus pelamis 2795 339 28.0 5.7
4 Sardinela Sardinella spp. 2 345038 14.2 0.0
5 Arenque Clupea harengus 1849 969 -56 3.9
6 Cavala Scomber japonicus 1581314 -13.4 -7.8
7 Carapau Decapterus spp. 1441759 0.2 4.2
8 Albacora Thunnus albacares 1352204 -9.8 9.1
9 Biquegggi}?ccglndo- Engraulis japonicus 1296 383 —-31.8 -2.2
10 Chibata Trichiurus lepturus 1235373 -1.1 -1.8
11 Bacalhau do Atlantico Gadus morhua 1114 382 31.3 6.0
12 Sardinha Sardina pilchardus 1019 392 -31 -17
13 Capelim Mallotus villosus 1 006 533 -12.0 17.9
14 Alabote Dosidicus gigas 950 630 136.4 4.9
15 Serra do pacifico Scomberomorus spp 914 591 30.3 -04
16 Cavala Scomber scombrus 910 697 321 -3.7
17 Espadilha Stgir;%i%rgzra 848 466 179.1 —4.4
18 Farolito Acetes japonicus 588 761 8.4 7.0
19 Menhadem-escamudo Brevoortia patronus 578 693 10.8 -72
20 Falso-besugo-doirado Nemipterus spp. 576 487 -94 4.6
21 Anchova er'fcnrgrs"’i‘gc':ﬁj . 489 297 -211 -19.4
22 Carapau-chileno Trachurus murphyi 447 060 —-75.1 —-29.5
23 Sardinha australiana Sardinops caeruleus 364 386 —-425 -43.0
Fonte: Adaptada de FAO, 2014 (Adaptado de State & Fisheries, 2014).
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Em relagdo aos peixes mais comercializados no mundo, a FAO refere diferentes
percentagens de valor total dos produtos comercializados, e estas estdo apresentadas na
tabela 2.

Tabela 2 — Percentagens dos peixes mais comercializados no mundo.

Peixes Percentagem (%)
Camaréao 15
Salméo e Truta 14

Peixes de fundo
(bacalhau, pescada, 10
arinca e escamudo)

Atum 9
Cefalépodes (polvos, lulas 3

e chocos)
Farinha de peixe 3
Oleo de peixe 1

Fonte: Adaptada de FAO, 2015 (http://www.fao.org/news/story/pt/item/214518/icode/).

Pelos dados apresentados pode atestar-se e importancia quer ambiental quer econdmica

do bacalhau como espécie de relevo na alimentacdo humana.

A alteracdo dos habitos de consumo e de pesca, a escala global, tem posto em causa a
sobrevivéncia de algumas espécies. A preservacdo da biodiversidade marinha implica
evitar a captura em épocas de defeso, isto €, quando as espécies piscicolas estdo em
reproducdo ou sdo espécies juvenis. Os produtos do mar apresentam periodos de
abundancia, que correspondem a maturidade das espécies, sendo durante os mesmos que

o consumidor pode adquirir um produto melhor e a precos mais interessantes’.

7Cf. http://www.docapesca.pt/pt/do-mar-ao-prato.html (acedido em junho de 2014).
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1.4. IDENTIFICACAO E AUTENTICACAO DE ESPECIES
1.4.1. IMPORTANCIA DO CONTROLO DE ESPECIES EM PRODUTOS ALIMENTARES

E talvez um reflexo da condicdo humana que a fraude de uma forma ou outra tem

acompanhado as transa¢des comerciais ao longo de muitos séculos.

Em questdes de autenticidade ndo € s6 o consumidor final que sofre, também a industria
de alimentos é cada vez mais atingida e isso pode efetivamente significar a ruina para um

fabricante de alimentos (Ashurst and Dennis 1996).

Normalmente, as questfes de autenticidade de alimentos ndo representam uma ameaca
para a saude publica. No entanto, esta afirmagéo baseia-se fortemente sobre a moralidade
das pessoas envolvidas em atividades ilicitas. Mas podem resultar consequéncias graves,
se alguns fabricantes néo tiverem consideragdo com a satude humana, no intuito de ganhar
dinheiro (Ashurst and Dennis 1996; Scarano and Rao 2014).

Esta questdo da autenticidade €, portanto, de grande importancia para 0s organismos
fiscalizadores que precisam ter conhecimento ndo apenas como surgem o0s problemas,
mas como eles podem ser monitorados e avaliados (Ashurst and Dennis 1996; Scarano
and Rao 2014).

A identificacdo das espécies de peixes constituintes dos produtos alimentares € uma
questdo primordial para a verificacdo da veracidade da rotulagem do produto. Uma das
formas mais comuns de adulteracdo de produtos a base de peixe envolve a substituicao
por outras espécies de menor valor econémico, tendo em vista o aumento do lucro
economico. A legislagcdo, cada vez mais exigente, indica a necessidade de rotular produtos
de peixe com a denominacgdo comercial e cientifica que é regulada pelo regulamento da
Unido Europeia N°.1379/2013, a fim de garantir a rastreabilidade em toda a cadeia e,
assim, evitar possiveis fraudes (Herrero et al. 2010; Lamendin et al. 2015; Pinto et al. 2013).

Foram assim implementadas algumas regulamentacbes para assegurar a informacgéo
completa e correta, garantindo assim a transparéncia do mercado. Como consequéncia,
estes regulamentos exigem o desenvolvimento de ferramentas analiticas para tornar

possivel a distingdo entre espécies estreitamente relacionadas (Mohanty et al. 2013).

A autenticac@o de espécies de peixes € um desafio particularmente dificil uma vez que se
estima que mais de 800 espécies de peixes sdo internacionalmente comercializadas sob
diferentes formas, marcas e preparagbes. Como os precos sao diferentes, dependendo
das preferéncias de produtos de diferentes espécies e de consumo, € importante que 0s

mercados e o ambiente protejam devidamente os consumidores contra praticas dolosas
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que consistem, nomeadamente, em substituir espécies de valor mais alto por outras

espécies semelhantes de menor valor®.

A nivel nacional, a legislagéo alimentar determina genericamente que o rétulo ndo deve
induzir em erro os consumidores, mas o comeércio internacional e o uso de diferentes

produtos com termos semelhantes tornam o sistema de rotulagem bastante complicado®.

Espécies diferentes podem ter o mesmo nome em paises diferentes (ou regiées de um
mesmo pais). Por outro lado, por vezes, a mesma espécie tem nomes diferentes na mesma
lingua, em diferentes locais do préprio pais. Por exemplo, nos paises nérdicos, os
enlatados Sprattus sprattus sao rotulados como sardiner ou ansjos e 0s ndo enlatados sao
chamados de brisling, no entanto, noutros paises, referem-se a sardinha como Sardina
pilchardus e a anchova como da espécie Engraulidae. O nome robalo é muito utilizado no
comércio internacional, mas refere-se a diferentes espécies de varias familias, sendo

mesmo denominado de peixe-gato, podendo originar informacgdo enganosa®.

Por outro lado, as empresas de producédo de alimentos, associagcbes comerciais e, até
mesmo, paises inteiros podem ser protetores de nichos de mercado para determinadas
espécies de peixes e produtos. Isto acontece porque exigem um investimento significativo
na pesquisa e desenvolvimento, publicidade, promocéao e sensibilizacdo dos consumidores
para os atributos reclamados do produto especifico que tentam proteger para a criacao de
tais nichos de mercado. Portanto, as empresas de sucesso, ou 0s paises, ndo aceitam que
outros produtos idénticos usem a mesma denominacao, a mesma publicidade, e também
ndo aceitam a competicdo no mercado. Isto pode ser uma fonte de disputas comerciais
entre paises, de que exemplos recentes mostram que a identificacdo de espécies de peixe
€ um problema recorrente no mundo. Embora esses conflitos envolvam geralmente um
nuamero limitado de paises, tém um impacto direto sobre o comércio internacional de

pescado®.

Os problemas de autenticidade que sao detetados em produtos alimentares com base em
peixe podem dividir-se em quatro grandes categorias: relativamente a origem (origem
geografica ou selvagem/aquicultura); por substituicdo, nomeadamente, de proteinas do
peixe, gordura, a fim de intencionalmente enganar o consumidor; no tratamento, mormente
se um produto congelado é passado a fresco ou um produto irradiado € vendido como ndo
irradiado; e problemas diversos, que ocorrem, por exemplo, quando usados corantes
artificiais que séo referidos como naturais, o uso de conservantes nao é referido no rétulo
ou o nivel de agua adicionada € subdeclarado (Arvanitoyannis et al. 2005). Na tabela 3

estes sdo apresentados de uma forma resumida.

8 Cf. http://www.fao.org/fishery/topic/14807/en (acedido em janeiro de 2014).
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alimentares com base em peixe.

- Quanto a origem geografica

- Quando consta que o produto é

Origem nao é corretamente selvagem, sendo na realidade
assinalada proveniente de aquicultura
Por outras proteinas de - Outras substituicdes, a fim de

Substituicéo

peixe ou por outra gordura

intencionalmente enganar o consumidor

- Congelado a ser passado a

- Produto irradiado vendido como néo

Tratamento . -

fresco irradiado

- Uso de corantes artificiais e - Nivel de agua adicionada que é
Diversos serem identificados como subdeclarado
problemas naturais; ou de conservantes

nao referidos nos rétulos

Fonte: Baseada em informacgé&o de Arvanitoyannis, 2005.

Verifica-se assim que para aumentarem o seu lucro, os fabricantes podem ser tentados a
rotular incorretamente os respetivos produtos alimentares, substituindo espécies por outras
de menor qualidade ou menor valor comercial e/ou adicionando ingredientes de menor
gqualidade nos mesmos (Druml and Cichna-Markl 2014; Herrero et al. 2010; Pinto et al.
2013). Dai a importancia do controlo de espécies e alimentar, por forma a garantir que 0s
consumidores ndo sejam defraudados nas suas escolhas alimentares (Galal-Khallaf et al.
2014). Nos ultimos anos, foram desenvolvidos varios métodos analiticos para a
identificacdo de espécies e controlo da autenticidade de alimentos. Métodos analiticos
especificos e sensiveis sdo necessarios para verificar a conformidade dos alimentos com
a respetiva declaragéo, a fim de proteger os consumidores de praticas fraudulentas. Estes
métodos desempenham, pois, um papel importante, indo desde os métodos fisicos,
alicercados na microscopia, aos métodos baseados no ADN, passando pelas técnicas que
recorrem a analise de proteinas (Druml and Cichna-Markl 2014; Galal-Khallaf et al. 2014;
Scarano and Rao 2014).
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1.4.2. AUTENTICIDADE DO BACALHAU (Gadus spp.)

O futuro do bacalhau em Portugal esteve em discussdo num encontro onde reuniu
produtores, importadores e exportadores de bacalhau, representantes da distribuicdo
(retalho) e de outras empresas norueguesas ligadas a pesca e ao processamento de
bacalhau. Durante o evento foram analisados dados concretos sobre a situagéo atual dos
recursos, quotas, dados estatisticos sobre o consumo de bacalhau em Portugal durante o
ano de 2013 e as respetivas previsdes do consumo para os dois anos seguintes. Da andlise
disponivel, concluiu-se que em Portugal no ano 2013 o bacalhau vendido através de retalho
foi de 58 000 toneladas, o que resultou num aumento total de 11,4%. Devido ao
crescimento da procura de bacalhau seco salgado, este teve um aumento de 14,7%,
enquanto que a diminuigdo da procura do demolhado / ultracongelado, verificou-se um
decréscimo de 9%. Apesar das elevadas quotas de pesca de bacalhau do ano 2013,

segundo as previsdes cientificas, estas irdo normalizar no decorrer dos préximos anos®.

O Bacalhau do Atlantico (Gadus morhua, figural) € um
dos peixes mais consumidos em varios paises

europeus, assumindo uma especial importancia em

Portugal, quer pela quantidade consumida quer pela

importancia gastrondmica e mesmo cultural. Como o

Figura 1 — Gadus morhua.

consumo mundial aumentou, houve entdo a diminuicdo

nas capturas, e como consequéncia, provocou uma escassez desta espécie, como se pode
observar na figura 2. As razes por esta escassez ou diminuicdo da captura deve-se ao
aumento do consumo em todo o mundo desta espécie e aos seus altos niveis de
exploragdo. Como existiu uma queda de volume das existéncias do bacalhau do Atlantico,
a Unido Internacional para a Conservacdo da Natureza (IUCN) e a Convencéo para a
Protec&o do Ambiente Marinho do Nordeste Atlantico (OSPAR) incluiu esta espécie na lista
vermelha como uma espécie vulnerdvel com estatuto de ameacada
(http://www.greenpeace.org/portugal/pt/O-que-fazemos/Campanha-Dos-Oceanos-
Mercados-em-Portugal/lista-vermelha/). Esta situagcdo trouxe a procura e captura de
espécies alternativas, aumentando o seu numero no mercado para assim atender a
demanda dos consumidores. Neste contexto, a comercializagéo de diferentes espécies de
peixes, apresentando caracteristicas organoléticas e morfolégicas semelhantes, como se

fossem Gadus morhua, é uma pratica muito tentadora para 0s comerciantes sem

9Cf.http://mww.mardanoruega.com/Articles/Portugal/Saiba-mais/Artigos/O-Futuro-do-Bacalhau-volta-a-ser-
tema-de-discuss%C3%A30-em-Portugal (acedido em junho de 2015).
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escrupulos. Além disso, o aumento dos produtos transformados e a existéncia de um
mercado global, pode levar a substituicdes de espécies liberalmente ou acidentalmente.
Alguns exemplos de substitutos para o bacalhau do atlantico sdo o bacalhau do Pacifico
(Gadus macrocephalus), bacalhau da Gronelandia (Gadus ogac), maruca (Molva molva),
juliana (Pollachius pollachius), escamudo (Pollachius virens), arinca (Melanogrammus
aeglefinus), paloco do Alasca (Theragra chalcogramma ou Gadus chalcogrammus),
verdinho (Micromesistius poutassou), pescada (Merluccius spp), e badejo (Merlangius
merlangius) (Herrero et al. 2010; Lago and Vieites 2012; Pinto et al. 2013).

6M

4M

il

N | "“I“"I“|||||II||||II|||||||||||II|
1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010

[- Gadus morhua ]

Figura 2 - Producdo mundial de captura da espécie Gadus morhua (Adaptado de

http://www.fao.org/fishery/species/2218/en).

O bacalhau da espécie Gadus morhua € pescado na zona da FAO 27 (figura 7) e tem
origem no Atlantico Nordeste. E dos peixes mais nobres pescados na Noruega e na

Islandia. Este Bacalhau podera também aparecer identificado como Bacalhau do Atlantico.

E comercializado fresco, refrigerado ou congelado, inteiro ou como filetes, secos e
salgados, secos e sem sal, em salmoura ou fumados. Outros produtos obtidos a partir do
bacalhau sédo caras de bacalhau salgadas, linguas de bacalhau em salmoura, 6leo de

figado, entre outros?.

Em Portugal as espécies de gadoides mais comercializados e simultaneamente os mais
provaveis substitutos para o bacalhau do Atlantico (G. morhua) séo o bacalhau do Pacifico

(G. macrocephalus) e o paloco do Alasca (Theragra chalcogramma ou G. chalcogrammus).

10Cf.http://correiogourmand.com.br/inf0_03_dicionarios_gastronomicos_alimentos_carnes_pes.cados_peixe_b
acalhau_06_os_tipos.htm_(acedido em Fevereiro de 2015).
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Por isto, houve entdo um aumento nas capturas destas espécies, como se pode observar

nas figuras 3 e 4.

750k
500k
. J—
1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010
[. Gadus macrocephalus J
Figura 3 - Producéo mundial de captura da espécie Gadus macrocephalus (Adaptado de
http://www.fao.og/fishery/species/3011/en).
7.5M
5M :
oM _------Illl..IIIIIII I
1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010

[. Theragra chalcogramma ]

Figura 4 - Producéo mundial de captura da espécie Gadus chalcogrammus

(http://www.fao.org/fishery/species/3017/en).
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O bacalhau da espécie Gadus macrocephalus
(Bacalhau do Pacifico, figura 5) ordem dos
Gadiformes, familia Gadidae e género Pollachius,

pode ser encontrado com alguma frequéncia tanto

Figura 5 — Gadus macrocephalus.

em Portugal como no Brasil. E um peixe de menor
gualidade, mas é mais branco que o Bacalhau do Atlantico e ndo apresenta uma textura,
nem sabor a que as pessoas estdo habituadas. Houve uns anos em que o consumo do
Bacalhau do Pacifico foi elevado, pois o0 seu preco era baixo comparativamente com o do

Atlantico.

O Theragra chalcogramma (figura 6), ordem dos

Gadiformes, familia Gadidae, género Theragra mais

conhecido como paloco, € um parente bastante mais
econémico do Bacalhau, sendo que o mesmo é _
Figura 6 — Gadus chalcogrammus.

pescado tanto na zona do Alasca como nas zonas da

Russia e China. Atualmente é classificado no género Gadus, espécie G. chalcogrammus.
E um peixe de tamanho pequeno, e aparece normalmente no formato de migas, como
substituto as migas de bacalhau. Em Portugal e no Brasil é facil de encontrar, a maioria
importado da China, com uma variabilidade enorme em termos de qualidade. Em Portugal,
os desfiados de paloco aparecem com frequéncia mal identificados em termos de
rotulagem, pois € muito vendido como paloco do Alaska, pescado na zona FAO 67 (figura
7), mas sdo importados da China e pescados em maioria na zona FAO 61 (figura 7).
Gastronomicamente o paloco é mais macio, magro, de sabor suave, de cor branca e é
considerado um peixe de alta qualidade. E muito usado na culinéria coreana, japonesa e

russa'?.

Como referido, estas duas espécies apresentam caracteristicas morfolégicas semelhantes
ao bacalhau do Atlantico (mais escasso e de maior valor gastronémico) pelo que sao
aquelas que mais frequentemente sdo usadas na substituicdo fraudulenta nobre G.
morhua. Desta forma, o desenvolvimento de metodologias para a autenticacdo de
bacalhaus, com um maior foco na substituicdo da espécie G. morhua, deve focar estas

referidas espécies.

11Cf.http://(:orreiogourmand.com.br/im‘o_03_dicionarios_gastronomicos_alimentos_carnes_pescados_peixe_b
acalhau_06_os_tipos.htm (acedido em Fevereiro de 2015).
12Cf.http://correiogourmand.com.br/info_03_dicionarios_gastronomicos_alimentos_carnes_pescados_peixe_b
acalhau_06_os_tipos.htm (acedido em Fevereiro de 2015).
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Figura 7 — Mapa das zonas de pesca da FAO (Adaptado de http://www.fao.org/fishery/area/search/en).

1.4.3. METODOLOGIAS PARA A IDENTIFICACAO DE ESPECIES DE PEIXES

A identificacdo das espécies é atualmente realizada recorrendo a diversas metodologias,
sendo 0 mais comum aquele que se baseia nas caracteristicas morfolégicas destas. No
entanto, alguns tipos de produtos processados ndo podem ser identificados por métodos
convencionais, como € o caso dos filetes de peixe e peixe desfiado, uma vez que as suas
caracteristicas morfolégicas sdo removidas durante o processo de filetagem, dificultando a
identificacdo da espécie da qual sdo provenientes (Alves da Silva et al. 2012). Para além
disso a identificacao morfolégica é bastante subjetiva no caso da necessidade de distingao
de espécies morfologicamente similares (como € o caso de algumas espécies do género
Gadus). Pelas razbes anteriormente apresentadas, a certificacdo de autenticidade de
peixes processados necessita usualmente da aplicacdo de ferramentas mais avancadas
como as que recorrem a marcadores moleculares quer baseados na analise de proteinas

guer nos polimorfismos a nivel do ADN (Carvalho et al. 2009).

Os primeiros métodos de identificacdo baseados em eletroforese de proteinas foram
reconhecidos como métodos oficiais para identificacdo de espécies em peixes
processados. No entanto, o facto de as proteinas serem estaveis em produtos frescos e
congelados, mas desnaturadas e danificadas por calor ou processo de salga, torna tal
metodologia inadequada para identificagdo de produtos de peixes fumados e enlatados
(Wong and Hanner 2008).
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A utilizacdo de marcadores moleculares visa evitar essa e outras dificuldades do mesmo
tipo pois estes marcadores sao relativamente estaveis a temperatura e ndo se alteram por
influéncia ambiental, isto porque, as diferengas encontradas nas sequéncias de ADN séo
fixadas no momento da fertilizagédo, o que ndo se verifica nos marcadores morfologicos e

proteicos (aloenzimas e isoenzimas) (Hilsdorf and Krieger).

Desde a década de 60 do século passado que se utilizam marcadores morfolégicos e
proteicos no estudo da variabilidade populacional de peixes. Com o passar dos anos, as
técnicas de biologia molecular foram evoluindo, tendo vindo a ser localizados diversos
marcadores nas regides do genoma mitocondrial e nuclear, uma vez que havia
caracteristicas morfoldgicas que ndo estavam presentes e tornava-se necessario recorrer
a outros métodos de identificagcdo, como a analise molecular através do ADN (Hilsdorf and

Krieger).

Os marcadores moleculares sé&o desenvolvidos ndo s6 com o objetivo da verificacdo de
autenticidade mas também para o estudo de populagfes de peixe com diferentes objetivos,
nomeadamente para: identificagdo de hibridos e espécies, estabelecimento de relagbes
filogenéticas, estimativa do tamanho efetivo de populacdes, identificagdo de populacdes-
chave para conservacao de recursos genéticos, determinacdo genética do impacto da
introducé@o de populagdes e peixes cultivados em uma determinada area. Os marcadores
desenvolvidos com o0s objetivos anteriores podem por vezes ser adaptados para
marcadores de autenticidade usados na certificacdo de produtos processados (Wong and
Hanner 2008) facto que disponibiliza um variado leque de marcadores disponiveis

seguidamente descritos.

1.4.3.1. MARCADORES MOLECULARES CLASSICOS: PROTEINAS E ADN

Os marcadores moleculares mais utilizados nas ultimas duas décadas podem dividir-.se
essencialmente em marcadores baseados no polimorfismo de proteinas (essencialmente
enzimas) e marcadores baseados na variabilidade da sequéncia de determinadas regides

genéticas.

Os marcadores proteicos mais frequentes sdo as isoenzimas que podem ser definidas
como um grupo de multiplas formas moleculares de uma enzima, que resulta de variagdes
dos genes codificadores. Tém como vantagens o baixo custo, a facilidade na obtencao de
marcadores genéticos codominantes e o facto de se tratar de um método rapido e de facil

execucdo. O baixo numero dos sistemas enziméticos polimérficos constitui todavia uma
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desvantagem quando se pretende identificar um grande nimero de espécies como no caso

dos peixes (Faleiro 2007)

Testes de autenticidade sdo muitas vezes confrontados com o problema dos elevados
custos e fiabilidade da técnica para a identificacdo de espécies. As isoenzimas mostraram
ser uma técnica rapida e util para avaliar a homogeneidade de espécies de peixes de
bacalhau processados (Sussi et al. 2002)e espécies afins, como exemplo, a pescada, o
verdinho, e o paloco (Pifieiro et al. 2000). Mesmo que, por vezes, esta técnica ndo seja
sensivel o suficiente, muitos autores descrevem-na com sucesso para analise de diferentes

espécies de peixes marinhos (Lo Brutto et al. 1998).

Com o avanco das tecnologias modernas da Biologia Molecular, surgiram varios tipos de
marcadores moleculares que detetam o polimorfismo genético diretamente no ADN, ou
seja, possibilitam identificar as regides do genoma que contém diferencas genéticas entre
individuos e populacdes (Faleiro 2007). Os métodos baseados na andlise de ADN
desempenham um papel cada vez maior no controlo da segurancga alimentar e na detecao

de adulteragdes em alimentos (Druml and Cichna-Markl 2014).

Estes dltimos tém vindo a ser aplicados na identificagdo de uma grande variedade de
espécies de peixes (Hubalkova et al. 2008), dado permitirem a avaliagdo das relacbes
filogenéticas entre espécies, géneros, familias e populacdes. Tém como principal
vantagem ndo sofrerem influéncia ambiental, ou seja, as diferencas encontradas nas
sequéncias de ADN ndo séo alteradas pela acdo do ambiente, como nos marcadores
morfolégicos e nos proteicos (aloenzimas e isoenzimas), pois séo fixadas no momento da
fertilizagdo, mantidos durante a vida do animal e enquanto os tecidos e células ndo forem

sujeitos a processos capazes de degradar completamente o ADN.

Como desvantagem, destaca-se a necessidade de equipamentos e técnicas mais

complexas, sendo estes também mais dispendiosos (Hilsdorf 2010).

O desenvolvimento da técnica da reagdo em cadeia da polimerase — PCR, foi uma
referéncia importante para o aperfeicoamento e a globalizagdo do uso de marcadores
moleculares. Isto, porque a identificagdo de espécies baseada no ADN consiste na
amplificacao especifica de um ou mais fragmentos de ADN por meio de reacdo em cadeia
da polimerase (PCR), o que permite a multiplicagcdo exponencial da regido do marcador
possibilitando a analise com quantidades diminutas de matriz ou mesmo em matrizes algo
degradadas (Mafra et al. 2007).

Estudos genéticos em populagBes de peixes, que implicam a comparacao das diferencas
a nivel da sequéncia de algumas regifes gendmicas, tém sido realizados utilizando

marcadores proteicos como aloenzimas/isoenzimas (Faleiro 2007; Hilsdorf 2010) e
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moleculares, como RAPD (polimorfismo de DNA amplificado ao acaso) (Faleiro 2007;
Hubalkova et al. 2008; Semagn et al. 2006), SPAR (reacdo de amplificagdo com primer
Unico) (Faleiro 2007; Hilsdorf 2010), RFLP (polimorfismo de comprimento de fragmentos
de restrigdo) (Calo-Mata et al. 2003; Dudu et al. 2011; Faleiro 2007; Hubalkova et al. 2008;
Mafra et al. 2007; Rasmussen Hellberg et al. 2010; Rehbein 2007; Scarano and Rao 2014;
Semagn et al. 2006), AFLP (polimorfismo de comprimento de fragmentos amplificados)
(Faleiro 2007; Semagn et al. 2006), VNTR (numero variavel de repeticbes em série —
minissatélites) (Faleiro 2007; Hilsdorf 2010), STR (repeticGes curtas em série) (Dantas and
Nodari; Faleiro 2007; Hilsdorf 2010) e SNP (Faleiro 2007; Scarano and Rao 2014; Semagn
et al. 2006).

Um dos primeiros marcadores moleculares de ADN utilizados na identificagdo de peixes
foram os RFLPs (figura 8). Caracterizam-se por serem fragmentos de ADN obtidos pela
digestédo do extrato com enzimas de restricdo, separados por eletroforese, e visualizados
por meio de hibridizacdo com sondas de sequéncias homologas marcadas com
radioatividade ou fluorescéncia. As vantagens associam-se a alta reprodutibilidade dos
marcadores e a sua codominancia; e ao facto de ndo ser necessario o prévio conhecimento
das sequéncias em analise enquanto que as principais desvantagens residem no facto de
este marcador ser mais trabalhoso, demorado e dispendioso, a necessidade de sondas
especificas para a hibridizagcéo e a grande exigéncia na quantidade e qualidade de ADN a
ser analisado (Faleiro 2007; Scarano and Rao 2014).

DMNA molecule Restriction DNA Separation by
fragrrlem' Gel Electrophoresis e
— /f-‘-\ — o Nitrocellubose SPaper
= paper, / towels
SO - \
Vo N |
Ny
Sponge %
Detect Probe Label with Specific DNA Blot « R g
(on X-Ray film) DNA Probe Me ,,,|.,'.,,‘ Alkaline -
1 1 solution
| —

-— rems mma- S e
3 -

Figura 8 - Esquema das diferentes etapas da técnica de polimorfismo de tamanho de fragmentos de restricdo
(RFLP) (Adaptado de (Semagn et al. 2006)).
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Os RFLPs sao utilizados para diferentes espécies de peixe, como bacalhau do Atlantico,
paloco, arinca (Calo-Mata et al. 2003), salmonideos (Dudu et al. 2011), linguado, peixe
vermelho, salmdo, atum, enguia, pescada, badejo, truta arco — iris, verdinho, entre outros
(Hubalkova et al. 2008; Mafra et al. 2007; Rasmussen Hellberg et al. 2010; Rehbein 2007).

Estes marcadores foram eficientes para a diferenciacdo da pescada e de outras espécies
gadoid, pois fazem a analise com varias combinagdes de enzimas de restricdo. Além disso,
ndo requerem o uso de padrdes de referéncia comerciais, ao contrario das técnicas

baseadas na andlise de proteinas (Hubalkova et al. 2008).

Alguns autores descrevem este método como simples, baseando-se na técnica de PCR-
RFLP para a diferenciacdo de diferentes espécies de peixes, tais como, salméo, atum e
enguia. No entanto, quando se considera a diferenciagdo de uma determinada espécie
numa mistura de espécies, os autores recomendam o uso de primers especificos para cada
espécie. Este procedimento tem sido bastante utilizado em peixes e mariscos, para a
investigacdo da sua autenticidade, pois € um dos métodos mais comuns, rapidos,
reprodutiveis e robustos que oferece sobre outras técnicas. Mas este método continua a
conter um certo numero de inconvenientes e uma grande desvantagem € a possibilidade
de variagdo intra-espécie, em que os individuos das mesmas espécies exibem diferentes
padrdes de restricdo devido a degenerescéncia no fragmento de ADN a ser analisada
(Rasmussen and Morrissey 2008).

Os RAPDs (figura 9) sdo fragmentos de ADN amplificados pela reagdo em cadeia da
polimerase (PCR), utilizando primers curtos de sequéncia aleatoria que hibridam em
diversos pontos do genoma. Estes tém como vantagens a facilidade e rapidez na obtencédo
dos marcadores, a necessidade de quantidades minimas de ADN e a generalizacdo das
analises. Com estes marcadores, pode-se trabalhar com qualquer espécie (por exemplo,
pescada, verdinho, bacalhau do Atlantico, badejo, entre outros) (Hubalkova et al. 2008),
uma vez que nao existe a necessidade de conhecimento prévio de dados de sequéncia de
ADN para a construcao dos primers utilizados. A sua desvantagem prende-se com a baixa
reprodutibilidade, devida a sensibilidade da técnica as condi¢cdes experimentais (Faleiro
2007).
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Figura 9 - Desenho esquematico de condicdes de reagdo para ADN polimorfico amplificado ao acaso (RAPD)
(Adaptado de (Semagn et al. 2006)).

Nos ultimos anos, um namero de plantas, micrébios e diferentes espécies de animais foram
caracterizados por andlise RAPD. Estes marcadores também auxiliaram ao estudo da
diversidade genética de espécies recém-descobertas ou modificados. Tornaram-se uma
ferramenta comum e eficiente para a analise molecular ou caracterizacdo genética de

diferentes espécies (Fu et al. 2015).

Os marcadores AFLPs (figura 10) sdo fragmentos de ADN (80 a 500 pb) obtidos com a
digestdo do ADN com enzimas de restricdo, seguidos da ligacdo de oligonucleotideos

adaptados e da amplificacéo seletiva dos fragmentos via PCR.
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Figura 10 - Passos em analise AFLP (Adaptado de (Semagn et al. 2006)).

Com estes marcadores, ndo € necessario o conhecimento prévio de dados de sequéncia
de ADN para a construcdo dos primers utilizados, mas a criacdo de grande ndimero de
polimorfismos por reacao salienta-se como uma vantagem. O alto custo, as varias etapas
e reagentes necessarios a obtencdo dos marcadores sdo algumas das desvantagens

(Faleiro 2007).

Embora a andlise de AFLP tem sido extensivamente utilizada para a pesquisa genética
envolvendo plantas, fungos e bactérias, tem sido testada para um uso limitado na pesquisa
de animais. Os marcadores AFLP foram desenvolvidos por algumas espécies aquaticas,

incluindo o peixe-gato, ostras, truta e atum. Estes ainda n&o foram muito explorados na

21

Autenticacéo de bacalhau processado (Gadus spp.) por andlise de fus&o de alta resolu¢do de fragmentos de ADN (HRMA)



Introducéo e Objetivos

investigacdo de fraudes de peixe porque sdo relativamente demorados e ndo sao
adaptados para aplicagbes de larga escala. Para superar esses contratempos, 0s
pesquisadores utilizaram a andlise com AFLP em truta arco-iris para desenvolver um
marcador especifico da espécie. Os primers foram desenhados para amplificarem um
segmento desse marcador, que permitiu assim, a diferenciacdo da truta arco-iris e do
salmédo do Atlantico. Sendo assim, permitiu a confiabilidade e a facilidade do método para
aplicagbes em detecdo de fraude comercial (Rasmussen and Morrissey 2008).

SSRs (Simple Sequence Repeats), STR (Short tandem repeats) ou marcadores
microssatélite (figura 11) sdo sequéncias de 1 a 6 nucleotideos que se repetem no genoma
de eucariotas. Estes marcadores SSRs baseiam-se no uso de primers que através da
reacdo de PCR amplificam estas regides e apos separacdo dos fragmentos amplificados
as variacdes de tamanho sdo detetadas. Estes marcadores tém vantagens em relacdo aos
RFLPs como serem baseados em PCR, de menor custo e menos trabalhosos.
Microssatélites sdo um sub grupo dos marcadores VNTRs (Variable Number Tandem
Repeats) que incluem também os marcadores do tipo minissatélite cujo bloco repetitivo
contém mais que 6 nucle6tidos (Dantas and Nodari). Os microssatélites sdo marcadores
relativamente curtos caracteristica que permite que amostras e quantidades minimas de

ADN, ou com alto grau de degradacgéo, possam ser tipadas (Dantas and Nodari).

i wp ) ) ) )
rarapapap dm—

iy ) ) mp mp ) mp
- aaaaa@m

=&
- A

unique flanking regions

Figura 11 — Desenho esquemético de marcadores SSR. Os segmentos a azul indicam fragmentos
repetitivos cujo nimero varia em diferentes individuos e as setas pretas os primers para amplificacdo da
zona de repeticdo (Adaptado de

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/genome/probe/doc/TechSTS.shtml)
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Os ensaios com SSRs sdo mais robustos do que com RAPDs e mais versateis do que com
AFLPs. Foram feitos estudos para a analise genética de duas espécies de carpa, Cyprinus
carpio L. e Ctenopharyngodon idella, sendo utilizados os marcadores SSRs em conjunto
com os AFLPs, pois a carpa € um peixe importante para a aquacultura.

Os marcadores SSRs ou microssatélites tém sido considerados como um dos marcadores
moleculares eficientes que fornecem informacg&o genética devido a sua codominancia, alta
taxa de mutagdo e apresentam alto polimorfismo. O desenvolvimento de marcadores
microssatélites exigia um dispendioso esforco técnico, com procedimentos caros e
demorados. Entretanto com os avancos da tecnologia, apareceram métodos mais
eficientes e de baixo custo para desenvolver marcadores moleculares para espécies que

nao possuam dados disponiveis (Liu et al. 2011; Tavares et al. 2014).

Em relacdo aos marcadores SNPs (figura 12), estes séo utilizados para identificar
mutagdes em apenas um Unico nucleotideo constituindo fontes abundantes de variagéo
genética. O polimorfismo de sequéncia nucleotidica (SNP) é relevante para estudos
filogenéticos de evolugdo dentro da espécie, no mapeamento genético e na diferenciacdo
de alelos do mesmo gene. Em comparag¢do com outros marcadores, tem como vantagem
a possibilidade de detecdo de grande quantidade de polimorfismos entre alelos de
determinado gene; como desvantagens, salienta-se a necessidade de conhecimento
prévio da sequéncia do gene de interesse e o custo da técnica envolvida nas etapas
inerentes a sequenciacdo dos diferentes fragmentos do ADN de interesse. A elevada
variabilidade dos marcadores SNP permitem, por exemplo, distinguir individuos originarios
de diferentes populagfes tendo grande importancia no controlo ecoldgico destas (Faleiro
2007; Scarano and Rao 2014).

A / \z\

Figura 12 - SNP descoberta por um alinhamento de tracos de sequéncia obtida a partir de sequenciac¢ao

direta de produtos de PCR gendmicas (Adaptado de (Semagn et al. 2006)).
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A tabela 4 sintetiza as vantagens e desvantagens dos varios tipos de marcadores

moleculares referidos anteriormente.

Tabela 4 — Vantagens e desvantagens dos diversos marcadores moleculares usados

para a identificacdo de peixes

Marcadores  Vantagens Desvantagens

) - Baixo custo ) . ) o
Isoenzimas - Baixo nimero dos sistemas enziméticos

- Fé&cil e rapido
- Necessidade de quantidades minimas de

ADN - Baixa reprodutibilidade
- Fé&cil e rapido

RAPD
- Generalizagao das analises
. - Sensivel
- Trabalha-se com qualquer espécie
SPAR ;)r,ié‘r:weprhflcagao via PCR utilizando um unico Conhecimento prévio da sequéncia
- Demorado e caro
RFLP - Alta reprodutibilidade - Necessidade de sondas especificas
- Necessidade de grandes quantidades de
ADN
- Né&o € necessario o conhecimento prévio Custo elevado
da sequéncia
AFLP o .
- Criagdo de grande numero de ;i ac5 de varias etapas
polimorfismos & P
SNP - Possibilidade da detecio de grande — Conhecimento prévio da sequéncia

namero de polimorfismos - Custo elevado

Fonte: Baseada em informagé&o de Faleiro, n.d..

Os marcadores mencionados utilizam geralmente as informagdes contidas no genoma
nuclear. Contudo, o polimorfismo encontrado no ADN mitocondrial, bem como as suas
caracteristicas genéticas (heranca materna, genoma haploide, auséncia de recombinacéo,
sensibilidade aos efeitos da origem genética e alta taxa evolutiva) fizeram deste genoma
uma excelente fonte de informagfes genéticas para estudos taxondmicos e populacionais
(Hilsdorf 2010). Embora o ADN nuclear (nDNA) e o ADN mitocondrial (mtDNA) possam
ambos servir na identificagdo de espécies, a analise do ADN mitocondrial oferece inUmeras

vantagens relativamente a identificagdo de ADN nuclear (Cawthorn et al. 2011).

Assim, o genoma mitocondrial tém sido recentemente alvo de desenvolvimento de
marcadores moleculares ndo so pelas vantagens apresentadas mas também pelo facto de
existir num elevado numero de copias em cada célula correspondente ao elevado nimero
de mitocondrias presentes. Este facto permite uma maior sensibilidade nas metodologias,

nomeadamente nas utilizadas na autenticacdo de alimentos processados, pois o maior
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namero de cépias das regides alvo esta diretamente relacionado com a quantidade de
fragmentos amplificados obtidos ap6s a reagédo de PCR (Hilsdorf 2010).

Todos os marcadores anteriormente referidos utilizam a eletroforese em gel para
finalizacdo da identificacdo de espécies, o que comporta alguns inconvenientes, como a
mao-de-obra intensiva, a grande quantidade de tempo despendido, a sua baixa
sensibilidade para a dete¢céo de quantidades residuais de ADN e uma grande probabilidade
de contaminacgdo cruzada (Bréchon et al. 2013).

Surgiram assim novas estratégias para a autenticacao de espécies em alimentos tentando
contornar os inconvenientes anteriormente referidos. A sequenciacdo de fragmentos
amplificados altamente polimorficos e a utilizagdo da técnica de analise de fusédo (HRMA —
High Resolution Melting Analysis) na discriminagdo destes fragmentos s&o duas
metodologias atualmente em desenvolvimentos e que serdo descritas seguidamente pela
sua importancia na autenticagdo de alimentos por métodos moleculares recentemente

desenvolvidos.

1.4.3.2. SEQUENCIACAO DE REGIOES DO ADN BARCODING

Apesar do consideravel nimero de marcadores moleculares que tém sido usados para a
discriminacdo de espécies de peixes, a sequenciacdo de regides especificas e altamente
variaveis entre espécies assume cada vez maior importancia como técnica de referéncia
de alta precisdo. A comunidade cientifica tem desenvolvido esforcos no sentido de
uniformizar as regides gendmicas usadas para a identificacdo de espécies. Estes
resultaram na definicdo de algumas zonas no genoma contendo simultaneamente zonas
altamente polimorficas e zonas razoavelmente conservadas (num grande leque
taxondémico) que permitem a utilizacdo de primers universais ou pelo menos dedicados a
grandes grupos taxonomicos. A estas regides chamaram-se ADN barcodes a sua utiliza¢éo
tem-se generalizado em todas as areas da ciéncia que necessitem de discriminar espécies
(Ederal et al. 2013; Galimberti et al. 2013).

ADN barcoding é assim um método usado, entre outras aplicacdes, com a finalidade de
identificar e discriminar espécies (Galal-Khallaf et al. 2014; Kalivas et al. 2014). Trata-se
de um sistema recente, criado para proporcionar rapidas e precisas identificacbes de
espécies, através da sequenciacdo de segmentos relativamente curtos de genes (Ederal
et al. 2013; Hebert and Gregory 2005; Kim et al. 2010), ou seja, € um sistema de base
molecular que permite aos cientistas identificar espécies, através da comparacdo de

sequéncias no ADN da amostra, obtidas por sequenciacéo laboratorial, com as sequéncias

25

Autenticacéo de bacalhau processado (Gadus spp.) por andlise de fus&o de alta resolu¢do de fragmentos de ADN (HRMA)



Introducéo e Objetivos

de referéncia presentes em bases de dados. O seu sucesso depende da variabilidade
molecular entre espécies e da disponibilidade de repositdrios de sequéncias de referéncia
(sequéncias de ADN de espécies conhecidas) de alta qualidade (Galimberti et al. 2013).

O ADN barcoding veio também acelerar o ritmo da descoberta de novas espécies,
permitindo que os taxonomistas as classifiquem rapidamente e que evidenciem diferentes
caracteristicas que possam representar novas espécies (Hebert and Gregory 2005;
Scarano and Rao 2014).

Devido a elevada variacdo entre espécies e a baixa variacao intra-espécies, o gene mtDNA
mais comum e mais utilizado nas pesquisas de identificacdo de espécies tem sido o cyt b.
Recentemente, foi desenvolvido e introduzido como uma ferramenta taxonémica para
identificacdo de animais um sistema de identificacdo baseado na regido do citocromo c
oxidase subunidade | (COI). Portanto, este sistema de identificagdo baseado na regido COI
tem sido utilizado com sucesso como uma ferramenta confidvel e universal para a
identificac@o de espécies. O gene COI tem duas vantagens importantes, em primeiro lugar
0S primers universais utilizados para este gene sao muito robustos, permitindo assim a
recuperacao final de mais de 50 representantes de filos animais e em segundo lugar, o COI
parece ter uma maior amplitude de sinal filogenético do que qualquer outro gene
mitocondrial. Com isto, alguns autores, referiram que uma sequéncia de um gene Unico
seria suficiente para diferenciar todos, ou pelo menos, a grande maioria de espécies
animais utilizando o gene mitocondrial do ADN citocromo-oxidase da subunidade | (COI)
como um sistema global para a identificacdo de animais. A sequéncia € comparada a um
codigo de barras (DNA barcoding), com espécies que estdo a ser delineadas por uma
sequéncia particular ou por um conjunto apertado de sequéncias muito semelhantes (Galal-
Khallaf et al. 2014).

A sua utilidade como técnica de autenticacdo de alimentos, particularmente de peixes, é
evidente e apresenta inUmeras vantagens pois pode ser utilizada para identificar espécies,
com alta precisédo, em peixe inteiro, filetes, barbatanas, peixe juvenil, ovos ou fragmentos
de tecidos (Hanner et al. 2011). Dai que tenha evoluido recentemente como um

instrumento molecular rapido e confiavel na identificacdo de espécies (Geiger et al. 2014).

Varios genes tém sido estudados como possiveis regido barcoding para os grandes grupos
taxondmicos das plantas, fungos, animais, etc., tendo a comunidade cientifica chegado a
acordo na definicdo de um gene ou grupos de genes como regides barcoding para cada

um desses grupos.
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No caso dos animais varios estudos tém confirmado que, aproximadamente, 650 pb da
regido 5’ da citocromo C oxidase subunidade | (COIl) (Galal-Khallaf et al. 2014) pode ser
usado como um codigo de barras de ADN para identificar a maioria das espécies de
animais, ou seja, € como um sistema universal de identificacdo adequado para estas
espécies (Cawthorn et al. 2011; Holmes et al. 2009; Keskin and Atar 2013; Kim et al. 2010;
Lakra et al. 2011; Rasmussen Hellberg et al. 2010; Ribeiro et al. 2012; Wong and Hanner
2008).

O citocromo C oxidase | (COIl) tem duas vantagens importantes: em primeiro lugar, os
primers universais para este gene sao muito robustos, permitindo no final a recuperacéo
da maioria, se ndo de todos, dos filos animais; em segundo lugar, o gene COI tem uma
maior gama de sinal filogenético do que qualquer outro gene mitocondrial (Hebert et al.
2003). Varios autores demonstraram que o gene COIl é o apropriado para discriminar a
diversidade de espécies em todo o filo animal, tendo vindo a ser utilizado para peixes
marinhos e de agua doce (Lakra et al. 2011). A utilizacdo deste gene ira também fornecer
uma solugdo confiavel, de custo eficaz e acessivel para o problema atual de identificacdo
de espécies (Hebert et al. 2003). Esta regido do gene citocromo ¢ oxidase subunidade 1
(cox1 ou COI) tem tido utilidade para a identificacdo de espécies de animais e para a
descoberta de novas espécies. Varios estudos destacaram o poder de resolugcédo desta
abordagem em varios grupos de animais, como aves, peixes, buzios, aranhas e répteis.
Além de outros marcadores mitocondriais, o Citocromo b também sido usado, quer pela
sua utilidade na filogenia ou para complementar o COl em c6digo de barras de ADN, pois
tem sido sugerido como um marcador para determinar espécies fronteiras. Em anfibios e
genes de moluscos, tem sido proposto como marcador de ADN barcoding,
complementando o COI (Sarri et al. 2014).

Nos ultimos anos, o ADN barcoding foi obtido para mais de 6000 espécies de peixes (Lakra
et al. 2011). Hoje em dia, estdo bem estabelecidos os critérios de um marcador para a sua
aplicabilidade universal: um marcador genético precisa de ser suficientemente variavel
para discriminar diferentes espécies, ser menos variavel dentro das espécies, ter locais
suficientemente conservados para permitir uma amplificacdo confiavel, trazer informacgéo
filogenética suficiente, produzir resultados reprodutiveis em condi¢cbes de laboratorio
variaveis e possibilitar o alinhamento de sequéncias entre espécies de diferentes taxa
(Sarri et al. 2014).

Esta estratégia tem sido particularmente aplicada para a construcéo de base de dados de
sequéncias barcoding para espécies de peixes. Varias base de dados dedicadas a peixes
tém sido publicadas sendo a mais importante a FISH-BIO (www.fishbol.org), para além das

bases de dados generalistas como o GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/)
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onde também estdo depositadas sequéncias de regibes barcoding e a base de dados
BOLDSYSTEMS (http://www.boldsystems.org/) de milhares de espécies, continuamente
atualizadas e acessiveis ao publico (http://www.barcodinglife.org) (Sarri et al. 2014) 3,

Futuramente, o ADN barcoding vai ser muito importante e muito utilizado, pois a
necessidade continua de identificacdo de animais, mais precisa e segura, para fins
taxonémicos, filogenéticos, forenses e de conservacao, juntamente com 0s avangos da
tecnologia e os baixos custos de sequenciamento de ADN tém contribuido para valorizar
em muito o uso de sequéncias curtas de ADN. Um problema importante na identificacéo
de espécies continua a residir na escolha de quais os genes a utilizar, devido ao ritmo
acelerado de mudancas de sequéncia que resulta regularmente em divergéncias
acentuadas, mesmo entre espécies estreitamente relacionadas. No entanto, o facto de
diferentes partes do genoma mitocondrial evoluirem a taxas diferentes faz com que a
deciséo sobre 0 gene adequado sirva para avaliar a delimitacdo de espécies muito cruciais
(Sarri et al. 2014).

A par dos taxonomistas, 0 ADN barcoding pode ser potencialmente (til para cientistas de
outras areas, nomeadamente ecologia, ciéncia forense, biotecnologia, industrias de
alimentos, alimentacdo animal e controlo da qualidade dos alimentos. Além disso, a
identificacdo de espécies animais em alimentos estd tornar-se numa questdo muito
importante para a avaliacdo da composi¢cao dos alimentos e a prestacéo de informacéo ao
consumidor. No entanto, em algumas amostras, a qualidade do ADN pode ser gravemente
atingida, evitando a amplificacdo de fragmentos por PCR de comprimento superior a 250
pb. Assim, o ADN barcoding convencional podera ser problemético (Sarri et al. 2014).
Desta forma um marcador genético deve ser curto o suficiente para permitir a amplificacéao,
precisando também de amostras processadas, de abordagens nao-invasivas (peles,
penas, fezes, saliva, etc) e de ADN a partir de amostras de arquivo. Ademais, as
sequéncias curtas podem permitir a identificacdo macica inter e intraespecifica exata de
mutagdes pontuais por meio da técnica de SSCP, evitando a sequenciagdo do ADN
repetitivo das amostras analisadas. Para superar estes problemas, foi desenvolvido um
conjunto universal de primers, através da amplificagdo de um fragmento de 130 pb do gene
COI na regido do codigo de barras. A bioinformética foi usada para projetar primers
universais, especificamente dentro do gene de rRNA, de acordo com os critérios acima

referidos, a fim de criar um marcador de "mini-barcode”. Os primers desenhados foram

B3¢ http://www.kapabiosystems.com/public/pdfs/kapa-express-extract

kits’lKAPA_Express_Extract_Fish_DNA_Barcoding_Note.pdf (acedido em dezembro de 2013).
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testados com uma bateria de procedimentos experimentais, a fim de verificar se eles

preenchiam os critérios atribuidos (Sarri et al. 2014).

As andlises moleculares baseadas em ADN barcoding vao ser uma das ferramentas mais
poderosas na avaliagdo da identidade de espécies e no controlo alimentar (Ederal et al.
2013; Maralit et al. 2013).

1.4.3.3. ANALISE DE FUSAO DE ALTA RESOLUCAO (HRMA)

A analise de fuséo de alta resolucdo (HRM) é um novo método de analise, pos- PCR,
utilizado para a identificagdo de variagbes genéticas nas sequéncias de acidos nucleicos.
E um método simples, rapido e pouco dispendioso. Esta andlise comeca com a
amplificacdo por PCR da regido de interesse na presenca de um fluoroforo. Este fluoréforo
tem uma alta fluorescéncia quando as cadeias de ADN estao ligadas e baixa fluorescéncia
guando as cadeias de ADN se fundem (separam)** (Druml and Cichna-Markl 2014; Erali
and Wittwer 2010). Os dados de fluorescéncia gerada durante a fusdo de ADN podem ser
analisados com base na temperatura de fusdo (Tm), ou sobre a forma da curva de fuséo.
As diferencas encontradas podem permitir a discriminacéo de diversos genotipos. O uso
de pequenos fragmentos amplificados para genotipagem simplifica 0 desenho do ensaio
uma vez que os primers sao escolhidos para serem o mais préximos o quanto possivel do
polimorfismo alvo. A medida que o tamanho dos fragmentos amplificados € diminuida, as
diferencas da temperatura de fusdo entre os genoétipos sédo aumentados, permitindo assim
uma melhor diferenciacao (Erali et al. 2009). Esta técnica €, pelas razdes apontadas, muito
interessante para a autenticacdo de produtos alimentares processados em que o ADN se

encontra degradado e apenas pequenos fragmentos podem ser amplificados.

Alguns autores sugeriram a utilizacdo da PCR com posterior andlise de fuséo de alta
resolucdo (HRMA) dos fragmentos amplificados como processo final de discriminagdo de
espécie em substituicdo do gel de eletroforese. As metodologias envolvendo grande parte
dos marcadores anteriormente referidos podem ser potencialmente adaptadas para a
técnica HRMA uma vez que qualquer variagdo na sequéncia pode assim ser detetada e
mesmo, nalguns casos, substituir a sequenciacéao individual de ADN de cada amostra,
processo demorado e pouco pratico para estudos envolvendo um grande numero de
individuos (Fitzcharles 2012). Esta técnica tem vantagens em relacdo a outros métodos de

PCR. E uma técnica de tubo Unico e fechado, de alto rendimento, que pode detetar

14 cf.www.appliedbiosystems.com (acedido em Abril de 2015).
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diferencas em sequéncias de ADN em apenas um nucle6tido, em determinadas condi¢fes
e temperatura®® (Bréchon et al. 2013).

Este método também foi estudado para produtos de pesca transformados, em casos de
ADN degradado, mas revelou um baixo nivel para uma falsa identidade. Esta degradagéo
do ADN deve-se ao facto de os produtos terem sido danificados durante a recolha ou
quando foram processadas industrialmente. Cada vez mais, tem sido utilizado técnicas
com marcadores moleculares para permitir a identificagdo inequivoca das espécies. Por
exemplo, usando a identificacdo genética, constatou-se que a maioria das amostras que
se pensava ser de bacalhau (Gadus morhua), eram realmente de badejo (Merlangius
merlangius)(Bréchon et al. 2013). Este método também foi aplicado para identificar outras
espécies marinhas, como as anchovas e o arenque, por isso demonstrou um grande
potencial de adequacgdo de HRM na identificacdo destas espécies. (Bréchon et al. 2013).
A reacdo de analise melting de alta resolugcdo tem a capacidade de discriminar espécies
geneticamente semelhantes, em que a identificagdo morfoldgica pode ser problematica

devido a caracteristicas de sobreposicao (Fitzcharles 2012).

Anteriormente, a andlise de HRM foi usada com sucesso em espécies de plantas ou
genotipagem, utilizando microssatélites ou marcadores de cédigo de barras (Kalivas et al.
2014). Os marcadores de espécies de genoétipo de ADN sdo muito Uteis para a identificacéo
de plantas, producdo e programas de preservacdo. O ensaio HRM desenvolvido neste
estudo € um método rapido e simples para a identificacéo e a discriminacao da identificacéo
das sete espécies Sideritis que estdo em crescimento na Grécia. Este ensaio € simples em
comparacgdo com outros métodos de genotipagem em que ndo requerem a sequenciagao
de ADN ou processamento pés-PCR. Por conseguinte, este método oferece uma nova
alternativa para a detecdo rapida destas espécies. Neste estudo, 0s autores utilizaram com
sucesso o HRM juntamente com o PCR em tempo real para a dete¢do, quantificacdo e
identificac@o répida das Sideritis. Este método usa apenas as curvas de fusdo, o que vai
provocar uma reducdo do risco de contaminag¢do e uma maior rapidez em comparagdo com

outros métodos (Kalivas et al. 2014).

Na figura 13 é apresentado um exemplo da distincdo de duas espécies de peixes do
mesmo género, Macrourus carinatus e M. Halotrachys, pela analise de melting de um
fragmento de 299 bp do gene COI (Fitzcharles 2012).

15 Cf.www.appliedbiosystems.com (acedido em Abril de 2015).
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Figura 13 — Curva da diferenca das espécies que mostram onde as amostras tém sido identificadas a partir
da morfologia. Amostra de referéncia, M. carinatus (baseline vermelho), M. carinatus (vermelho) amostras
incluidas M. Halotrachys (azul) (Adaptado de (Fitzcharles 2012)).

Estudos recentes indicam que a analise de HRM néo é so aplicavel a investigacao clinica
e de diagnostico, mas é também uma ferramenta eficaz na analise de alimentos(Druml and
Cichna-Markl 2014). A PCR em tempo real, utilizando as espécies fluorescentes, sondas
marcadas especificas e é usualmente considerada uma técnica dispendiosa. Todavia,
trabalhos recentes mostram ainda que a analise de HRM é um método de baixo custo, com
rendimento eficiente na identificagéo e diferenciacéo de cultivares e espécies estreitamente

relacionadas (Druml and Cichna-Markl 2014).

A analise de HRM apresenta assim muitas vantagens: é simples, flexivel, de baixo custo,
altamente sensivel e especifica, o que ajuda a que possa ser estabelecida como um

método de escolha, a fim de rastrear sequéncias de variantes (Kalivas et al. 2014).

Como a técnica de PCR — HRMA apresenta muitas vantagens, e como foi eficiente em
diferentes trabalhos, deve ser explorada prioritariamente em futuros trabalhos para estudo

da autenticag&o de peixes.
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2.1. AMOSTRAGEM

As amostras de bacalhau utilizadas para o presente estudo foram todas adquiridas em
diferentes supermercados e em lojas tradicionais da regido do grande Porto. Foram
utilizadas amostras de bacalhau inteiro, desfiado e demolhado ultracongelado rotuladas
contendo apenas a espécie em questao, sal, zona de captura, lote e data de validade. Esta
amostragem reflete a existéncia real deste tipo de produtos no mercado pois para a sua
aquisicao foram visitados todas as grandes superficies comerciais e as representativas do

comeércio local.

Foram assim recolhidas 33 amostras, nhumeradas de 1 a 33, conforme apresentadas na
tabela 5. Nesta tabela sdo também apresentados os dados constantes no rétulo para uma

mais precisa caracterizacdo das amostras.

Relativamente as espécies encontradas no mercado 9 amostras pertenciam a espécie G.
morhua, 12 a G. macrocephalus e 12 & G. Chalcogrammus. N&o se encontrou mais

nenhuma espécie pertencente ao género Gadus no mercado.

Todas as amostras foram conservadas ap6s compra a uma temperatura de - 20°C até ao

momento de preparagdo da amostra para andlise.
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Tabela 5 - Tipo de processamento, descricdo e espécie indicadas no rotulo, zona de captura, origem e lote das 33 amostras estudadas.

# Tipo de Processamento Descrigdo do rétulo Espécie descrita no rétulo Capturado Zona FAO Origem Lote

1 Inteiro Inteiro Gratdo Gadus morhua nd - - -

2 Desfiado Bacalhau do Pacifico Gadus macrocephalus Oceano Pacffico - - 850

3 Desfiado Bacalhau Pacffico Salgado Seco Desfiado Gadus macrocephalus Oceano Pacifico 67 - E010214279
4 Desfiado Bacalhau desfiado Gadus morhua Atlantico Nordeste 27 - 3291

5 Desfiado Migas de Paloco do Pacffico Salgado Seco Theragra chalcogramma Oceano Pacffico - - E010214265
6 Desfiado Paloco do Pacffico Salgado Seco Desfiado Theragra chalcogramma Oceano Pacifico 67 - E010214265
7 Desfiado Migas de Paloco do Pacffico Salgado Seco Theragra chalcogramma Oceano Pacffico 67 - E010214237
8 Desfiado Bacalhau desfiado salgado seco Gadus morhua Atlantic Northeast 27 - E010214188
9 Desfiado Paloco do Pacffico desfiado seco salgado Theragra chalcogramma Oceano Pacifico 61 China 1350

10 Inteiro Inteiro Graddo Gadus morhua nd - - -

11 Desfiado Bacalhau desfiado salgado seco Gadus morhua Atlantico Nordeste 27 - 98

12 Demolhado e Ultracongelado Paloco do Pacffico Desfiado Theragra chalcogramma Oceano Pacffico - - E021114246
13 Demolhado e Ultracongelado Bacalhau Gratudo/Crescido Gadus morhua Atlantico Nordeste/Noroeste 27 ou 21 - -

14 Demolhado e Ultracongelado Bacalhau do Pacifico Desfiado Gadus macrocephalus Oceano Pacifico 6le67 - 260/14
15 Desfiado Migas de Bacalhau Salgado Seco Gadus morhua Atlantico Nordeste - - 190

16 Desfiado Bacalhau do Pacifico Salgado Seco Desfiado Gadus macrocephalus Oceano Pacifico 61/67 - E010214265
17 Desfiado Paloco do Pacffico Salgado Seco Desfiado Theragra chalcogramma Oceano Pacifico 61/67 - E010214265
18 Desfiado Bacalhau do Pacifico Desfiado Salgado Seco Gadus macrocephalus Oceano Pacffico - - V-97

19 Desfiado Filetes Paloco sem pele, 99% sem espinhas Theragra chalcogramma Oceano Pacifico - - 14040
20 Desfiado Desfiado Paloco do Pacffico Salgado Seco Theragra chalcogramma Oceano Pacffico 67 - 14039

21 Desfiado Bacalhau desfiado salgado seco Gadus morhua Atlantico Nordeste - - 14037

22 Desfiado Migas Paloco sem pele, 99% sem espinhas Theragra chalcogramma Oceano Pacifico - - 14013

23 Desfiado Migas de Paloco do Pacffico Salgado Seco Theragra chalcogramma Oceano Pacffico 61 Prod. Rep. da china 054

24 Demolhado e Ultracongelado Posta fina de Bacalhau do Alasca em vacuo Gadus macrocephalus Mar do Alasca 67 - M22/11DE
25 Demolhado e Ultracongelado Bacalhau do Pacffico Desfiado Gadus macrocephalus Oceano Pacffico 6le67 - E021114276
26 Demolhado e Ultracongelado Paloco do Pacffico Desfiado Theragra chalcogramma Oceano Pacffico 61 ou 67 - E021114216
27 Demolhado e Ultracongelado Bacalhau Desfiado Gadus macrocephalus Oceano Pacifico - - E021114280
28 Desfiado Migas de Paloco do Pacffico Theragra chalcogramma Oceano Pacffico 61 China 3458076111
29 Desfiado Bacalhau Salgado Seco Desfiado Gadus morhua nd - - -

30 Desfiado Bacalhau do Pacifico Desfiado Salgado Seco Gadus macrocephalus Oceano Pacifico 61 - E010214314
31 Desfiado Bacalhau do Pacifico Desfiado Salgado Seco Gadus macrocephalus Oceano Pacffico 67 China 1438

32 Demolhado e Ultracongelado Bacalhau Desfiado Demolhado Ultracongelado Gadus macrocephalus Oceano Pacifico - - E021114316
33 Demolhado e Ultracongelado Bacalhau Pacifico Desfiado Demolhado Ultracongelado Gadus macrocephalus Oceano Pacffico - - E021114335
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2.2. PREPARACAO DAS AMOSTRAS E EXTRACAO DE ADN

Na preparacao da amostra foi retirada uma aliquota representativa de diferentes amostras
de bacalhau inteiro, bacalhau desfiado e bacalhau demolhado ultracongelado para tubos
de 10 mL. Congelou-se as amostras a - 20°C para uma posterior utilizacéo.

Aquando a sua utilizagédo, descongelou-se e pesou-se aproximadamente 200 mg de cada
amostra (Tabela 6) em microtubos de 1,5 mL.

Tabela 6 — Massa pesada, em miligramas, de todas as amostras de bacalhau.

Amostra Massa pesada (mg) Amostra Massa pesada (mg) Amostra Massa pesada (mg)
1 204 12 206 23 202
2 205 13 204 24 206
3 207 14 202 25 200
4 205 15 204 26 200
5 202 16 200 27 204
6 206 17 200 28 202
7 208 18 200 29 201
8 201 19 203 30 202
9 201 20 203 31 200
10 200 21 202 32 201
11 202 22 202 33 201
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Para a extracdo de ADN foram utilizados dois métodos diferentes, o Kit comercial
NucleoSpin® Food e um método manual baseado na utilizacdo dos reagentes SDS
(Dodecil sulfato de sodio) e ureia.

O protocolo utilizado para a extragdo usando o Kit NucleoSpin® Food baseou-se no
referido pelo fabricante com pequenas adaptacdes requeridas pela natureza das amostras
ou equipamento disponivel encontra-se descrito na figura 14.

Em primeiro lugar homogeneizou-se a amostra NacleoSpin® Food
. : '.‘f,.".'.f’f."“"" “’d Homogenize 200 mg material
(ca. 200 mg de bacalhau), seguidamente o
2 Lyse cells 550 L. CF (65°C)
adicionou-se a cada microtubo de 1,5 mL ja com g 10 Prowinace K
85°C,
a amostra, 550 pL de solu¢do CF (fornecida no - ::mg
Kit) a 65°C e homogeneizou-se em vortex Toko doarupergmre (1
durante cerca de 1 minuto. Adicionou-se 10 pL P ondons H vics
de Proteinase K a 10 mg/mL e logo apos, + Bnaon E
Loads:n'oosmms! "
homogeneizou-se em vortex. Incubou-se num g e
. > 11,000x g
banho a 65°C durante uma hora. Seguidamente = e’
S Wash and dry silica : 400 uL cOw
retiraram-se 0s microtubos do banho e E i -y
. . [ 700 L C5
adicionou-se 20 pL de Rnase (10 mg/mL). G 2w ngox
Decorridos os 30 minutos, centrifugaram-se 0s S — fj’;jf:
2min
tubos a 10000xg durante 10 minutos. O 5 ei oA Qg_
100 pL CE (70°C)
sobrenadante resultante foi transferido para ¥ rin
1,000x g
novos microtubos e o respetivo volume anotado. e B
Adicionou-se SegUidamente igual volume (1 Figura 14 — Protocolo de extracdo de
volume) de solucdo C4 e 1 volume de etanol a cada ADN pelo Kit NucleoSpin® Food.

microtubo com o sobrenadante e homogeneizou-se em vortex.

Seguidamente retirou-se 750 pL da solugéo anterior e fez-se eluir pela membrana de silica
das colunas fornecidas, centrifugou-se a 11000xg durante 1 minuto e rejeitou-se o filtrado.
Procedeu-se a 12 lavagem onde se adicionou 400 pL de solu¢cdo CQW, centrifugou-se a
11000xg durante 1 minuto e rejeitou-se o filtrado. Na 22 lavagem adicionou-se 700 pL de
solucdo C5, centrifugou-se a 11000xg durante 1 minuto e rejeitou-se o filtrado. Na ultima
lavagem adicionou-se 200 pL de solucéo de lavagem, centrifugou-se a 11000xg durante 2
minutos e no fim rejeitou-se o filtrado. Por fim, adicionou-se 100 pL de solugcdo CE a 70°C
para uma recuperacdo mais eficaz do ADN absorvido na membrana, centrifugou-se a
11000xg durante 1 minuto e guardaram-se os microtubos com os extratos a 4°C para

posterior andlise.
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O protocolo de extracdo SDS/Ureia baseou-se na metodologia descrita por Aranishi
(Aranish 2005) que utiliza para digestdo das amostras uma solu¢éo tamponada constituida
por 10 mM Tris-HCI pH=8.0, 20 mM EDTA pH=8.0, 2% SDS e 6 M ureia. Adicionou-se 600
pUL de tampéo de extragdo e 2,5 pL de proteinase K a 10 mg/ml a 200 mg de amostra
homogeneizada e misturou-se bem em vortex. Seguidamente a mistura foi sujeita a uma
digestdo a 55 °C durante 60 minutos. No final da digestdo os tubos forma arrefecidos e
adicionou-se 600 pL de uma solugdo contendo cloroférmio e &lcool isoamilico (24:1). A
mistura foi agitada durante 5 minutos e centrifugada a 10000g durante 5 minutos. A fase
superior resultante foi transferida para um novo tubo ao qual se adicionou novamente 600
uL de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). ApdGs centrifugacdo a 10000g durante 5 minutos
transferiu-se cuidadosamente a fase superior para um novo tubo ao qual se adicionou 350
pL de isopropanol a — 20 °C. ApGs breve agitacdo as amostras foram guardadas a — 20 °C
durante pelo menos 30 minutos para precipitacdo dos acidos nucleicos. Seguidamente o
ADN foi precipitado por centrifugacdo refrigerada a 18000g durante 15 minutos. O
sobrenadante foi rejeitado por decantacdo e o precipitado redissolvido em 300 pL de
tampdo TE. Adicionou-se seguidamente 5 uL de RNAse a 10 mg/ml e incubou-se a 37 °C
durante 30 minutos. Apos este periodo foram adicionados 150 pL de NaCl 5M e 900 uL de
etanol a — 20 °C e incubou-se a mistura a — 20 °C durante pelo menos 30 minutos.
Seguidamente o ADN foi precipitado por centrifugagéo refrigerada a 18000g durante 15
minutos e o sobrenadante rejeitado por decantacdo. O precipitado obtido foi lavado duas
vezes com etanol a 76%, a 4 °C, seco em corrente de ar, redissolvido em 60 pL de agua

ultrapura e armazenado a 4 °C até ao momento da analise.
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2.3. QUANTIFICACAO DE ADN NOS EXTRATOS

Y

Ap6s a extracdo do ADN, procedeu-se a quantificacdo de ADN nas amostras por
espetrofotometria UV, seguiu-se o seguinte protocolo: Colocou-se 3 pL de agua ultrapura
em todos os pocgos e fez-se a leitura do branco; lavou-se a placa com etanol a 96% e
colocou-se 3 uL de cada amostra, em duplicado em cada uma das 8 posi¢cdes do adaptador
para leitura de pequenos volumes (figura 15); fez-se a leitura da absorvéncia a 260, 280 e
230 nm.

Figura 15 — Adaptador para leitura de absorvéncia em pequenos volumes (min. 4 microlitros) num leitor de

placas.

O estado de fragmentacdo dos acidos nucleicos extraidos foi verificado através de
separacdo em gel de agarose a 0,8% em tampéao SGTB.
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2.4. AMPLIFICACAO POR PCR E ELETROFORESE DOS PRODUTOS AMPLIFICADOS

A amplificacdo dos fragmentos para sequenciagao e a otimizagéo dos primers desenhados
de novo foram efetuadas num termociclador Bio-Rad MJ-mini. Toda a preparacdo das
reacdes de PCR foi efetuada numa estacdo para preparacdo de PCR equipada com luz
UVvV.

A amplificacdo do gene barcode COI foi efetuado utilizando os primers universais Fish F2
— 5'TGTAAAACGACGGCCAGTCGACTAATCATAAAGATATCGGCAC3 e Fish R2 -
5 CAGGAAACAGCTATGACACTTCAGGGTGACCGAAGAATCAGAAY (lvanova et al.

2007), de acordo com as seguintes condi¢des.

As condi¢bes de PCR foram as seguintes: 95°C durante 15 minutos, 35 ciclos de 30
segundos as 95°C, 30 segundos a 54°C e 1 minuto a 72°C, e, finalmente, 7minutos a 72°C.
A reacdo de PCR foi realizada num termociclador (MJ Mini, Bio-Rad Laboratories) e foi
preparada com a seguinte composicao final, em 20 pL de reagdo: 10 ng de tampéo de
PCR, 1 U de Taq polimerase (FIREPol® DNA polymerase, Solis BioDyne), 2 mM de MgCl,,
0,5 mM de cada primer e 2,5 mM ddNTP mix.

Para verificagdo da eficiéncia de amplificacdo separaram-se os produtos amplificados em
gel de agarose a 1,5% em tampdo SGTB e adicionado de 3 pL do fluoroforo GelRed
10000X. A separacao foi efetuada em tina de gel submerso em tampao SGTB. Foram
carregados em cada po¢o uma mistura de 3-5 microlitros de produto amplificado e 3
microlitros de corante de carregamento (40 % sucrose, 0,25% azul bromofenol). A

separacao efetuou-se a 120 volt durante cerca de 30 minutos.
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2.5. PROTOCOLO PARA PURIFICACAO DOS FRAGMENTOS AMPLIFICADOS PARA
SEQUENCIACAO

Apo6s amplificacao e verificacdo da sua efetividade procedeu-se a purificagcdo das amostras
para sequenciagdo utilizando um o Kit JETQUICK (Genomed, Alemanha). O protocolo
seguido foi o seguinte: a cada tubo de PCR contendo os produtos amplificados adicionou-
se 200 pL de solucdo de H1 (contém cloridrato de guanidina e isopropanol) e

homogeneizou-se bem em vortex.

De seguida, colocou-se a coluna spin JETQUICK num microtubo de 2mL e carregou-se
com a mistura do passo anterior. Centrifugou-se a 12000 x g durante 1 minuto e no fim
rejeitou-se o filtrado. Lavou-se a coluna com 500 pL de solu¢do H2 (contém etanol, NaCl,
EDTA e Tris-HCI) e centrifugou-se a 12000 x g durante 1 minuto e no fim rejeitou-se o
filtrado. Centrifugou-se novamente a velocidade maxima durante 1 minuto e rejeitou-se o

filtrado com o microtubos de 2mL.

Para a eluicdo do ADN, colocou-se a coluna de spin num novo microtubo de 1,5 mL e
adicionou-se 50 L de agua estéril diretamente para o centro da matriz de silica da coluna
spin JETQUICK e centrifugou-se a 12000 x g durante 2 minutos. Retirou-se a coluna e
guardou-se 0s microtubos com o ADN purificado e enviou-se para sequenciacao

juntamente com os respetivos primers forward ou reverse.
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2.6. ANALISE DAS SEQUENCIAS E FILOGENIA

Os fragmentos amplificados, apés purificacdo, foram enviados para sequenciacdo numa
empresa especializada. As sequéncias foram recebidas no formato ab1l, verificadas quanto
a sua qualidade (apenas leituras de bases com indice de qualidade PHRED scores > 20
foram consideradas). As zonas iniciais e finais da sequéncia foram também eliminadas
recorrendo ao mesmo critério do indice de qualidade (cerca de 50 bps no inicio e final da
sequéncia).

Todas as sequéncias forma analisadas com o auxilio do software MEGAG6 (Tamura et al.
2013). Este € uma ferramenta integrada para a leitura de ficheiros abl, realizacdo do

alinhamento das sequéncias, deduzir arvores filogenéticas, etc.

Apbs o tratamento referido as sequéncias foram alinhadas recorrendo ao algoritmo
CLUSTALL que integra o software MEGA. Feito o alinhamento das sequéncias, procedeu-
se entdo a identificagdo das espécies através da pesquisa em bases de dados de
sequéncias gerais (GenBank) ou especificas para animais (Barcode of life Data System
(BOLD)) (http://www.boldsystems.org), recorrendo ao algoritmo BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool. Através destas ferramentas encontram-se regides de semelhanca
entre as sequéncias obtidas e as mais similares encontradas nas bases de dados,
permitindo a identificacdo da espécie, podendo assim ser feita a comparacdo com a

espécie indicada no rotulo.

A reconstrucao filogenética foi realizada utilizando o software MEGA 6.0. Os dendrogramas
foram obtidos pela analise das sequéncias através do algoritmo Neighbor-Joining com os

parametros pré-formatados no software.
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2.7. DESENHO DE NOVOS PRIMERS

As reacdes de amplificacdo do gene da subunidade 1 do gene citocromo-oxidase foram
realizadas utilizando os primers universais para peixes FishF2/FishR2, conforme referido.
Todavia o tamanho de fragmento gerado ndo é adequado para reacdes de analise de fusédo
(HRMA) conforme os objetivos do trabalho, pelo que novos primers, focando regibes
polimorficas, foram desenhados. Estes primers foram desenhados da seguinte forma: em
primeiro lugar recolheram-se da base de dados BOLDSYSTEMS (constituida apenas por
sequéncias com atributos suficientes para barcoding) sequéncias representativas das trés
espécies em estudo (Gadus morhua, Gadus macrocephalus e Gadus chacogrammus)

referidas na tabela 7.

Tabela 7 — Sequéncias utilizadas para o desenho de novos primers.

Gadus morhua Gadus macrocephalus Gadus chalcogrammus
DSFIB456-13 GBGC1354-06 RFE243-05
GBGC1822-06 RFE234-05 TZFPB500-0638
GBGCA542-10 RFE360-05 TZFPB502-06

GLF052-14 DSFIB165-12 TZFPB781-06
GTENKO33-11 DSFIB166-12 ABFJ129-06
SCAFB104-07 DSFIB173-12P DSFAL631-09
SCAFB113-07  SCAFB565-07 FMV536-11
SCAFB214-07  TZFP161-04 DSFAL647-09
SCAFB378-07 UCFMSO018-14 RFE239-05
SCAFB549-07 SDP113001-13
SCAFB734-07 TZFP074-04

SCFAC259-06 TZFPB171-05

As sequéncias referidas juntaram-se as ja obtidas correspondentes s amostras em estudo
para comparagdo e controlo. Procedeu-se ao alinhamento, seguido da identificagdo das
regibes polimérficas capazes de distinguir as trés espécies em estudo. Novos primers
foram entéo desenhados, recorrendo a ferramenta Primer3Plus
(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) disponivel online. Tendo
em conta que 0s primers seriam posteriormente utilizados em analise HRMA o tamanho
dos fragmentos amplificados foi mantido abaixo dos 100 pb sempre que possivel. As
caracteristicas dos primers foram verificadas com o auxilio da ferramenta online gratuita
OligoCalc, ou seja, a temperatura de melting (Tm) de cada primer, possivel auto

compatibilidade e possibilidade de formacéo de primers-dimers.
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A especificidade dos primers foi verificada utilizando a ferramenta PrimerBlast
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi).

2.8. OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE AMPLIFICACAO DOS NOVOS PRIMERS

A otimizacdo das condigbes de amplificacdo dos primers de novo desenhados para a
obtencdo de pequenos fragmentos em regifes polimérficas foi realizada utilizando PCR
convencional, em reacdes de 20 pL com a seguinte composicao: Solucdo tampéao, MgCl2,
ddNTP mix, Primers Foward e Reverse e taq polimerase (FIREPol® DNA polymerase, Solis
BioDyne). Apds amplificacdo esta foi verificada em gel de agarose a 1,5% quanto ao

tamanho dos fragmentos esperado, especificidade e intensidade das bandas amplificadas.

2.9. PROTOCOLO DA AMPLIFICACAO E ANALISE DE FUSAO EM PCR EM TEMPO
REAL

As reagbes de PCR em tempo real foram igualmente preparadas numa estacdo para
preparacdo de PCR equipada com luz UV, em tiras de microtubos brancos com tampas
adequadas a leitura de fluorescéncia (Optical Flat 8-Cap Strips, Bio-Rad, EUA). O volume
de reacao foi de 10 L, contendo os seguintes componentes: 8 L de Supermix SsoFast
EvaGreen (Bio-Rad, EUA) e 2 pL de amostra. As condi¢cdes de amplificac@o e analise de
fusd@o de alta resolugcdo (HRMA), otimizadas para uma reacdo o mais rapida e eficiente
possivel, foram as indicadas na tabela 8. As reacfes forma realizadas no equipamento
BioRad C1000 com mddulo 6tico CFX96 (Bio-Rad, EUA), figura 16. Foi utilizado o
programa Precision Melt Analysis (Bio-Rad, USA) para o processamento dos dados de

curvas de fusao.

Tabela 8 — Condicdes de tempos e temperaturas de amplificacdo em PCR em tempo real e em

anélise HRM.
Amplificagdo Andlise HRM
Primer Desnaturagdo inicial | Desnaturacio Hibridagdo N° ciclos| Desnaturagdo | Renaturagdo Curvade melting
Gadus_1 56°C
65°C a 95°C
Gadus_2 54°C
Gadus_3 55°C
incremento de 0,5°C
Gadus_4 98°C/2 minutos 98°C/5 segundos 55°C 35 98°C/1 minutos | 60°C/1 minuto
Gadus_5 54°C
Gadus_6 54°C estabilizacdo de 5 segundos
Gadus_7 58°C
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A temperatura de hibridagc&o dos primers utilizada resultou do processo de otimizagcao das
condi¢cbes de amplificacdo dos mesmos

Figura 16 — Termociclador (C1000) e médulo 6tico de PCR em Tempo Real (CFX96).
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3.1. QUANTIFICACAO DE ACIDOS NUCLEICOS, AVALIACAO DA PUREZA E ESTADO
DE DEGRADACAO DE ADN NOS EXTRATOS

A quantificagdo das amostras foi, como referido, executada num leitor de placas por
espetrofotometria. O ADN e ARN absorvem radiagdo no comprimento de onda de 260 nm
e as proteinas a 280 nm. A raz&o 260/280 é utilizada assim para avaliar a pureza do ADN
ou ARN da amostra, ou seja a totalidade dos &cidos nucleicos presentes num extrato.
Considera-se que os extratos contendo ADN s&o puros quando a razdo das absorvéncias
260/280 é superior a aproximadamente 1,8. As amostras cujos valores da relacéo entre os
comprimentos de onda sédo inferiores a 1,8 muito provavelmente apresentam elevados

niveis de proteinas co extraidas com o ADN, compostos fendlicos ou outros contaminantes.

A raz&o 260/280 das diferentes amostras de bacalhau extraidas pelo KIT Nucleospin Food
e pelo método SDS/Ureia, assim como as respetivas concentracdes de acidos nucleicos
sdo apresentadas na tabela 9. Para este trabalho preliminar de sele¢cdo do método de
extracdo mais adequado optou-se por utilizar apenas as amostras de 1-16, representativas

da totalidade de amostragem.

Tabela 9 — Razao de absorvéncia a 260/280 e quantificacdo de &cidos nucleicos das amostras

extraidas pelo kit Nucleospin Food e método SDS/Ureia.

Nucleospin Food SDS/Ureia
Amostra Tipo de Amostra 260/280 Conc. (ng/pL) 260/280 Conc. (ng/uL)
1 Inteiro Graudo 1,209 3,601 2,000 852,4
2 Bacalhau Desfiado Salgado Seco 2,03 61,34 1,978 282,6
3 Bacalhau Desfiado Salgado Seco 2,039 110,1 2,008 1207
4 Bacalhau Desfiado Salgado Seco 1,848 40,36 2,027 1179
5 Migas de Paloco Salgado Seco 1,898 45,18 2,016 629,3
6 Paloco Desfiado Salgado Seco 1,752 42,36 2,000 445,3
7 Migas de Paloco Salgado Seco 1,935 88,23 2,028 1046
8 Bacalhau Desfiado Salgado Seco 1,392 8,943 2,028 839,5
9 Paloco Desfiado Salgado Seco 1,903 27,82 2,019 1199
10 Inteiro Gratdo 1,950 77,23 2,011 1157
11 Bacalhau Desfiado Salgado Seco 1,959 95,31 1,977 1093
12 Paloco Desfiado Demolhado Ultracongelado 1,219 1,628 1,561 219,6
13 Bacalhau Demolhado Ultracongelado 1,718 8,563 1,289 110,7
14 Bacalhau Desfiado Ultracongelado 1,679 6,941 1,361 84,51
15 Migas de Bacalhau Salgado Seco 1,936 105,0 1,975 475,7
16 Bacalhau Desfiado Salgado Seco 1,934 56,74 2,006 134,9
Média 1,775 48,71 1,893 685
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Como podemos verificar, tendo em conta apenas estes resultados o método SDS/Ureia
apresenta-se como o0 mais eficiente, tanto a nivel de quantidade de acidos nucleicos
extraidos (média de 685 ng/uL versus 48,71 ng/uL para o kit) como a nivel da sua pureza
260/280 (média de 1,893 versus 1,775 obtida com o kit de extragdo). A diferenga mais
significativa foi assim ao nivel da quantidade extraida pois em termos de qualidade o ratio
obtido com o kit de extragdo pode considerar-se aceitavel, uma vez que se encontra perto
do valor de referéncia de 1,8.

Uma outra forma de avaliar a qualidade de um extrato de ADN ¢ através da sua separagao
em gel de agarose, neste caso a 0,8%. Por compara¢cdo com um marcador de peso
molecular (ladder) pode estimar-se o tamanho médio do ADN extraido e também verificar
a presenca de ARN (de muito menor peso molecular que geralmente se apresenta com a

forma esférica no final do gel).

Apresentam-se assim, nas figuras 17 e 18, os géis de agarose obtidos pela andlise de

algumas das amostras representativas em estudo.
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Figura 17 — Gel de agarose das amostras de bacalhau extraidas pelo KIT Nucleospin Food utilizando gel
gendmico. L: Ladder (Lambda DNA/Hindlll Marker,?2).
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Figura 18 — Gel de agarose das amostras de bacalhau extraidas pelo método SDS/Ureia utilizando gel
genomico. L: Ladder (Lambda DNA/Hindlll Marker,2).
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Como se verifica pela visualizagdo das figuras 17 e 18 a quantidade e estado de
degradacao do ADN nos extratos é bastante varidvel. Relativamente a qualidade do extrato
apenas as amostras 4 e 13 apresentaram ADN de elevado pelo molecular numa banda
bem definida. Todas as outras amostras em questdo apresentaram uma elevada
degradacao do ADN o que é justificAvel pois as amostras foram sujeitas a um processo de
secagem e salga que provoca uma diminui¢cdo do tamanho médio dos fragmentos de ADN
extraido, ja referido por outros autores (Xiao et al. 2015).

O perfil de ADN extraido foi assim idéntico para os dois processos de extracdo em estudo.
Uma diferenca substancial foi notada ao nivel da quantidade de ARN extraido que se
apresenta muito superior para o0 método SDS/Ureia. Este facto pode justificar a maior
gquantidade de acidos nucleicos extraidos por este método, obtida pela andlise a 260 nm,

anteriormente referida.

Desta forma, considerando que a elevada quantidade de ARN presente nos extratos
obtidos pelo método SDS pode limitar a eficiéncia da amplificacdo conforme referido por
Wilson (Wilson 1997), uma vez que ARN em excesso pode inibir a reagdo de PCR, o

método selecionado para a extracdo da totalidade das amostras foi o0 kit Nucleospin Food.

ApOs esta analise e conclusfes, e também por uma questdo de tempo despendido na
extragdo (muito mais reduzido no caso da utilizagdo do kit) utilizaram-se as amostras
extraidas pelo Kit Nucleospin Food para a realizagcédo do trabalho subsequente. Na tabela
10 apresentam-se o0s resultados de quantificacdo de &cidos nucleicos e ratio de

absorvéncia 260/280 para a totalidade das amostras extraidas com o kit Nucleospin Food.
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Tabela 10 — Razéo de absorvéncia a 260/280 e quantificacdo de acidos nucleicos da totalidade

das amostras extraidas pelo kit Nucleospin Food.

Amostra Tipo de Amostra 260/280 Conc. (ng/uL)
1 Inteiro Graldo 1,209 3,691
2 Bacalhau Desfiado Salgado Seco 2,030 61,34
3 Bacalhau Desfiado Salgado Seco 2,039 110,1
4 Bacalhau Desfiado Salgado Seco 1,848 40,36
5 Migas de Paloco Salgado Seco 1,898 45,18
6 Paloco Desfiado Salgado Seco 1,752 42,36
7 Migas de Paloco Salgado Seco 1,935 88,23
8 Bacalhau Desfiado Salgado Seco 1,392 8,943
9 Paloco Desfiado Salgado Seco 1,903 27,82
10 Inteiro Graudo 1,950 77,23
11 Bacalhau Desfiado Salgado Seco 1,959 95,31
12 Paloco Desfiado Demolhado Ultracongelado 1,219 1,628
13 Bacalhau Demolhado Ultracongelado 1,718 8,563
14 Bacalhau Desfiado Ultracongelado 1,679 6,941
15 Migas de Bacalhau Salgado Seco 1,936 105,0
16 Bacalhau Desfiado Salgado Seco 1,934 56,74
17 Paloco do Pacifico Salgado Seco Desfiado 1,929 94,80
18 Bacalhau do Pacifico Desfiado Salgado Seco 1,833 37,97
19 Filetes Paloco sem pele, 99% sem espinhas 1,936 122,2
20 Desfiado Paloco do Pacifico Salgado Seco 1,932 70,61
21 Bacalhau desfiado salgado seco 1,928 23,17
22 Migas Paloco sem pele, 99% sem espinhas 1,964 77,54
23 Migas de Paloco do Pacifico Salgado Seco 1,882 86,14
24 Posta fina de Bacalhau do Alasca em vacuo 1,889 7,543
25 Bacalhau do Pacifico Desfiado 1,250 2,157
26 Paloco do Pacifico Desfiado 1,812 3,722
27 Bacalhau Desfiado 1,042 3,189
28 Migas de Paloco do Pacifico 1,469 2,162
29 Bacalhau Salgado Seco Desfiado 1,991 14,08
30 Bacalhau do Pacifico Desfiado Salgado Seco 1,994 20,16
31 Bacalhau do Pacifico Desfiado Salgado Seco 1,468 4,360
32 Bacalhau Desfiado Demolhado Ultracongelado 1,625 1,658
33 Bacalhau Pacifico Desfiado Demolhado Ultracongelado 1,452 2,855
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3.2. ANALISE DAS SEQUENCIAS E FILOGENIA

A totalidade das amostras foi enviada para sequenciacdo apOs purificacdo conforme
descrito em Materiais e Métodos. Foram enviados cerca de 50 uL de cada amostra e
respetivos primers forward e reverse a 10 ng/ul de acordo com o protocolo da empresa
prestadora dos servicos de sequenciacdo. Pretendeu-se verificar a autenticidade das
amostras pelo método padréo de identificacdo de espécies, a sequenciacdo de uma regido
barcode. Desta forma as amostras comerciais podem ser utilizadas como padrdes no

desenvolvimento da metodologia HRMA.

As reacles de amplificacdo foram realizadas tendo como alvo a subunidade | do gene
citocromo-oxidase (COIl), utilizando o par de primers FishF2 / FishR2. Os produtos de
amplificacdo das amostras foram sequenciados e as sequencias, apos verificagcdo, foram
comparadas com as bases de dados GenBank
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE_TYPE=BlastHome) e BOLD -
Barcode of Life Data System (http://www.boldsystems.org/). Foi possivel obter um
alinhamento de 593 nucleotideos para todas as amostras apoOs verificagdo dos
electroferogramas e eliminag&o de zonas terminais de méa qualidade de leitura, assim como
as sequéncias dos primers. Na tabela 11 estdo representados os resultados para todas as
amostras. Sao apresentados os nomes das espécies das entradas nas bases de dados
com maior similaridade com a respetiva amostra. A similaridade, em percentagem, é
indicada entre paréntesis a seguir a cada identificacdo e corresponde a percentagem de

nucleétidos coincidentes.
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Tabela 11 — Resultados da base de dados GenBank e BOLD de todas as amostras de bacalhau

salgado inteiro, desfiado e demolhado/ultracongelado.

ID GenBank (% ident)

ID BOLD (% ident)

# Espécie descritano rotulo
1 Gadus morhua

2 Gadus macrocephalus
3 Gadus macrocephalus
4 Gadus morhua

5 Theragra chalcogramma
6 Theragra chalcogramma
7 Theragra chalcogramma
8 Gadus morhua

9 Theragra chalcogramma
10 Gadus morhua

11 Gadus morhua

12 Theragra chalcogramma
13 Gadus morhua

14 Gadus macrocephalus
15 Gadus morhua

16 Gadus macrocephalus
17 Theragra chalcogramma
18 Gadus macrocephalus
19 Theragra chalcogramma
20 Theragra chalcogramma
21 Gadus morhua

22 Theragra chalcogramma
23 Theragra chalcogramma
24 Gadus macrocephalus
25 Gadus macrocephalus
26 Theragra chalcogramma
27 Gadus macrocephalus
28 Theragra chalcogramma
29 Gadus morhua

30 Gadus macrocephalus
31 Gadus macrocephalus
32 Gadus macrocephalus
33 Gadus macrocephalus

Gadus morhua (99%)
Gadus macrocephalus (99%)
Gadus macrocephalus (99%)

Gadus morhua (99%)

Gadus chalcogrammus (100%)

Gadus chalcogrammus (99%)

Gadus chalcogrammus (100%)
*

Gadus chalcogrammus (100%)

Gadus morhua (100%)

Gadus macrocephalus (99%)

Gadus chalcogrammus (100%)
*

*

Gadus morhua (100%)
Gadus macrocephalus (99%)
Gadus chalcogrammus (99%)
Gadus macrocephalus (99%)
Gadus chalcogrammus (99%)
Gadus chalcogrammus (100%)

Gadus morhua (99%)
Gadus chalcogrammus (99%)
Gadus chalcogrammus (100%)
Gadus macrocephalus (100%)
Gadus macrocephalus (100%)
Gadus chalcogrammus (100%)
Gadus macrocephalus(100%)
Gadus chalcogrammus (99%)
Gadus macrocephalus (99%)
Gadus macrocephalus (99%)
Gadus macrocephalus (99%)
Gadus macrocephalus (99%)
Gadus macrocephalus (99%)

Gadus morhua (100%)
Gadus macrocephalus (99.83%)
Gadus macrocephalus (100%)
Gadus morhua (99,84%)
Gadus chalcogrammus (100%)
Gadus chalcogrammus (100%)
Gadus chalcogrammus (100%)
*

Gadus chalcogrammus (100%)
Gadus morhua (100%)
Gadus macrocephalus (100%)
Gadus chalcogrammus (100%)

*

*

Gadus morhua (100%)
Gadus macrocephalus (100%)
Gadus chalcogrammus (99.83%)
Gadus macrocephalus (100%)
Gadus chalcogrammus (100%)
Gadus chalcogrammus (100%)
Gadus morhua (99,84%)
Gadus chalcogrammus (99.83%)
Gadus chalcogrammus (100%)
Gadus macrocephalus (100%)
Gadus macrocephalus (100%)
Gadus chalcogrammus (100%)
Gadus macrocephalus(100%)
Gadus chalcogrammus (100%)
Gadus macrocephalus (100%)
Gadus macrocephalus (100%)
Gadus macrocephalus (100%)
Gadus macrocephalus (99,84%)
Gadus macrocephalus (100%)

Verificou-se que foi possivel a identificagédo inequivoca ao nivel da espécie para a grande
maioria das amostras (91%) utilizando o processo de sequenciagdo de regido barcode.
Todavia para trés amostras, 8, 13 e 14 néo foi possivel obter uma sequéncia com suficiente
qualidade para resultar numa identificacao credivel apesar de terem sido realizadas pelo
menos trés tentativas de sequenciagdo em diferentes extratos. Duas destas trés amostras
ndo sequenciadas sdo do tipo demolhado e ultracongelado, mais processadas, o que
podera ter contribuido para a degradacdo do ADN. O estado de degradagdo do ADN
assume importancia uma vez que o fragmento do gene COI amplificado tem um tamanho
significativo, ca. 600 pbs. Vérios autores referem que o tamanho médio de ADN nos

alimentos muito processados ronda os 200 pbs (Veneza et al. 2014).
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Relativamente a concordancia dos resultados de identificacdo de espécies com a espécie
indicada no rétulo verificou-se que 93 % das amostras sequenciadas estavam
corretamente rotuladas. Contudo, as amostras 11 e 29, rotuladas como G. morhua (a
espécie de maior valor comercial) foram identificadas como G. macrocephalus (a espécie
mais abundante neste tipo de produtos no mercado).

Com as sequéncias obtidas construiu-se um dendrograma, ou arvore filogenética, usando
o0 algoritmo Neighbor-Joining (Figura 19).
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Figura 19 — Arvore filogenética Neighbor-Joining das 30 amostras sequenciadas para o gene COlI.
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A identificacdo de espécies recorrendo a construcdo de arvores filogenéticas permite, para
além da identificagéo pelo posicao relativa no dendrograma, verificar de uma forma gréfica
o0 nivel de variagdo genética intraespecifica. Verificou-se assim que a diversidade
intraespecifica ocorre para todas as espécies todavia a um nivel bastante inferior a
diversidade interespecifica, como é conveniente para um correto agrupamento e separagao
das espécies por barcoding. Pode ainda verificar-se que a espécie que apresenta maior
diversidade € o G. morhua apesar do menor nimero de amostras analisados (Pinto et al.
2013).

O gene COI afigura-se assim apropriado para a discriminacdo destas trés espécies.
Todavia a metodologia de sequenciacdo ndo se mostrou efetiva para a totalidade das
amostras, provavelmente devido a uma degradacgdo excessiva de ADN nas amostras em
guestdo. A metodologia de sequenciacao é, adicionalmente, bastante morosa (cerca de 72
horas quando a sequenciagdo € requisitada externamente como acontece na maioria dos
laboratérios), pelo que o desenvolvimento de uma metodologia mais rapida, focando zonas
genomicas de menor tamanho, € de grande importancia na autenticagdo deste tipo de
produtos. A metodologia HRMA permite ultrapassar as limitagdes referidas pelo que foi a
escolhida para o desenvolvimento do trabalho subsequente tendo por base a diversidade
genética do gene COI entretanto bem caracterizada.
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3.3. DESENHO DE NOVOS PRIMERS PARA PEQUENOS FRAGMENTOS
POLIMORFICOS

Por forma a implementar uma metodologia de HRMA foram reunidas cerca de 33 (12 G.
morhua, 9 G. macrocephalus e 12 G. chalcogrammus) sequéncias do gene COlI,
correspondentes as trés espécies em questdo, validadas pela base de dados BOLD
systems. ApOs insercdo das amostras em estudo sequenciadas alinharam-se as
sequéncias e identificaram-se as regides onde existiam polimorfismos entre as espécies.
Foram identificadas 7 regibes contendo o necessario polimorfismo e simultaneamente
flanqueadas por zonas conservadas e com o tamanho suficiente para o desenho de primers

de amplificacao.

A tabela 12 sumariza as regides polimorficas identificadas e respetivas mutagdes

encontradas para cada espécie.

Tabela 12 — Regibes polimorficas dos sete primers desenhados.

Gadus FURL Gadus F2IR2 Gadus F3IR3 Gadus F4IR4 GadusF5IR5 | Gadus FGIRG Gadus F7IR7
Gadus macrocephalus | G | C| A [ G|AG| C [TIC{ C [C[C| A |C|TICIAC| G | C|AG|TIC{G|C|C|A[C|T|T|C|G|TC{A[C|C|[C|C|C|G|T|A|T
Gadusmorhua  |GIA| T T |G| A [CT| T|CIT{A{A[ A[T{T{A|G|C|G|TIGC|C|TIC[A[CITCIT|T|G|T|G]|CT|A|CT{A|CT|GIC|T[A|T
Gadus chalcogrammus | G [ T| T [A[A|C|T|C|C|A|AG|T|C|AC|GA|CT[ G| T|G|CT| T|AG|CT|C|TIC|T|GA T|A|C|[A[C|A[C|G|C|T|C

Na tabela 13 apresentam-se os primers selecionados, o seu tamanho, Tm (determinado
com a ferramenta online OligoCalc (http://www.basic.northwestern.edu/biotools/
oligocalc.html), e tamanho do fragmento amplificado. Aos primers foi atribuida a
designagédo Gadus, seguida da indicagéo F (forward) ou R (reverse) e ao niumero do local

amplificado.
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Tabela 13 — Primers selecionados, respetiva sequéncia, tamanho, temperatura de fuséo e

tamanho do fragmento amplificado.

Nome do primer Sequéncia (5' - 3') Tamanho (pb) Tmoligo calc (50 MM salt)  Tamanho do Fragmento
Gadus_F1 TCGAGCAGAGCTAAGTCAACC 21 61 73
Gadus_R1 GTGCGCTGTAACGATCACAT 20 58

Gadus_F2 GCGCACGCTTTCGTAATAAT 20 56 11
Gadus_R2 TGTTATTTATTCGAGGGAAAGC 22 56

Gadus_F3 GCTTTCCCTCGAATAAATAACA 22 56 84
Gadus_R3 AGCTTCTACACCAGAGGATGC 21 61

Gadus_F4 AGCATCCTCTGGTGTAGAAGC 21 61 81
Gadus_R4 CCAGCATGAGCGAGGTTT 18 56

Gadus_F5 GCTGGGGCATCTGTTGAT 18 56 -
Gadus_R5 ATTGCCCCAAGAATTGATGA 20 54

Gadus_F6 TCATCAATTCTTGGGGCAAT 20 54 110
Gadus_R6 GCTGTAATTAGTACTGCTCAAACAAA 26 62

Gadus_F7 GCAATTTCACAGTACCAAACACC 23 61 %
Gadus_R7 AGCTGCTAAGACGGGGAGAG 20 63

Todos os primers forma sujeitos ao teste de especificidade recorrendo e uma simulacao
informatica de amplificacao usando a ferramenta PrimerBlast
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi). Todos os pares de primers
resultaram altamente especificos para o género Gadus incidindo nas espécies em questao

devido a abundancia de sequéncias no GenBank relativas a estas.

Pela andlise da tabela verifica-se que foi possivel a obtencdo de primers para as 7 regides
identificadas. Estes primers permitem a amplificagdo de fragmentos com de 71 a 121 pares
de bases, com um tamanho médio de 90 pb, o que obedece aos critérios de tamanho de

fragmento apropriado para analise de fusdo de alta resolucéo.
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3.4. OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE AMPLIFICACAO DOS NOVOS PRIMERS

Os novos primers foram testados em PCR convencional previamente a sua utilizacdo em
HRMA. Para tal realizou-se a amplificacdo usando as condi¢bes normais no que diz
respeito ao perfil de temperaturas e concentracdo de reagentes e observou-se o
comportamento de amplificacdo de cada par de primers em extratos de 12 amostras (4 de
cada espécie) representativas do tipo de amostras existentes. As temperaturas de
hibridacdo (Th) testadas foram baseadas nas Tm obtidas através do software OligoCal
subtraindo a estas Ultimas cerca de 5 °C. Sempre que possivel, quando existia apenas uma
pequena variacdo na Th determinada, foram constituidos grupos de pares de primers que
poderiam ser usados em amplificagbes simultdneas a mesma temperatura, por uma

guestdo de otimizacao de tempo.

Relativamente a quantidade de ADN a utlizar em cada amplificagdo, tendo em
consideracdo os resultados de quantificagdo de acidos nucleicos nas amostras e 0 seu
perfil em gel de agarose, ndo nos foi possivel controlar a quantidade de ADN utilizada em
cada amplificacdo. Pelo perfil dos extratos em gel de agarose verificou-se que em grande
parte das amostras 0 ARN esta presente em maior quantidade que o ADN pelo que o
resultado de quantificagdo por UV néo reflete a quantidade real de ADN mas sim a soma
da quantidade de ADN mais ARN. Optou-se, assim, por introduzir nas amostras uma
diluicdo significativa para minorar os efeitos da matriz (essencialmente devidos a inibidores

de amplificacao) que foi otimizada em 1:20 em agua ultrapura para PCR.

Na tabela 14 mostra-se a temperatura de hibridag&o otimizada para cada par de primers

desenvolvido e perfil de amplificago.
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Tabela 14 — Temperatura de hibridacédo otimizada para cada par de primers desenvolvido e perfil

de amplificacao

Nome do primer Sequéncia (5' - 3') Th otimizada
Gadus_F1 TCGAGCAGAGCTAAGTCAACC 56
Gadus_R1 GTGCGCTGTAACGATCACAT

Gadus_F2 GCGCACGCTTTCGTAATAAT 54
Gadus_R2 TGTTATTTATTCGAGGGAAAGC

Gadus_F3 GCTTTCCCTCGAATAAATAACA 55
Gadus_R3 AGCTTCTACACCAGAGGATGC

Gadus_F4 AGCATCCTCTGGTGTAGAAGC 55
Gadus_R4 CCAGCATGAGCGAGGTTT

Gadus_F5 GCTGGGGCATCTGTTGAT 54
Gadus_R5 ATTGCCCCAAGAATTGATGA

Gadus_F6 TCATCAATTCTTGGGGCAAT 54
Gadus_R6 GCTGTAATTAGTACTGCTCAAACAAA
Gadus_F7 GCAATTTCACAGTACCAAACACC -
Gadus_R7 AGCTGCTAAGACGGGGAGAG

Na figura 20 apresenta-se, a titulo de exemplo, o gel de agarose dos produtos de
amplificacdo dos pares de primers Gadus_3, Gadus_4 e Gadus_6. Verifica-se que todas
as amostras, das trés espécies, foram amplificadas com um sinal de intenso e
relativamente uniforme. O tamanho de amplificacdo observado, recorrendo ao padrdo de
pesos moleculares e a comparacado entre os diferentes primers corresponde ao esperado

conforme indicado na tabela 13.
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Figura 20 — Gel de agarose dos produtos de amplificacdo em PCR convencional dos primers Gadus_3,
Gadus_4 e Gadus_6.

O produto amplificado resultou também muito especifico para a maioria dos pares de

primers verificando-se a presenca de uma banda Unica.

Todavia, durante o processo de otimizagdo, e ap0s varias tentativas por alteracdo da
temperatura de hibridacdo, os pares de primers dos quais resultaram bandas mais
intensas, especificas e com um sinal de amplificagdo uniforme foram o Gadus_1, Gadus_2,
Gadus_5, Gadus_5 e Gadus_7. Para os restantes o sinal de amplificag&o n&o foi uniforme
para todas as Th testadas ocorrendo simultaneamente, embora a um nivel bastante baixo,
a amplificacdo de fragmentos inespecificos (Figura 23, Gadus_4 amostra 10 e Gadus_6
amostra 3), situacdo que pode influenciar negativamente a performance do método de
HRMA.

Verificada a especificidade e otimizadas as condigcbes de amplificacdo, sendo a mais
relevante a temperatura de hibridag&o, procedeu-se a verificagdo dos primers na distingéo

das espécies em modo HRMA.
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3.5. HRMA DO GENE COl

A metodologia HRMA, conforme referido, pressupde a amplificacdo de pequenos
fragmentos (ca. 100 pb) para que as diferencas existentes nas sequéncias amplificadas
sejam evidentes no perfil das curvas de fusdo. Todavia alguns autores referem a eficiéncia
da utilizacdo de fragmentos de maior tamanho (ca. 200-600 pb) na distin¢cao de variedades
e espécies de plantas (Faria et al. 2013; Ganopoulos et al. 2012). Tendo em conta este
altimo facto realizou-se uma amplificacdo e respetiva analise de melting utilizando os
primers FishF2 e FishR2 nas condicbes ja referidas para avaliar a possibilidade de
utilizacdo deste fragmento e comparacdo da sua eficiéncia com os primers de novo
desenvolvidos. Neste ensaio foram utilizadas as amostras 10,15 e 21 da espécie
G.morhua, 2, 3 e 16 da G.macrocephalus e por fim, 6,20 e 23 da G.chalcogrammus. Na

figura 21 mostra-se o resultado da analise de fusédo executada.

Difference Curve

Difference RFU
L]
[

Temperature

Figura 21 — Curvas diferenciais resultantes de HRMA de 600 pb do gene COI as amostras 10,15,21 da

espécie G.morhua, 2,3,16 da espécie G.macrocephalus e 6,20,23 da espécie G.chacogrammus.

Tal como se pode verificar na figura anterior a utilizagdo de um fragmento de cerca de 600
pb, em modo HRMA, na distincdo das trés espécies em estudo mostrou-se bastante
ineficiente reiterando assim a necessidade do desenvolvimento de primers que permitam

a amplificacdo de pequenas regides polimérficas.
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3.6. OTIMIZACAO DAS CONDICOES ANALITICAS EM HRMA

Ap0s otimizagdo das Th dos primers para amplificacdo de pequenos fragmentos em PCR
convencional procedeu-se a otimizacao das condicées em modo HRMA no que respeita as
diluicdes a utilizar e perfil de temperaturas de amplificacdo. Relativamente aos tempos e
temperaturas utilizadas durante a andlise de fusédo foram utilizadas condi¢des padréo para
a obtencao do maximo de resolugdo possivel (analise de fusédo de 65 a 95 °C com captacao
de fluorescéncia a cada 0,5 °C).

No que respeita ao perfil de temperaturas usado, este foi otimizado para uma maior rapidez
na amplificacdo tendo, para tal, sido eliminado o passo de extenséo a 72 °C a diminuidos
os tempo de desnaturacéo e hibridacdo conforma recomendag6es bibliograficas para PCR

rapido de pequenos fragmentos.

Apbs varias experiéncias chegou-se a conclusdo que o perfil otimizado seria o seguinte:
98 °C durante 2 minutos + 35 ciclos de 98 °C durante 5 segundos e Ta durante 5 segundos,
seguido por andlise de fuséo 60-95 °C em 0,5 °C incremento). Este perfil de temperaturas

permite a concluséo de uma amplificagéo e analise de fusdo em menos de 1 hora.

Por forma a determinar a influéncia da diluicdo na resolucdo HRMA, para além da diluicdo
ja estabelecida de 1:20 foi também testada uma diluicao a 1:50 utilizando trés amostras de
cada espécie e o primer Gadus_7, que apresentava uma boa resolucao especifica. Na
figura 22 pode verificar-se que a diluigdo 1:20 mostrou-se ser a mais eficiente na distingdo
das espécies provavelmente devido a grande diminui¢cdo da quantidade de ADN na dilui¢éo
1:50 o que afeta a qualidade da amplificacdo e introduz um fator de variacdo na analise.
Por uma questéo de harmonizacao na apresentacéo dos resultados em todas as curvas de
fus@o sera utilizada a seguinte correspondéncia cor-espécie: azul referente ao Gadus
chalcogrammus (CH), a cor vermelha corresponde ao Gadus macrocephalus (MC) e por

fim a cor verde ao Gadus morhua (MO).
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Difference Curve

Temperature

Figura 22 - Curvas diferenciais de fusdo para trés amostras de cada espécie amplificadas nas diluigées 1:20

e 1:50 para o per de primers Gadus_7.

Através da andlise dos graficos das diferentes diluigbes da figura 22 observou-se que os
melhores resultados foram os da diluicdo 1:20, pois ha uma diferenga significativa na
separacdo das 3 espécies (Gadus morhua, Gadus macrocephalus e Gadus
chalcogrammus). No restante trabalho optou-se por fazer diluicdes de 1:20 de todas as
amostras.
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3.7. DESEMPENHO DOS NOVOS PRIMERS EM HRMA

Apos otimizacao e uniformizagdo das condigBes analiticas em modo HRMA os 7 pares de
primers desenvolvidos (Gadus_1 a Gadus_7) foram testados em 9 amostras (10,15,21 da
espécie G. morhua, 2,3,16 da espécie G. macrocephalus e 6, 20,23 da espécie G.
chalcogrammus), trés representantes de cada uma das trés espécies estudadas,
anteriormente sequenciadas, cuja identidade foi verificada. Para uma melhor visualizagéo
gréfica as curvas de fusdo das amostras pertencentes a uma mesma espécie Sao

apresentadas da mesma cor, conforme referido anteriormente.

Na figura 23 sdo apresentadas as curvas diferenciais de fusédo obtidas pela amplificacdo

das amostras com os pares de primers Gadus_1 e Gadus_6.
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Figura 23 — Curvas diferenciais de fusdo usando o par de primers Gadus_1 e Gadus_6 para 3 amostras de

cada espécie.
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O desempenho dos dois pares de primers apresentados nado foi, como é visivel nas curvas
de fusao, suficiente para a distingao das trés espécies. Em ambos 0s casos a espécies G.
macrocephalus aparenta ter uma maior proximidade a espécie G. morhua o que nado se
verifica em termos filogenéticos. Apesar de se pretender quase exclusivamente a obtencdo
de perfis de fusdo diferentes, que levem a uma clara discriminagdo das amostras por
espécie, a relacdo entre as curvas deve também refletir aquela verificada nos
dendrogramas pela andlise filogenética. Esta correspondéncia € um bom indicador da
possibilidade de utilizar a regido polimérfica em questdo como marcador em HRMA. Tal
nao é o que se verifica para os primers Gadus_1 e Gadus_6 pelo gue ndo se consideraram
bons marcadores HRMA. Apresentam-se seguidamente, na figura 24, os perfis de fusado

obtidos no produto amplificado com os pares de primers Gadus_3, Gadus_4 e Gadus_5.
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Figura 24 — Curvas diferenciais de fusdo usando os pares de primers Gadus_3, Gadus_4 e Gadus_5 para 3

amostras de cada espécie.
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Para estes pares de primers verificou-se que a sua capacidade de discriminacdo de
espécies era quase inexistente. As curvas apresentam-se quase aleatoriamente dispostas
ndo sendo possivel 0 seu agrupamento em grupos distintos pelo que estes foram também

rejeitados como marcadores na identificacdo das espécies, em analise HRM.

Na figura 25 apresentam-se as curvas diferenciais de fusdo dos produtos amplificados em
trés espécies diferentes usando o par de primers Gadus_7.
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Temperature

Figura 25 — Curvas diferenciais de fusdo usando o par de primers Gadus_7 em trés amostras de cada

espécie.

Para a regido amplificada pelo primer Gadus_7 verificou-se uma boa discriminagéo das
espécies G. chalcogrammus e G. morhua em grupos perfeitamente definidos.
Relativamente a espécie G. macrocephalus esta encontra-se também discriminada mas
apresentando uma certa dispersdo com diferentes sentidos de inflexdo das curvas para
amostras diferentes. As espécies G. morhua e G. macrocephalus encontram-se mais
proximas em termos de perfil de fusdo mas tal ndo corresponde a relacao filogenética entre
as trés espécies uma vez que as mais proximas sao G. morhua e G. chalcogrammus.
Tendo em conta a referida dispersdo na espécie G. macrocephalus e a nao
correspondéncia entre o perfil de fusdo e a Filogenia este marcador, apesar das boas
caracteristicas apresentadas, nao pode considerar-se marcador de primeira escolha para

o trabalho em questéo.
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Por fim, na figura 26, apresenta-se a representacao grafica das curvas diferenciais de fuséo
para o par de primers Gadus_2. Como pode verificar-se foi conseguida a completa
discriminacdo das espécies utilizando este marcador. Verifica-se aqui, também, uma
melhor correspondéncia com a filogenia das espécies pela maior proximidade de G.
chalcogrammus e G. morhua, como se pode visualizar na figura 19.

Difference Curve

Difference RFU

Temperature

Figura 26 — Curvas diferenciais de fusdo usando o par de primers Gadus_2 em trés amostras de cada
espécie.

Verificou-se adicionalmente que o desempeno de cada grupo de marcadores apresentados
se relaciona (Gadus_1/6 — Gadus_3/4/5 — Gadus_2/7) com o0 numero de posicdes
polimérficas (mutagbes) nas regibes amplificadas. Assim, e como pode verificar-se na
tabela 12 (Regides polimorficas amplificadas pelos sete pares de primers desenvolvidos),
as regibes Gadus_1/6, com pouca capacidade discriminatéria, apresentam 3 mutacdes; as
regibes Gadus_3/4/5, com capacidade discriminatéria quase nula, apresentam 6 mutacées
e as regibes Gadus_2/7, que permitiram uma melhor descriminacdo, apresentam 7
mutacgdes. Parece, desta forma, que o nimero de muta¢des no local amplificado tem uma
forte influéncia na capacidade discriminatéria apesar de a maioria dos trabalhos publicados
em HRM focarem regides com um pequeno numero de muta¢cdes como os SNPs (Martino
et al. 2010; Temesvari et al. 2011).

Desta forma, a regido amplificada pelo par de primers Gadus_F2 pode considerar-se um
bom marcador para a discriminagéo das trés espécies em estudo tendo sido o selecionado
para a discriminac&o da totalidade das amostras seguidamente apresentada.
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3.8. APLICACAO DOS MARCADORES DESENVOLVIDOS PARA A DISTINCAO HRMA
DA TOTALIDADE DAS AMOSTRAS

O marcador selecionado foi seguidamente aplicado na discriminacdo simultanea da
totalidade das 33 amostras por forma a verificar a sua aplicabilidade em trabalhos com um

grande numero de amostras como acontece num trabalho de rotina.

Os extratos de 33 amostras foram entéo diluidos a 1:20 e amplificados, em duplicado, com
0 par de primers selecionado Gadus_2. O equipamento utilizado permite a amplificacdo
simultdnea de até 96 amostras. Na figura 27 apresenta-se o perfil de fusdo das 33
amostras, entre 65 e 95 °C, sem qualquer processamento de dados. Pode verificar-se que
a intensidade de amplificacao final (eixo das ordenadas) se situa para a larga maioria das
amostras entre as 10000 e as 12000 unidades relativas de fluorescéncia o que indica um

boa uniformidade do sinal amplificado.

Melt Curve

Unprocessed RFU (1073)

Temperature

Figura 27 — Curva de fuséo néo processada dos sinais de amplificagcdo de todas as amostras (Primers

Gadus_2). A linha a preto representa um branco de amplificac&o.
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ApoOs o processamento de normalizagéo do sinal de amplificacao inicial para o mesmo valor
de intensidade de fluorescéncia, verifica-se que as diferencas nos perfis de fuséo sao ja
notérias todavia ainda sem resolugéo suficiente para discriminacéo de grupos. O programa
informético (elimina as regides de temperatura onde as diferencas nédo séo significativas
focando desta forma zonas de fusdo mais diferenciadoras como representado na seguinte
figura 28.

Normalized, Temperature-Shifted Melt Curve

Normalized RFU

Shifted Temperature

Figura 28 — Curvas de fusdo normalizadas ao longo do eixo de temperatura.
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O programa de andlise de HRM prossegue a andlise até a obtencdo de uma curva
diferencial, primeira derivada da curva de fusdo anterior, onde séo refletidas as diferengas
entre as curvas de fusdo normalizadas para uma melhor discriminagéo e visualizacéo de
dados. Obteve-se assim a figura 29 onde se pode observar as curvas de diferencas de
fusdo para as 33 amostras em estudo e respetivos replicados.

Difference Curve

Difference RFU

Temperature

Figura 29 — Curvas diferenciais de fuséo dos fragmentos amplificados pelo primer Gadus_2 para as 33

amostras, em duplicado.

Analisando as curvas de fuséo das 33 amostras de bacalhau, observa-se e primeiro lugar
gue foi possivel a separacdo das 3 espécies diferentes de bacalhau estudadas. A espécie
Gadus macrocephalus, indicada a vermelho, encontra-se perfeitamente diferenciada das
outras duas espécies. Uma das amostras de Gadus macrocephalus (#2) apresenta alguma
diferenciacdo em relacéo as outras suas congéneres. Este desvio pode ser devido ao facto
de esta amostra apresentar algum grau de divergéncia das restantes de G. macrocephalus
sendo essa divergéncia genética no local em andlise amplificado pelos primers Gadus_2.
Existem mais duas amostras filogeneticamente divergentes, a 32 e a 3, mas que ndo
apresentam diferenciacdo de curva de fusdo provavelmente justificado pelo facto de a zona
onde se encontram o0s polimorfismos intraespecificos se encontrar fora da regido
amplificada pelo primer utilizado.
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Relativamente as outras duas espécies, G. morhua e G. chalcogrammus, verifica-se que o
programa foi capaz da sua discriminacao, evidenciada pela diferenca de cores, apesar de
algumas curvas de aproximarem ao nivel da inflexdo. S&o todavia distinguiveis pois o ponto
de inflexdo da curva, que corresponde ao Tm do fragmento, se encontra aproximadamente
aos 72 °C para G. chalcogrammus e 73 °C para G. morhua. Esta proximidade é
perfeitamente justificavel pois corresponde a maior proximidade em termos filogenéticos
verificada no dendrograma da figura 19 onde o grupo das espécies de G. morhua apresenta

uma raiz comum com o grupo das espécies de G. chalcogrammus.

O marcador selecionado amplificado pelos primers Gadus_2 mostrou-se assim eficiente na
separacdo das amostras nas trés espécies correspondentes e demonstrou ser um bom

marcador para a autenticagdo de amostras de bacalhau processado.

A metodologia em estudo mostrou-se assim eficiente para a discriminacdo de amostras de
bacalhau nas trés espécies mais comercializadas. A técnica pode ser executada em menos
de 1 hora, ap6s processo extrativo, e para um namero de amostras consideravel. O custo

de execucdo € também bastante reduzido quando comparado com o0 processo de

sequenciacao do gene COI.

Apos esta andlise comparou-se os resultados obtidos com as informac6es descritas nos
rétulos. Essa comparacdo encontra-se esquematicamente na tabela 15.
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Tabela 15 — Resultados obtidos das curvas de fusdo de todas as amostras de bacalhau salgado

inteiro, desfiado e demolhado/ultracongelado.

# Tipo de Processamento Espécie descrita no rétulo Cluster

1 Inteiro Gadus morhua Gadus morhua

2 Desfiado Gadus macrocephalus Gadus macrocephalus

3 Desfiado Gadus macrocephalus Gadus macrocephalus

4 Desfiado Gadus morhua *

5 Desfiado Theragra chalcogramma Gadus chalcogrammus
6 Desfiado Theragra chalcogramma Gadus chalcogrammus
7 Desfiado Theragra chalcogramma Gadus chalcogrammus
8 Desfiado Gadus morhua Gadus morhua

9 Desfiado Theragra chalcogramma Gadus chalcogrammus
10 Inteiro Gadus morhua Gadus morhua

11 Desfiado Gadus morhua Gadus macrocephalus
12 Demolhado e Ultracongelado Theragra chalcogramma Gadus chalcogrammus
13 Demolhado e Ultracongelado Gadus morhua Gadus morhua

14 Demolhado e Ultracongelado Gadus macrocephalus Gadus macrocephalus
15 Desfiado Gadus morhua Gadus morhua

16 Desfiado Gadus macrocephalus Gadus macrocephalus

17 Desfiado Theragra chalcogramma Gadus chalcogrammus
18 Desfiado Gadus macrocephalus Gadus macrocephalus

19 Desfiado Theragra chalcogramma Gadus chalcogrammus
20 Desfiado Theragra chalcogramma Gadus chalcogrammus
21 Desfiado Gadus morhua Gadus morhua

22 Desfiado Theragra chalcogramma Gadus chalcogrammus
23 Desfiado Theragra chalcogramma Gadus chalcogrammus
24 Demolhado e Ultracongelado Gadus macrocephalus Gadus macrocephalus

25 Demolhado e Ultracongelado Gadus macrocephalus Gadus macrocephalus
26 Demolhado e Ultracongelado Theragra chalcogramma Gadus chalcogrammus
27 Demolhado e Ultracongelado Gadus macrocephalus Gadus macrocephalus
28 Desfiado Theragra chalcogramma Gadus chalcogrammus
29 Desfiado Gadus morhua Gadus macrocephalus
30 Desfiado Gadus macrocephalus Gadus macrocephalus

31 Desfiado Gadus macrocephalus Gadus macrocephalus
32 Demolhado e Ultracongelado Gadus macrocephalus Gadus macrocephalus
33 Demolhado e Ultracongelado Gadus macrocephalus Gadus macrocephalus

*Nao integrada nos clusters devido a apresentar um perfil de fusdo diferente de todas as outras amostras.

Avaliando os resultados das 33 amostras, € possivel observar que duas amostras (#11 e
#29) estavam adulteradas. Pois, estas amostras tinham descrito no rotulo, serem da
espécie Gadus morhua, mas na verdade pertencem a espécie Gadus macrocephalus. Em
relacdo & amostra #4, esta foi eliminada da andlise, pois apresentava um perfil com
caracteristicas diferentes de todas as outras amostras, ndo permitindo a identificacdo da

espécie a partir deste método.
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As duas amostras identificadas como mal rotuladas por HRMA, 11 e 29, foram igualmente
classificadas como G. macrocephalus pela sequenciacdo do gene COI, previamente
realizada, o que atesta a eficiéncia do método HRMA.

A andlise de fusdo de fragmentos amplificados pelos primers Gadus_2 mostrou-se assim
bastante eficiente tendo permitido classificacdo correta de 97% das amostras.
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O Bacalhau, Gadus morhua, consumido maioritariamente na Europa e assumindo uma
especial importancia em Portugal, é considerado o mais valioso peixe do género Gadus
pela sua importancia gastronémica e mesmo cultural. O aumento do consumo desta
espécie em todo o mundo, levou a uma diminuicdo nas capturas, € como consequéncia,
provocou uma escassez da mesma.

Assim, a prética de adulteracdes nesta espécie, através da comercializagdo de diferentes
espécies de peixes, apresentando caracteristicas organoléticas e morfologicas
semelhantes, como se fossem Gadus morhua, é uma pratica comum, o que permite um
maior ganho econémico para os comerciantes. Além disso, 0 aumento dos produtos
transformados e a existéncia de um mercado global, pode levar a substituicbes de espécies
liberalmente ou acidentalmente. Dai a importancia do controlo de espécies e alimentar, por
forma a garantir que os consumidores nao sejam defraudados nas suas escolhas
alimentares.

Nos ultimos anos, foram desenvolvidos varios métodos analiticos para a identificacdo de
espécies e controlo da autenticidade de alimentos. Os métodos analiticos desempenham,
um papel importante, indo desde os métodos fisicos, alicercados na microscopia, aos
métodos baseados no ADN. Estes ultimos tém revelado uma alternativa promissora aos
métodos convencionais.

Sendo assim, este trabalho levou ao desenvolvimento de marcadores moleculares para a
avaliacdo da autenticidade em amostras de bacalhau, através da utilizagdo da técnica de
PCR em tempo real. Foram utilizadas diferentes amostras de bacalhau inteiro, desfiado e
demolhado ultracongelado de trés espécies distintas do género Gadus.

Inicialmente na realizagdo deste trabalho em andlise por PCR convencional e
sequenciacao dos fragmentos amplificados utilizaram-se os primers FishF2 / FishR2, que
mostraram ser eficazes na identificacdo e discriminacao das espécies Gadus morhua,
Gadus macrocephalus e Gadus chalcogrammus. Verificou-se que 93 % das amostras
sequenciadas estavam corretamente rotuladas, contudo detetaram-se duas adulteracdes
rotuladas como G. morhua mas identificadas como G. macrocephalus, de menor valor
comercial.

Como o método de PCR convencional e subsequente sequenciacdo € demorado e
dispendioso, houve a necessidade de desenvolver um método mais robusto,
nomeadamente através da reducao do tempo de anélise.

Foram assim desenvolvidos 7 novos marcadores no gene COI pelo desenho de primers
para amplificacdo de fragmentos com um tamanho aproximado de 100 pb, em zonas onde
foram detetados polimorfismos adequados a analise HRMA.
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Os marcadores foram testados em amostras reais tendo um deles revelado alta eficiéncia
na discriminagéo das trés espécies em questao.

A metodologia HRMA, utilizada com os marcadores desenvolvidos e selecionados,
mostrou-se eficiente na discriminacdo de Gadus morhua das outras espécies, tendo
permitido a identificagdo correta em 97 % das amostras. Este estudo demonstrou que a
substituicdo de espécies pode ser avaliada por HRMA, de uma forma rapida e especifica,
contribuindo assim para a definicdo da técnica de HRMA com uma robusta ferramenta de

autenticacdo de alimentos.
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