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Resumo

Os camardes s&o um alimento muito apreciado em todo o mundo e a sua producéo
global (captura e aquacultura) representa mais de 50% da producéo total de crustaceos. A
familia de camardes Penaeidae caracteriza-se por englobar espécies de elevado valor
comercial. Como consequéncia desse valor e das semelhancas fenotipicas existentes
entre os camardes da familia Penaeidae, estas espécies tornam-se potenciais alvos de
adulteracdo, existindo, por isso, a necessidade de desenvolver métodos analiticos
eficientes para a sua diferenciagdo em alimentos. Ao longo dos anos foram desenvolvidos
varios métodos para a identificagcdo e avaliagdo da autenticidade de espécies de camarao
baseados essencialmente na andlise de proteinas, porém hoje em dia os métodos
baseados na anélise de DNA tém demonstrado ser mais adequados para a diferenciagéo
de espécies, principalmente quando estas se encontram processadas.

O presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de metodologias
moleculares para a diferenciacdo de 5 espécies de camardo da familia Penaeidae
(Penaeus monodon, Fenneropenaeus indicus, Metapenaeus affinis, Litopenaeus vannamei
e Melicertus kerathurus) e posterior aplicacdo na identificacdo dessas espécies em
alimentos processados. Primeiramente, os extratos de DNA das espécies selecionadas de
camardes foram amplificados por PCR qualitativa tendo como alvo uma regido do gene
COl, considerada um DNA barcode. De dois pares de primers desenhados, apenas um
permitiu amplificar as 5 espécies selecionadas, tendo apresentado maior especificidade.
Posteriormente, foi desenvolvido um método de PCR em tempo real usando o corante
EvaGreen acoplado a uma analise de HRM que possibilitou a discriminagédo das espécies
de camarado selecionadas. A analise de HRM quando aplicada em 8 das 25 amostras
comerciais adquiridas permitiu identificar espécies de camardo em 7 dessas amostras e
detetar uma n&do conformidade com a rotulagem na Unica amostra comercial que indicava
0 nome cientifico das espécies no rotulo. Através da sequenciacao, foi possivel confirmar
que as amostras de camardo da familia Penaeidae selecionadas para este trabalho, a
excecdo da amostra da espécie M. affinis, correspondiam & espécie indicada no rétulo,
constatando-se assim a existéncia de outro erro de rotulagem. Assim, este estudo
demonstrou que o método desenvolvido permite diferenciar e detetar a substituicdo de
espécies de camardo, de forma eficiente, podendo ser considerado uma ferramenta valiosa

para estudos de autenticidade.

Palavras-chave: Camardes, PCR em tempo real, HRM, DNA barcoding, autenticidade.



Abstract

Shrimps are a kind of food highly appreciated worldwide and its global production
(capture and aquaculture) accounts for over 50% of total production of crustaceans. The
Penaeidae family is characterized by including shrimp species of high commercial value.
As a result of their value and existing phenotypic similarities among penaeid shrimps, they
are potential adulteration targets, stressing the need for the development of efficient
analytical methods for their differentiation in foods. Over the years, several methods based
primarily on protein analysis were developed for the shrimp species identification and for
authentication assessment, but nowadays DNA-based methods have proved to be more
suitable for species differentiation, especially in processed samples.

The present study aimed at developing molecular methodologies for the
differentiation of 5 shrimp species belonging to the family Penaeidae (Penaeus monodon,
Fenneropenaeus indicus, Metapenaeus affinis, Litopenaeus vannamei and Melicertus
kerathurus) and subsequent application on the identification of these species in processed
foodstuffs. Firstly, DNA extracts of selected shrimp species were amplified by qualitative
PCR targeting a COI gene region considered a DNA barcode. From the two designed pairs
of primers, only one allowed amplifying the selected 5 species and showed higher
specificity. Subsequently, a real-time PCR using EvaGreen dye coupled to HRM analysis
was developed and enabled the discrimination of the selected shrimp species. The HRM
analysis, when applied to 8 of 25 commercial samples, allowed identifying shrimp species
in 7 of these samples and detecting an incompliance with labelling in the only commercial
sample indicating the scientific species name. Based on sequencing, it was possible to
confirm that the selected penaeid shrimp species in the present work, except the M. affinis
species, corresponded to the species indicated on the label, verifying the existence of other
mislabelling sample. Thus, this study has shown that the developed method allows
differentiating and detecting shrimp species substitution, effectively, being considered a

valuable tool for authenticity studies.
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1 Introducéo

A identificacdo de espécies presentes nos alimentos tem ganho cada vez mais
importancia devido a questdes de saude publica, econdmicas e legais (Bottero &
Dalmasso, 2011). A ocorréncia de crises alimentares, como a encefalopatia espongiforme
bovina (BSE) e a gripe das aves, bem como a existéncia de mas préticas por parte de
alguns produtores alimentares, motivos religiosos e alergias alimentares tem levado a que
0s consumidores tomem cada vez mais atencao a composicdo dos alimentos. No entanto,
os rétulos dos alimentos ndo fornecem garantia suficiente sobre o verdadeiro contetdo do
produto, sendo necessario identificar e/ou avaliar a autenticidade dos componentes dos
alimentos (Teletchea et al., 2005).

Hoje em dia, a avaliagdo da autenticidade dos alimentos tornou-se muito importante
ndo so para prevenir casos de fraude comercial, mas também para evitar a introducao néo
declarada de quaisquer ingredientes/constituintes que possam prejudicar a sallde humana
por serem potencialmente alergénicos ou toxicos, ou outros que possam contrariar as
opcdes alimentares dos consumidores (Ortea et al., 2012; Rasmussen & Morrissey, 2008).

No caso concreto dos crustaceos (camardes, caranguejos, lagostas e lagostins), o
aumento do consumo e o facto de algumas espécies apresentarem um elevado valor
comercial torna-os potenciais alvos de fraude comercial, que se caracteriza pela
substituicdo de espécies de elevado valor por outras similares, mas com valor comercial
inferior (Ortea et al., 2012; Pascoal et al., 2008). Além da suscetibilidade a adulteracdes,
0s crustaceos sao considerados um dos grupos de alimentos que apresenta maior
prevaléncia de alergias alimentares (Lopata et al., 2010; Pedrosa et al., 2014), por isso a
sua correta rotulagem é de extrema importancia para prevenir potenciais riscos para a vida
das pessoas alérgicas ou sensibilizadas a crustaceos (Fernandes et al., 2015).

Atualmente, o Regulamento (EU) N° 1169/2011 obriga a que todos os alimentos
gue contenham crustaceos e produtos a base de crustaceos declarem a sua presenc¢a no
rétulo, uma vez que fazem parte da lista dos 14 alimentos potencialmente alergénicos. Para
além deste, o Regulamento (EU) N° 1379/2013 determina ainda que os “crustaceos,
mesmo sem casca, Vivos, frescos, refrigerados, congelados, secos, salgados ou em
salmoura; crustaceos com casca, cozidos em &agua ou vapor, mesmo refrigerados,
congelados, secos, salgados ou em salmoura; farinhas, po e pellets de crustaceos, préprios
para alimentacao humana” s6 podem ser colocados & venda ao consumidor final ou a um
estabelecimento de restauracao se o rétulo indicar um conjunto de informacdes, como é o
caso da denominagéo comercial da espécie e o seu nome cientifico. Existe, portanto, uma

grande necessidade de desenvolver métodos rapidos e eficientes para identificar espécies
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de crustaceos, a fim de garantir e comprovar o cumprimento das leis, e desta forma,

proteger também os consumidores.

1.1 Descricdo dos crustaceos utilizados na alimentacao

Os crustaceos compreendem um grande e diverso grupo de animais artrépodes
pertencentes ao subfilo Crustacea, ao qual pertencem espécies comestiveis bem
conhecidas como os camard@es, as lagostas, 0s caranguejos e os lagostins (Hickman et
al., 2011). O subfilo Crustacea engloba aproximadamente 52000 espécies descritas e
segundo a classificacdo atualizada de Martin e Davis (Figura 1) contém seis classes,
nomeadamente, a Branchiopoda, a Remipedia, a Cephalocarida, a Maxillopoda, a

Ostracoda e a Malacostraca (Martin & Davis, 2001).

Reino Filo Subfilo Classe Subclasse Ordem
Animalia Arthropoda Crustacea | Branchiopoda Bathynellacea
Remipedia Anaspidacea
Cephalocarida Spelaeogriphacea
Maxillopoda Thermosbaenacea
Ostracoda Phyllocarida Lophogastrida
Malacostraca ] Hoplocarida Mysida
Eumalacostraca, | Mictacea
\Amphipoda
Isopoda
Tanaidacea
Cumacea
Euphausiacea
Amphionidacea
Decapoda

Figura 1 - Classificacdo do Subfilo Crustacea, de acordo com Martin & Davis (2001).

A classe que engloba o maior nimero de crustaceos, mais de 20,000 espécies, é
designada de Malacostraca, apresentando uma grande diversidade que se reflete na sua
extensa classificacdo. Esta classe contém 3 subclasses (Phyllocarida, Hoplocarida e
Eumalacostraca), 16 ordens, e vérias subordens, infraordens e superfamilias (Hickman et
al., 2011; Martin & Davis, 2001; Noga et al., 2012). Das 16 ordens existentes nesta classe,
a ordem Decapoda destaca-se, uma vez que esta reune cerca de 18,000 espécies e
agrupa todos os crustaceos comestiveis, sendo o maior e mais diferenciado grupo de
espécies de crustaceos (Hickman et al., 2011; Moltschaniwskyj, 2005).

A ordem Decapoda contém espécies comestiveis com elevada importancia
economica, como € o caso dos camardes da superfamilia Penaeoidea, as lagostas das

familias Palinuridae e Nephropidae e dos caranguejos da familia Portinudae e da
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superfamilia Xanthoidea (Martin & Davis, 2001). Os crustaceos utilizados na alimentacao
sdo também usualmente incluidos num grupo de alimentos que abrange também espécies
de moluscos chamado “marisco”, contudo esta designagéo néo € taxonémica (Fernandes
et al., 2015).

Relativamente aos nomes comuns utilizados para distinguir as varias espécies de
crustaceos comestiveis, tém sido alvo de varias confusdes com grande frequéncia. E, por
exemplo, frequente existir confusédo no uso dos nomes comuns: lagosta e lagostim. Apesar
de a distingdo ser feita taxonomicamente, geralmente, as lagostas sdo espécies marinhas
e 0 nome lagostim é dado as espécies que habitam em meios de dgua doce, encontrando-
se agrupados nas familias Cambaridae, Astacidae, Parastacidae (Moltschaniwskyj, 2005).

Apesar de existirem algumas espécies de crustaceos terrestres, todos os
comestiveis estdo presentes em meios aquaticos, sendo que a maioria ocupa habitats
marinhos e estuarinos, existindo contudo algumas lagostas e camardes que séao
encontrados em habitats de agua doce (Hickman et al., 2011; Moltschaniwskyj, 2005).
Estes sdo organismos benténicos, mas altamente mdveis, por exemplo, os camardes
nadam regularmente e algumas lagostas realizam longas migragcfes (Moltschaniwskyj,
2005).

Em relac@o aos héabitos alimentares, os crustadceos comestiveis antes de atingirem
a forma adulta sdo animais predadores, alimentando-se ativamente de fitoplancton e
zooplancton. No entanto, quando se encontram em grandes densidades, podem-se tornar
canibais. Quando atingem as formas adultas, estes invertebrados apresentam varios
modos de alimentacdo, pois muitos dos crustaceos comestiveis sdo necréfagos e/ou
predadores e muitas espécies sdo também onivoras. Os crustaceos necréfagos, como é o
caso dos camardes, alimentam-se de uma grande variedade de plantas mortas e matéria
animal (Hickman et al., 2011; Moltschaniwskyj, 2005). Ja os predadores, por exemplo, as
lagostas e os caranguejos alimentam-se geralmente de minhocas, outros crustaceos,
moluscos e peixes. Na forma adulta, o canibalismo também pode ocorrer quando os
crustaceos estdo em condi¢des de cultura com densidades muito elevadas, especialmente,
no caso dos caranguejos quando estes ainda ndo apresentam uma carapaga espessa
(Moltschaniwskyj, 2005).

1.2 Morfologia externa dos crustaceos

Os camarfes, as lagostas, os lagostins e 0s caranguejos apresentam um corpo
formado por duas partes: o cefalotérax (fusédo da cabeca e o térax) e o abddmen (Hickman
et al., 2011; Moltschaniwskyj, 2005). O cefalotérax e o0 abdémen séo constituidos por uma

série de segmentos, porém o nimero e a especializacdo dos segmentos varia entre as



espécies. Os segmentos do cefalotérax ndo séo visiveis externamente, pois a superficie
do cefalotérax é coberta por uma carapaca que pode ser lisa ou espinhosa, dependendo
da espécie. Contrariamente ao cefalotérax, o abdémen encontra-se claramente
segmentado. A estas duas partes encontram-se anexadas pares de apéndices
especializados, cujo numero depende da taxonomia e fungcdo do apéndice
(Moltschaniwskyj, 2005).

Em torno da cabeca e da boca destes invertebrados existe um conjunto de
apéndices que estdo envolvidos no processo de alimentagdo, nomeadamente, as
mandibulas, as maxilas e os maxilipedes. Além destes, na cabeca estdo também
presentes outros apéndices como é o caso das antenas, das anténulas e dos olhos. Os
restantes apéndices localizados no cefalotorax, os pereiépodes, estdo adaptados para
permitir a locomog¢do, sendo uma caracteristica tipica dos crustaceos decépodes
apresentarem cinco pares de pereiépodes (Hickman et al., 2011; Moltschaniwskyj, 2005;
Noga et al., 2012). Os caranguejos e algumas lagostas possuem o seu primeiro par de
pereiépodes modificado (quelipedes), apresentando uma pin¢a na extremidade (quela).
Os apéndices localizados no abdémen sdo chamados de pledpodes, sendo estes
utilizados para nadar e em algumas espécies para carregar ovos, como € o0 caso dos
caranguejos e dos camardes do género Macrobrachium.

Na extremidade anterior do corpo destes animais encontra-se presente uma
estrutura ndo segmentada (rostro) e na extremidade posterior o tels6n, também ele uma
estrutura ndo segmentada, que juntamente com o Ultimo par de pledpodes (urépodes)
formam um leque caudal, utilizado para a locomocé&o (Moltschaniwskyj, 2005).

O corpo dos crustaceos apresenta-se coberto por um exosqueleto quitinoso que
fornece uma protecdo exterior a estes animais. Os camardes possuem um Ccorpo
geralmente cilindrico e lateralmente comprimido, podendo atingir até 35 centimetros de
comprimento. Estes apresentam um abdémen bem desenvolvido e um exosqueleto que é
geralmente fino e flexivel (Chan, 1998) (Figura 2).

A semelhanca dos camardes, as lagostas e os lagostins tém um abdémen
prolongado e bem desenvolvido (Figura 3) (Chan, 1998; Moltschaniwskyj, 2005; Ruppert &
Barnes, 1994). Além de apresentarem um exosqueleto mais grosso e forte, as lagostas
possuem também a zona dorsoventral do corpo mais achatada e os pledépodes menos
desenvolvidos do que os camarbes (Chan, 1998). As lagostas espinhosas (Jasus,
Palinurus, e Panulirus spp.), presentes em aguas tropicais e temperadas, ndo apresentam
quelipedes (Moltschaniwskyj, 2005). O corpo das lagostas pode atingir mais de 60

centimetros de comprimento (Chan, 1998).
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Figura 2 - Morfologia externa de um camarao. Adaptado de Chan, (1998).
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Figura 3 - Morfologia externa das lagostas do género Metanephros. Adaptado de Chan (2008).

Tal como as lagostas, os caranguejos tém a zona dorsoventral do corpo achatada
e um exosqueleto grosso e forte (Figura 4). O abdémen dos caranguejos € reduzido e
encontra-se encaixado e dobrado sob o cefalotdrax. O facto de os caranguejos possuirem
um abddémen reduzido permite-lhes rastejar rapidamente e moverem-se lateralmente. Este
grupo de crustaceos ndo contém urdpodes e 0s seus pereidpodes sao grandes e fortes.
Os crustaceos decapodes sdo animais dioicos e no caso dos caranguejos realiza-se
facilmente a distingédo entre os machos e as fémeas visualizando a forma do seu abdémen.

Os machos apresentam um o abdémen com aspeto triangular, enquanto as fémeas tém
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um abdoémen mais largo, geralmente semicircular, que em muitas espécies cobre a maior
parte da superficie ventral (Figura 4-B) (Chan, 1998).

Quelipede
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Figura 4 - Morfologia externa dos caranguejos da infraordem Brachyura (Familia Portunidae). (A)
Visdo dorsal. (B) Viséo ventral. Adaptado de Chan (1998).

1.3 Importancia alimentar e comercial dos crustaceos

Em todo o mundo, os crustaceos sao um tipo de alimento muito apreciado e
considerado de luxo. Embora o seu consumo frequente ndo seja aconselhado, em geral,
por causa de possiveis reacdes alérgicas ou pelo contetdo de colesterol, h4 um nimero
crescente de estudos que promovem o consumo de crustaceos (Barrento et al., 2019,
2010). Apesar desta controvérsia, 0s crustaceos sdo amplamente consumidos,
nomeadamente nos paises mediterranicos. Em Portugal, segundo as estatisticas mais
recentes referentes ao ano de 2011, existe um consumo anual de crustaceos de 2,84 kg
per capita (FAOSTAT, 2016).



N&o € possivel estabelecer uma composi¢éo bioquimica exata dos tecidos ediveis
dos crustaceos por ser influenciada pelos habitos nutricionais, idade, sexo, tempo,
temperatura da 4gua do mar, salinidade e espécie. Contudo, a maioria dos estudos
descreve os crustdceos como sendo excelentes fontes de proteina, minerais e &cidos
gordos insaturados, tais como o EPA e o DHA, que segundo vérios estudos estdo
associados a diminuicao do risco de doenca cardiaca coronaria e cancro (Chen et al., 2007;
Sriket et al., 2007).

Relativamente ao comércio de crustaceos, em 2014 a producéo global (captura e
aguacultura) de crustaceos atingiu as 13 785 140 toneladas, segundo dados da FAO (FAO,
2014b). E importante destacar que os camarfes sdo o produto comercializado mais
importante em termos de valor, representando, em 2012, cerca de 15% do valor total de
produtos de pesca comercializados internacionalmente (FAO, 2014a). Apesar de existirem
2500 espécies de camardo em todo o mundo, apenas 12 espécies sdo cultivadas, todas
elas pertencentes a familia Penaeidae. Contudo, as duas espécies de camarao,
nomeadamente Penaeus monodon e Litopenaeus vannamei sdo as mais cultivadas,
representando cerca de 90 a 95% da producéo global de camardes em aquacultura (Jory
& Cabrera, 2012).

2 Crustaceos: uma fonte de alergénios

Os crustaceos sao um dos 8 grupos de alimentos responsaveis por mais de 90%
das alergias alimentares reportadas em todo o mundo. As alergias alimentares séo
definidas como rea¢des adversas resultantes de uma resposta imunoldgica especifica, que
ocorre de forma repetida quando existe exposi¢cdo a um dado alimento (Boyce et al., 2011).
Tendo em conta o tipo de resposta imunolégica desencadeada, as alergias alimentares
podem ser divididas em dois grupos. Um dos grupos corresponde as reacbes de
hipersensibilidade imediata, quando a resposta adversa € mediada pelos anticorpos
especificos da imunoglobulina E (IgE) para um dado alergénio (Muraro et al. 2014). Estas
reacOes caracterizam-se pelo aparecimento dos sintomas em poucos minutos até algumas
horas apés a ingestédo do alimento alergénico. O outro grupo corresponde as reacdes de
hipersensibilidade retardada que sdo mediadas pelas células T do sistema imunitario,
sendo que os sintomas resultantes destas reac8es aparecem cerca de 24 a 48 horas apés
a ingestao do alimento alergénico (Costa et al., 2012b).

Os crustaceos comestiveis incluem-se nos alimentos que podem induzir reacfes
de hipersensibilidade mediadas por IgE ap0s a ingestéo, contacto direto ou inalagdo de

vapores provenientes da coccdo dos crustaceos (Lopata et al., 2010; Poi-Wah & Steve,
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2010). O mecanismo da alergia alimentar mediada pela IgE encontra-se representado na
Figura 5. Durante a primeira exposi¢cdo do sistema imunitario a um dado alergénio,
desencadeia-se a producao de anticorpos IgE especificos para o alergénio pelas células
B. Estes anticorpos ligam-se as superficies dos mastocitos nos tecidos e dos basofilos no
sangue. Esta fase inicial denomina-se por fase de sensibilizagéo e caracteriza-se por ser
assintomatica (Steve & Susan, 2005). Em seguida, apds uma nova exposicao ao alergénio
especifico, este liga-se aos anticorpos IgE dos mastdcitos ou basdfilos sensibilizados. A
interacdo alergénio-anticorpo induz a desgranulagéo das células sensibilizadas, permitindo
a libertagéo dos mediadores responsaveis pelos sintomas alérgicos (ex. histamina), que se

encontram dentro dos granulos dos mastocitos e dos basdfilos (Steve & Susan, 2005).

| Estimulacgdo da 20: —
produgdo de IgE 24 +
Alergénio
IgE

Mastécitos / Célula sensibilizada
Basofilos

Célula sensibilizada + | —_—

Alergenio

Libertagio dos‘)

mediadores
[ex. histamina)

Despranulacdo

Figura 5 - Mecanismo da alergia alimentar mediada pela IgE. Adaptado de Steve & Susan (2005).

As manifestacdes clinicas que advém das alergias aos crustaceos incluem a
sindrome de alergia oral, urticaria, angioedema, sintomas gastrointestinais e reacdes
anafilaticas. A exposi¢do aos vapores de cozedura destes invertebrados pode, também,
provocar manifestacdes de urticaria, angioedema e sintomatologia respiratéria em
individuos altamente sensibilizados (Carrapatoso, 2004).

Na alergia aos crustaceos é comum ocorrer um fenémeno designado por
reatividade cruzada entre alergénios de espécies filogeneticamente proximas (Boyce et
al., 2011; Carrapatoso, 2004; Wild & Lehrer, 2005). Durante este fendmeno os anticorpos
especificos de um determinado alergénio ligam-se a outras moléculas homdlogas da
mesma familia de proteinas, embora o individuo ndo tenha sido sensibilizado para o
alergénio homologo. Por exemplo, um individuo que seja alérgico as tropomiosinas
presentes numa lagosta pode desencadear uma reacdo alérgica a outros alimentos que

contenham tropomiosinas semelhantes (ex. camardes e peixes) (Lorenz et al., 2015).
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Até ao momento existem poucos estudos relativos & dose minima necesséria de
um crustaceo para desencadear uma alergia alimentar. Um estudo clinico realizado num
namero limitado de pessoas demonstrou que a dose minima de camarao necessaria para
provocar uma resposta alérgica € de dois a quatro camardes (Poi-Wah & Steve, 2010).

Estima-se que 4% da populagdo mundial possa ser afetada por alergias
alimentares, sendo a frequéncia maior entre a populacéo jovem com niveis de prevaléncia
na ordem dos 8% (Hengel, 2010). Ao contrario de outras alergias alimentares, a
sensibilizacdo aos crustaceos ocorre frequentemente em idades mais avancadas, este
dado provavelmente dever-se-a ao facto de o consumo destes alimentos tender a ocorrer
com menor frequéncia durante a infancia sendo, por isso, a prevaléncia de alergia aos
crustaceos superior nos adultos (Poi-Wah & Steve, 2010). Nos Estados Unidos da América,
a prevaléncia de alergia aos crustaceos é de 0,5% nas criangas e de 2,5% nos adultos
(Boyce et al., 2011). Na Europa, os estudos sobre a prevaléncia de alergias alimentares e
mais concretamente aos crustaceos sdo escassos e muitos deles sdo apenas baseados
em dados auto-reportados (EFSA, 2014). O primeiro estudo que incluiu uma grande
amostra multinacional e analisou o soro de 4522 pessoas que viviam em 12 paises
europeus e em Portland (EUA), com o objetivo de determinar a prevaléncia de
sensibilizacdo alimentar a 24 alimentos potencialmente alergénicos, demonstrou uma
prevaléncia relativamente elevada de sensibilizacdo ao camaréo (5,4%), estando entre os
3 alimentos potencialmente alergénicos que provocaram mais sensibilizacao (Burney et al.,
2010).

No caso concreto de Portugal, foi realizada uma revisdo de registos clinicos de 4879
doentes com idade igual ou inferior a 18 anos, observados durante o ano de 1998 no
Servico de Imunoalergologia do Hospital de Dona Esteféania, verificando-se que 414 (8,5%)
doentes apresentavam alergias alimentares. Este estudo demonstrou também que apenas
13 (2,7%) das criancas apresentavam alergia aos crustdceos. Contudo, ao estratificar a
populacdo estudada por grupos etérios verificou-se que a importancia dos diferentes
alimentos variou com a idade e que a partir dos 12 anos, os crustaceos foram o principal
alimento responséavel pelas alergias alimentares (Almeida et al., 1999). Um estudo mais
recente, no qual foram analisados os processos clinicos seguidos no Departamento de
Alergia do Centro Hospitalar S&o Joéo entre Janeiro de 2009 e Outubro de 2012, concluiu
que 43 (24%) dos 142 individuos adultos seguidos nesse departamento apresentavam
alergias alimentares e que os crustaceos foram responsaveis por 36% dessas alergias
(Couto et al., 2013).
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2.1 Alergénios dos crustaceos

Os alergénios alimentares sao definidos como os componentes especificos dos
alimentos ou ingredientes que sao reconhecidos por células imunes especificas ao
alergénio e desencadeiam reagdes imunoldgicas, resultando em sintomas caracteristicos
(Boyce et al., 2011). Bioquimicamente, os alergénios sdo maioritariamente proteinas ou
glicoproteinas, sollveis em 4gua e resistentes a digestdo (Costa et al., 2012b).

A tropomiosina foi o primeiro alergénio identificado em crustaceos, contudo
posteriormente outros alergénios foram caracterizados, como é o caso da arginina cinase,
das miosinas de cadeia leve, da proteina de ligacdo ao célcio sarcoplasmatico, entre outros
(Lopata et al., 2010; Pedrosa et al., 2014). Atualmente, na base de dados WHO/IUIS
Allergen, que contém os alergénios aprovados e reconhecidos pela Organizagdo Mundial
de Saude e pela Unido Internacional de Sociedades de Imunologia, consta a presenca de
31 alergénios de crustaceos da ordem Decapoda relacionados com alergias alimentares
(Tabela 1).

2.1.1 Tropomiosina

A tropomiosina foi identificada pela primeira vez em camardes (Pen a 1) em 1981,
sendo o principal alergénio presente nos crustaceos (Pedrosa et al., 2014). Esta proteina
esta presente em todos os tecidos musculares, estando envolvida nos processos de
regulacédo da contracdo de muscular (Lee & Taylor, 2011; Leung et al., 2014; Pedrosa et
al., 2014). Este alergénio termoestavel apresenta um peso molecular que varia entre os 34
e os 38 kDa, dependendo da espécie na qual se encontra (Leung et al., 2014; Pedrosa et
al., 2014).

As tropomiosinas apresentam uma grande homologia na sequéncia de
aminodcidos, representando panalergénios responsaveis por casos de reatividade cruzada
entre crustaceos, insetos, acaros, nematodos e moluscos (Carrapatoso, 2004; Pedrosa et
al., 2014). Nos crustaceos, a homologia entre as tropomiosinas é tdo elevada que, para 0s
individuos alérgicos a uma determinada espécie de crustaceo, o risco de reacdo a uma

segunda espécie é de aproximadamente 75% (Carrapatoso, 2004).

2.1.2 Argininacinase

Em 2003, a arginina cinase foi identificada como sendo um novo alergénio presente
em camardes da espécie Penaeus monodon (Pen m 2), apresentando um peso molecular

de 40 kDa (Yu et al., 2003). A arginina cinase desempenha um papel importante no
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metabolismo dos invertebrados, pois catalisa a transferéncia reversivel do grupo fosforil a
partir do ATP para a arginina, formando-se ADP e N-fosfoarginina (Yu et al., 2003).

Tabela 1 - Lista dos 31 alergénios dos crustaceos relacionados com alergias alimentares presentes
na base de dados WHO/IUIS Allergen (ALLERGEN, 2016).

Nome comum do

Classificac&o bioquimica Alergénio Crustaceo Espécie de crustaceo
Tropomiosina Chaf1l Caranguejo Charybdis feriatus
Cracl Camaréo do Mar do Norte Crangon crangon
Homal Lagosta americana Homarus americanus
Litv 1 Camardo de patas brancas Litopenaeus vannamei
Macr 1 Camardo gigante de agua Macrobrachium
doce rosenbergii
Mel | 1 Camarao rei Melicertus latisulcatus
Mete 1 Camardéo grande Metapenaeus ensis
Panb 1 Camaréo do Mar do Norte Pandalus borealis
Pans1 Lagosta espinhosa Panulirus stimpsoni
Penal Camarao castanho Penaeus aztecus
Penil Camarao branco da india Penaeus indicus
Penm 1 Camarao tigre gigante Penaeus monodon
Porp1l Caranguejo azul Portunus pelagicus
Arginina cinase Crac?2 Camaréo do Mar do Norte Crangon crangon
Litv 2 Camardo de patas brancas Litopenaeus vannamei
Penm 2 Camarado tigre gigante Penaeus monodon
Proteina de ligacdo ao Crac4 Camardo do Mar do Norte Crangon crangon
calcio sarcoplasmatico Litv4 Camardao de patas brancas Litopenaeus vannamei
Penm 4 Camarado tigre gigante Penaeus monodon
Pon |4 Lagostim Pontastacus
leptodactylus
Miosina de cadeia leve 1 Crac5 Camaréo do Mar do Norte Crangon crangon
Miosina de cadeia leve 2 Hom a 3 Lagosta americana Homarus americanus
Litv 3 Camaréo de patas brancas Litopenaeus vannamei
Penm 3 Camarado tigre gigante Penaeus monodon
Troponina C Cracé6 Camaréo do Mar do Norte Crangon crangon
Hom a6 Lagosta americana Homarus americanus
Penm 6 Camardo tigre gigante Penaeus monodon
Troponinal Pon 17 Lagostim Pontastacus
leptodactylus
Triose-fosfato isomerase Arcs 8 Camaréo Archaeopotamobius
sibiriensis
Crac8 Camaréo do Mar do Norte Crangon crangon
Proteina relacionadacom o Eris 2 Caranguejo chinés Eriocheir sinensis

desenvolvimento ovario
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Este alergénio € termolabil, verificando-se a reducdo da sua alergenicidade apos
processamento térmico (Fernandes et al., 2015; Pedrosa et al.,, 2014). Tal como a
tropomiosina, a arginina cinase é um panalergénio, identificado noutros invertebrados,
como por exemplo em moluscos, acaros, aranhas, moscas da fruta e baratas (Pedrosa et
al., 2014).

2.1.3 Proteina de ligagdo ao célcio sarcoplasmatico

Em 2008, foi descrito um alergénio com um peso molecular de 20 kDa em camarfes
da espécie Penaeus monodon (Pen m 4), que foi identificado como uma proteina de ligagéo
ao calcio sarcoplasmatico. Existem algumas evidéncias de reatividade cruzada com
proteinas semelhantes presentes no camaréo kuruma, na lagosta americana e no camarao
rosa, contudo noutras duas espécies de camaréo este fenémeno nao se verificou (Shiomi
et al., 2008).

A funcdo biologica da proteina de ligacdo ao calcio sarcoplasmatico ndo é
conhecida, mas acredita-se que tenha um papel semelhante a parvalbumina — o principal
alergénio dos peixes — que promove o relaxamento muscular por translocagéo do Ca®* das

miofibrilas para o reticulo sarcoplasmatico (Pedrosa et al., 2014; Poi-Wah & Steve, 2010).

2.1.4 Miosinas de cadeia leve

As miosinas sao uma grande superfamilia de proteinas musculares que fazem parte
de um complexo que envolve outras proteinas como a actina, a tropomiosina e a troponina,
sendo fundamentais para a contragdo muscular (Fernandes et al., 2015). A miosina é
composta por duas cadeias pesadas e quatro cadeias leves. Cada cadeia pesada da
miosina é rodeada por duas cadeias leves com um peso molecular de 20kDa (Ayuso et al.,
2008; Fernandes et al., 2015; Pedrosa et al., 2014).

Em 2008, Ayuso et al. identificou uma miosina de cadeia leve como sendo um novo
alergénio presente em camardes da espécie Litopenaeus vannamei (Lit v 3). E constituido
por 177 aminoé&cidos, apresentando um peso molecular de 20 kDa e um ponto isoelétrico
calculado de 4,2. No mesmo estudo, também foi verificado que a sequéncia de
aminoacidos da miosina de cadeia leve é 66% semelhante e 51% idéntica a sequéncia de
aminodcidos do alergénio Bla g 8, presente em baratas (Blattella germanica). Esta
semelhanca das sequéncias de aminoacidos entre as miosinas de cadeia leve pode levar
a casos de reatividade cruzada entre camardes e baratas (Ayuso et al., 2008). Mais tarde,
as miosinas de cadeia leve foram também descritas como alergénios noutras espécies de

camaréo e de lagosta (Pedrosa et al., 2014).
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2.1.5 TroponinaCel

A troponina € um complexo constituido por trés proteinas: a troponina C, a troponina
| e a troponina T (Kobayashi et al., 1989). A troponina C faz parte de um grande grupo de
proteinas de ligacédo ao Ca?*, que também inclui a calmodulina, a calpaina, a parvalbumina,
calbindina e a miosina de cadeia leve (Kalyanasundaram & Santiago, 2015). Esta proteina
com 21 kDa foi identificada pela primeira vez em 2011 como sendo um alergénio de
crustaceos (Cra ¢ 6), mais concretamente em camardes da espécie Crangon crangon,
tendo sido anteriormente identificada em baratas (Bla g 6) (Bauermeister et al., 2011).

A troponina | foi identificada como sendo um alergénio em lagostins da espécie
Pontastacus leptodactylus (Pon | 7), apresentando um peso molecular de
aproximadamente 30 kDa (ALLERGEN, 2016).

2.1.6 Triose-fosfato isomerase

A triose-fosfato isomerase foi descrita em 2011 como sendo um novo alergénio de
camardes (Cra ¢ 8), com um peso molecular de aproximadamente 28 kDa. Outros
alergénios desta familia de proteinas ja tinham sido anteriormente identificados em peixes,

mosquitos e varias plantas (Bauermeister et al., 2011).

2.1.7 Proteinarelacionada com o desenvolvimento do ovario

A proteina relacionada com o desenvolvimento do ovario é o mais recente alergénio
introduzido na base de dados WHO/IUIS Allergen. Este foi identificado em caranguejos da
espécie Eriocheir sinensis (Eri s 2), apresentando um peso molecular de 28,2 kDa
(ALLERGEN, 2016).

3 Metodologias utilizadas naidentificacao de espécies de

crustaceos

A identificagcdo de espécies de animais provenientes da pesca é realizada
tradicionalmente através de analise morfologica (Bottero & Dalmasso, 2011; Ortea et al.,
2012). No caso concreto dos crustaceos, a identificacdo de espécies através da andlise
das caracteristicas morfolégicas € particularmente dificil, devido as semelhancas
fenotipicas existentes entre determinadas espécies e também ao facto de estes serem
frequentemente sujeitos a varios tipos de processamento alimentar que destroem essas

caracteristicas.
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De forma a ultrapassar as dificuldades na identificacdo decorrentes da andlise
morfolégica, tém sido desenvolvidas metodologias analiticas que permitem uma
diferenciagdo mais especifica. Essas metodologias baseiam-se essencialmente na analise
de marcadores moleculares de DNA ou de proteinas (Pascoal et al., 2011). Nas proximas
seccoes, serd realizada uma descricdo desses métodos aplicados na identificacdo de
espécies de crustaceos.

3.1 Métodos baseados na analise de proteinas

Os métodos baseados na andlise de proteinas utilizados na identificacdo de
espécies e avaliagdo da autenticidade de crustaceos incluem metodologias cléassicas, tais
como 0s ensaios imunoldgicos e as técnicas eletroforéticas (Ortea et al., 2012). Estas
metodologias sdo geralmente fiaveis quando aplicadas em amostras frescas ou
congeladas, porém isto ndo se verifica quando aplicadas em amostras sujeitas a
processamentos mais agressivos, como tratamentos térmicos, que levam a destruicdo de
propriedades bioquimicas e da integridade estrutural das proteinas, dificultando assim
estas analises (Rasmussen & Morrissey, 2008).

Os ensaios imunolégicos caracterizam-se pela dete¢cdo de uma proteina-alvo
(antigénio) com base numa ligacdo especifica antigénio-anticorpo. Os anticorpos devem,
por isso, possuir elevada afinidade e seletividade para o antigénio de forma a permitir a
detecao de quantidades vestigiais do antigénio e evitar resultados em que existam falsos
positivos (van Ruth et al., 2010). Algumas das técnicas aplicadas em estudos de crustaceos
incluem: os ensaios em tiras de fluxo lateral (Koizumi et al., 2014), ELISA (Werner et al.,
2007) e Western blot (Fuller et al., 2006). Estas técnicas baseiam-se na detecdo de
alergénios presentes nos crustaceos, como a tropomiosina ou a arginina cinase. Porém,
na maioria dos estudos estas técnicas apenas possibilitaram a detecdo genérica de
crustaceos, ndo permitindo a diferenciacdo de espécies, devido a ocorréncia frequente de
fendmenos de reatividade cruzada com vérias espécies.

No que diz respeito as técnicas eletroforéticas, estas baseiam-se na migracéo
das proteinas ao longo de um gel de agarose ou poliacrilamida, causada por forgas
electroestaticas que atraem estas moléculas para os elétrodos carregados negativamente
no campo elétrico (Wojciech & Dagmara, 2010). As técnicas eletroforéticas aplicadas com
sucesso na identificacdo de espécies de crustaceos incluem a eletroforese em gel de
poliacrilamida e dodecilsulfato de soédio (SDS-PAGE) (An et al., 1988) e a focagem
isoelétrica (IEF) (Ortea et al., 2010)

Mais recentemente, os meétodos protedémicos baseados na utilizacdo de

espectrometria de massa (MS) foram propostos como estratégias promissoras para a
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avaliacdo da autenticidade dos alimentos (Gallardo et al., 2013). A proteémica € definida
como a andlise em larga escala de proteinas, que inclui ndo s6 o estudo da sua estrutura
e funcdo, mas também a andlise das modificacbes, as interacbes entre elas, a sua
localizacao intracelular e a sua quantificacdo (Carrera et al., 2013; Gallardo et al., 2013).
As técnicas de espetrometria de massa, nomeadamente MS com matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight (MALDI-TOF) e com electrospray-ion trap (ESI-IT), bem
como o tratamento bioinforméatico dos dados sdo reconhecidos como ferramentas
indispensaveis para os estudos de prote6mica (Carrera et al., 2013; Ortea et al., 2012).
Numa fase inicial, os estudos protedmicos exploram de forma abrangente o proteoma a fim
de identificarem potenciais biomarcadores (proteinas e péptidos), recorrendo a técnicas de
eletroforese e de MS (Carrera et al., 2013; Gallardo et al., 2013; Ortea, Canas, & Gallardo,
2009). Numa fase posterior, uma vez identificados os biomarcadores, poder-se-a partir
para a sua detecdo com o objetivo de avaliar a autenticidade dos alimentos.

Apesar de a aplicagdo das técnicas protedmicas ainda ndo apresentar atualmente
uma grande expressdo na identificacdo de espécies de crustaceos e avaliacdo da
autenticidade, os trabalhos presentes na literatura demonstram que estas realizam com
sucesso a diferenciacdo de espécies de camardo, apontando a arginina cinase como um
potencial marcador molecular para a diferenciacdo de algumas espécies de camaréo

estreitamente relacionadas (Ortea et al., 2009; Ortea et al., 2011; Pascoal et al., 2012).

3.2 Métodos baseados na analise de DNA

Nos dltimos anos, o desenvolvimento de métodos baseados na analise de DNA
permitiu ultrapassar algumas dificuldades existentes na aplicagdo dos métodos classicos
baseados na andlise de proteinas para a identificacdo de espécies e avaliacdo da
autenticidade de alimentos. Os métodos baseados na analise de DNA apresentam varias
vantagens relativamente a analise de proteinas, nomeadamente, maior especificidade,
sensibilidade e melhores performances em amostras com elevado grau de processamento.
Estas vantagens devem-se ao facto das moléculas de DNA serem mais estaveis
termicamente do que as proteinas, sendo menos suscetiveis a degradacao resultante do
processamento dos alimentos. Além disso, as moléculas de DNA podem ser encontradas
em qualquer substrato, porque estdo presentes em quase todas as células de um
organismo. Adicionalmente, devido a degenerescéncia do codigo genético e a presenca de
muitas regides nao codificantes, o DNA fornece também mais informacdo do que as
proteinas (Hellberg & Morrissey, 2011; Teletchea, 2009).

Os métodos de DNA aplicados em estudos de identificacdo de espécies de

crustaceos baseiam-se essencialmente na amplificacdo de sequéncias marcadoras,
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recorrendo a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (Rasmussen & Morrissey, 2008;
Wojciech & Dagmara, 2010). Essas sequéncias devem ser altamente polimorficas,
apresentar elevada reprodutibilidade e comportamento seletivo neutro, ou seja, as
sequéncias de DNA devem ser neutras a diferentes condicdes ambientais ou préticas de
manuseamento (Jonah et al., 2011). A identificacdo de espécies de crustaceos pode ser
determinada analisando o DNA mitocondrial (mtDNA) ou o DNA nuclear (nDNA), sendo o
mtDNA utilizado com maior frequéncia do que o nDNA, pelas seguintes razdes
(Rasmussen & Morrissey, 2008; Wojciech & Dagmara, 2010):

1. Apresenta um tamanho muito menor do que o NDNA;

2. E mais simples, devido & auséncia de intrdes, pseudogenes, elementos de
transposicéo e DNA repetitivo;
A sua extragdo é mais facil;
N&o sofre rearranjos genéticos como a recombinagao;

Apresenta maior resisténcia a degradacgéo induzida pelo calor;

o ok~ w

Apresenta varias copias.

Os métodos de DNA utilizados para a identificacdo ou avaliagdo da autenticidade
de crustaceos incluem: (i) técnicas que nao requerem informacgéao prévia sobre a sequéncia
de DNA, tais como a amplificacéo aleatéria de DNA polimérfico (RADP — Random amplified
polymorfic DNA) e a analise de polimorfismos no comprimento de fragmentos amplificados
(AFLP — Amplified fragment length polymorphism); e (ii) técnicas que necessitam do
conhecimento prévio da sequéncia de DNA alvo, como a PCR com analise de
polimorfismos nos fragmentos de restricdo (RFLP — Restriction fragment length
polymorfism), a PCR com analise de polimorfismos conformacionais de cadeia simples
(SSCP - Single stranded conformational polymorphism), a PCR sequenciacdo, a PCR em

tempo real e a abordagem de DNA barcoding.

3.2.1 TécnicadaPCR

Kary B. Mullis foi o responsavel pela descoberta da técnica da PCR em 1985, que
lhe permitiu receber o prémio Novel da Quimica em 1993. A técnica consiste numa
amplificacdo exponencial de um fragmento de DNA, na qual o DNA de cadeia dupla é
desnaturado, dando origem a DNA de cadeia simples, que em seguida é duplicado, sendo
0 seu principio baseado no mecanismo de replicacdo do DNA in vivo (Rodriguez-Lazaro &
Hernandez, 2013). A PCR envolve uma série de ciclos consecutivos, geralmente 20 a 40
ciclos, cada um composto por trés etapas de temperaturas diferentes (Figura 6) (lannone,
2014; Rasmussen & Morrissey, 2008):
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1. Etapa de Desnaturacdo — ocorre a separacdo do DNA de cadeia dupla em
DNA de cadeia simples e todas as reagfes enziméticas param. Para que a
desnaturagdo ocorra, a temperatura € elevada até aos 94-98°C durante 20 a 30
segundos;

2. Etapa de Hibridacdo — a temperatura é descida até aos 50-65°C durante
aproximadamente 20 a 40 segundos, permitindo a ligacdo dos primers as
regides complementares do DNA de cadeia simples;

3. Etapade Extensao — atemperatura desta etapa depende da temperatura 6tima
da polimerase de DNA utilizada. A polimerase da Taq (Thermus aquaticus) é a
enzima geralmente utilizada, tornando necessario 0 aumento da temperatura
até aos 72°C para otimizar a sua atividade. Nesta etapa, a polimerase de DNA

sintetiza as novas cadeias complementares, a partir dos primers.
DNA de cadeia dupla

— 1. Desnaturagao (~ 95 °C)l

2. Hibridag3o (50 - 60 °C) |

3. Extensdo (~ 72 °C) l

I x 20 - 40 ciclos

Figura 6 - Representacdo esquematica das etapas da PCR.

Para estas etapas serem desenvolvidas com sucesso é necesséria a presenca dos
seguintes componentes na reacéo (lannone, 2014; Somma & Querci, 2006):

1. Extrato de DNA: Pelo menos, uma coépia intacta do DNA alvo devera estar
presente no extrato a amplificar. O extrato deve estar o mais puro possivel, de
forma a evitar a existéncia de inibicdo enzimatica durante o processo de
amplificagéo.

2. Primers: Pequenas sequéncias de DNA de cadeia simples com 16 a 30
nucledtidos que sdo complementares a sequéncia de DNA alvo.

3. Polimerase de DNA: A polimerase da Taq foi a primeira polimerase de DNA
termoestavel utilizada numa PCR e apesar de atualmente estarem disponiveis

comercialmente outras polimerases de DNA, esta € a mais usada em PCR. Esta
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enzima sintetiza as novas cadeias de DNA complementares a sequéncia alvo
na direcao 5- 3'.

4. MgCl;: A concentracdo de magnésio na PCR é crucial para que amplificacéo
ocorra com sucesso, pois o ido Mg?* é um cofator essencial para as polimerases
de DNA. Geralmente, concentracdes baixas de Mg?* resultam em rendimentos
de reacdo baixos, porém quando estdo presentes em excesso podem conduzir
a acumulacao de produtos néo especificos.

5. Tampé&o dareacédo: Proporciona um ambiente quimico adequado a atividade e
estabilidade da polimerase de DNA.

6. Desoxirribonucleétidos trifosfatados (dNTP): Os desoxirribonucledtidos
trifosfatados livres, nomeadamente, o desoxiadenina trifosfato (dATP), o
desoxicitosina trifosfato (dCTP), a desoxiguanina trifosfato (dGTP) e o
desoxitimina trifosfato (dTTP) sdo necesséarios durante a etapa de extenséo
para formar as novas cadeias de DNA. Estes quatro dNTP devem estar
presentes na reacdo em concentracdes equivalentes para evitar erros de

incorporacao.

O desenho de primers especificos, que apenas hibridam com o DNA de uma
determinada espécie, permite o desenvolvimento da técnica de PCR especifica de espécie,
detetando uma dada espécie de forma simples através da presenca ou auséncia de
produto de amplificagdo por PCR num gel de eletroforese, sem a necessidade de outros
procedimentos analiticos, tais como, a sequenciacdo, RFLP ou SSCP (Rasmussen &
Morrissey, 2008). Esta técnica apenas pode ser desenvolvida quando existe o
conhecimento detalhado das sequéncias de DNA da espécie alvo, contudo esta informacéao
esta cada vez mais disponivel devido a criacdo de bases de dados genéticos. De forma a
evitar a existéncia de um resultado falso positivo ou negativo, deve-se incluir na reagdo um
controlo positivo e um controlo negativo, pois por vezes a falta do fragmento amplificado
no gel deve-se a problemas técnicos, e ndo a auséncia de DNA alvo (Rasmussen &
Morrissey, 2008; Teletchea, 2009).

3.2.2 PCR-RFLP

A PCR-RFLP é uma das técnicas mais usadas na identificacdo de espécies.
Envolve a amplificacdo de fragmentos de DNA previamente selecionados com primers
universais, 0s quais sao sujeitos posteriormente a uma digestdo com endonucleases de
restricdo. Estas enzimas reconhecem pequenas sequéncias especificas (4 a 6 nucleétidos)

do fragmento amplificado e cortam o DNA nesses locais, originando um conjunto de
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fragmentos com diferentes comprimentos que podem ser separados e visualizados de
acordo com o seu peso molecular, recorrendo a eletroforese em gel de agarose (Figura 7)
(Hellberg & Morrissey, 2011; Pereira et al., 2008; Rasmussen & Morrissey, 2008). O perfil
de RFLP caracteristico de cada espécie resulta de uma distribuicdo genémica Unica dos
locais de reconhecimento e da distancia entre eles (Pereira et al., 2008).

Esta técnica é relativamente réapida, reprodutivel e ndo requer equipamento muito
caro, contudo apresenta como principal desvantagem a possibilidade de existirem
mutacgdes intraespecificas nos locais de restricdo, levando a que individuos da mesma
espécie exibam perfis de restricdo diferentes, originando, assim, falsos resultados (Pereira

et al., 2008; Rasmussen & Morrissey, 2008).

i
—
em— —
—
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— =) == gLoc:ﬂde restri¢io
A B Cc

Eletroforese em gel

Figura 7 - Representacdo esquemética do método PCR-RFLP. As espécies (A, B e C) sao
identificadas através da corrida dos fragmentos de restricdo numa eletroforese em gel. Adaptado de
Pereira et al. (2008).

3.2.3 RAPD

A técnica RAPD consiste na amplificacéo aleatoria de fragmentos desconhecidos
de DNA nuclear através de uma PCR. Durante a amplificagdo é utilizado um primer
arbitrario com 8 a 10 pares de bases, concebido sem conhecimento prévio da sequéncia
de DNA alvo, o que leva a amplificacéo aleatéria de fragmentos do DNA (Figura 8) (Liu &
Cordes, 2004; Rasmussen & Morrissey, 2008). Devido as variagfes existentes no coédigo
genético, a analise de RAPD em espécies diferentes resulta em padrées Unicos de
fragmentos de DNA. Ap6s amplificacdo, os produtos obtidos sdo analisados recorrendo a
uma eletroforese em gel. Se os padrdes das bandas resultantes forem especificos para a
espécie em andlise, € possivel estabelecer um DNA fingerprint para essa espécie. Quando

uma amostra desconhecida € analisada utilizando o mesmo primer, 0 seu padrdo de
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bandas pode ser comparado com os de amostras conhecidas para determinar a sua
espécie (Rasmussen & Morrissey, 2008).

A RAPD é considerada uma técnica simples, rapida e relativamente barata. Para
além destas vantagens, apresenta também o facto de n&do necessitar de uma elevada
guantidade de DNA e permitir a criacdo de marcadores genémicos sem o conhecimento
prévio das sequéncias a amplificar (Rasmussen & Morrissey, 2008; Vaseeharan et al.,
2013). Uma das principais desvantagens esta relacionada com a sua baixa
reprodutibilidade, especialmente quando o DNA esta ligeiramente degradado (Rasmussen
& Morrissey, 2008). Outra desvantagem é a determinacdo subjetiva da auséncia ou
presenca de bandas e a dificuldade da analise, devido ao grande namero de fragmentos

amplificados (Vaseeharan et al., 2013).
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Figura 8 - Representagdo esquematica da técnica de RAPD. As espécies (A, B e C) sdo identificadas
através da corrida dos fragmentos amplificados numa eletroforese em gel. Adaptado de Pereira et
al. (2008).

3.24 AFLP

A técnica de AFLP foi descrita pela primeira vez em 1995 e baseia-se na
amplificacdo seletiva de fragmentos de restricdo obtidos a partir da digestéo total do DNA
gendmico, recorrendo a PCR (Pereira et al., 2008; Vos et al., 1995). Envolve inicialmente
a digestdo do DNA com duas enzimas de restricdo, geralmente a EcoOR | e a Msel, e a
ligacdo de adaptadores de cadeia dupla as extremidades dos fragmentos de restricdo
obtidos durante a digestdo do DNA. Em seguida, ocorre uma pré-amplificacdo seletiva

recorrendo a primers complementares as sequéncias dos adaptadores e dos locais de

22



restricdo. Estes primers contém uma base arbitraria adicional na extremidade 3’ e, por
conseguinte, apenas permitem amplificar um subconjunto (1/16) dos fragmentos de DNA
disponiveis (Liu & Cordes, 2004; Rasmussen & Morrissey, 2008; Vaseeharan et al., 2013).
Posteriormente, os produtos amplificados s&o utilizados como DNA molde numa segunda
amplificagdo mais seletiva por PCR. Esta maior seletividade deve-se a adicdo de mais 2
bases arbitrarias nas extremidades 3’ dos primers, que permite reduzir ainda mais o
namero de fragmentos de DNA disponiveis (1/4096), resultando, apds esta amplificacéo,
cerca de 122 fragmentos (Liu & Cordes, 2004). Por ultimo, os polimorfismos sdo detetados
através das diferencas no comprimento dos fragmentos amplificados, recorrendo a

eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante (Figura 9).

Etapal l Digestdo do DNA gendmico com EcoRl e Mse |

Etapa 2 l Ligacdo dos adaptadores EcoRI(mm) e Mse | (mm)

Pré-amplificacdo seletiva por PCR, recorrendo a primers
Etapa 3 l com um nucledtido adicional na extremidade 3’

aA J— po—
C‘— —_— — — —_— o —
1 — — —— — — .A
Amplificacdo seletiva por PCR, usando
Etapa 4 l primers com 3 nucledtidos adicionais
'(-"I — — — — S
Al . — e— — — pra— —
— — . — -l — — m
—— — — —— —_— —

Analise dos produtos de PCR por

Etapa 5 l electroforese em gel desnaturante

e . ——» Recolha de dados e anélise computacional

Figura 9 - Representacao esquematica do método AFLP. Adaptado de Liu & Cordes (2004).
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Como resultado global desta técnica, obtém-se um DNA fingerprint especifico, no
qual os polimorfismos inter e intraespecificos sdo descobertos pela presenca ou auséncia
de fragmentos especificos (Rasmussen & Morrissey, 2008). A técnica AFLP tem um
nuamero de vantagens que a torna uma ferramenta interessante para a identificagdo de
espécies. O método pode ser realizado independentemente da origem ou da complexidade
do DNA alvo e os padrdes das bandas AFLP sao altamente complexos e ricos em
informac&o. Embora seja uma técnica semelhante & RAPD na medida em que ndo requer
conhecimento prévio da sequéncia de DNA, a andlise AFLP mostra maiores niveis de
reprodutibilidade e de polimorfismo (Rasmussen & Morrissey, 2008; Vaseeharan et al.,
2013).

3.2.5 PCR-SSCP

A andlise de SSCP requer a amplificagdo por PCR de um fragmento de DNA
especifico para todas as espécies em analise, geralmente o gene do citocromo b (cytb) do
MtDNA. Os fragmentos amplificados séo entdo desnaturados, originando fragmentos de
DNA de cadeia simples (Figura 10). As variacbes nas sequéncias, como por exemplo
variagdes de um unico nucledtido, poderéo ser detetadas pelas diferencas na mobilidade
eletroforética dos fragmentos numa eletroforese em gel de poliacrilamida. As bandas de
SSCP obtidas sdo comparadas com as de espécies conhecidas, permitindo a identificagéo
correta da espécie desconhecida (Puyet & Bautista, 2009; Rasmussen & Morrissey, 2008).
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Figura 10 - Padr6es de SSCP de trés espécies de camarao. As siglas SS e DS significam cadeias
simples e duplas de DNA, respetivamente. Fonte: Khamnamtong et al. (2005).

7

A PCR-SSCP é uma boa alternativa para outras técnicas como a PCR-
-sequenciacdo ou a PCR-RFLP, especialmente quando as espécies em andlise séo
estreitamente relacionadas. Embora a PCR-RFLP tenha sido relatada como sendo mais
simples e robusta, a PCR-SSCP é muito sensivel e menos problemética do que a PCR-

RFLP ou a RAPD, em caso de existéncia de variacGes intraespecificas. Estudos
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demonstram que esta técnica € especialmente Util na andlise de pequenos fragmentos de
DNA, com aproximadamente 100 pb, e na detecdo de espécies em amostras contendo
misturas (Puyet & Bautista, 2009; Rasmussen & Morrissey, 2008).

3.2.6 PCR em tempo real

A PCR em tempo real, também conhecida por PCR quantitativa (QPCR), foi
desenvolvida com base na PCR convencional, sendo esta uma técnica que permite a
detecdo e quantificacdo de sequéncias especificas de DNA numa amostra (Bio-Rad, 2006;
Hellberg & Morrissey, 2011; Pereira et al., 2008). Na PCR convencional, apenas é possivel
realizar a detecdo dos produtos amplificados ap0s a reacéo ter terminado, seguida de
eletroforese em gel de agarose. Em contraste, a PCR em tempo real permite a
monitorizacdo da sintese de novos amplicbes ao longo da reagdo e ndo necessita que
ocorra manipulagéo dos produtos amplificados no final da reacdo, reduzindo assim o tempo
de andlise e o risco de contaminacdes (Bio-Rad, 2006; Heid et al., 1996; Hellberg &
Morrissey, 2011).

A monitorizagdo em tempo real dos produtos amplificados € possivel devido a
adicdo de moléculas fluorescentes na reacdo, cujo aumento do sinal de fluorescéncia é
proporcional ao aumento da quantidade de DNA inicial (Bio-Rad, 2006). Os dois métodos
comummente utilizados para a detecdo de produtos de PCR em tempo real sdo: os
corantes fluorescentes ndo especificos que se intercalam com qualquer DNA de cadeia
dupla (método nao especifico) e as sondas de DNA de sequéncia especifica que sao
constituidas por oligonucle6tidos marcados com fluoréforos, permitindo a detegdo dos
amplicbes s6 apo6s a hibridacdo da sonda com a sequéncia de DNA alvo complementar
(método especifico) (lannone, 2014).

O SYBR Green | é o corante fluorescente mais usado em PCR em tempo real. Este
quando se encontra livre em solugéo exibe pouca fluorescéncia, porém esta aumenta mais
de 1000 vezes quando se liga as cadeias duplas do DNA. O aumento do sinal de
fluorescéncia ocorre durante a etapa de extensdo ao longo de cada ciclo da qPCR,
verificando-se um decréscimo do sinal quando o DNA é desnaturado (Figura 11).
Consequentemente, as medi¢des de fluorescéncia sdo realizadas no final da etapa de
extensdo de cada ciclo (Bio-Rad, 2006; Navarro et al., 2015; Rodriguez-Lazaro &
Hernandez, 2013).

Este método evita a necessidade de desenhar sondas fluorescentes especificas,

utilizando apenas um par de primers, sendo, por isso, menos dispendioso do que o

25



fimer ) SYBR Green®
R Ix ,’I

DNA Auséncia de fluorescéncia

AN

M

ﬂ Luz emitida
%‘ primer S
/\/WV\/V\/V\XVX\X

Fluorescéncia

Figura 11 - Principio da detecdo usando o SYBR Green. Adaptado de Rodriguez-Lazaro et al.
(2013).

método de detegdo especifico. No entanto, a sua principal desvantagem relaciona-se com
a especificidade, pois é totalmente determinada pelo par de primers usado na reagéo, por
isso, o risco de amplificar produtos ndo especificos e dimeros de primers tem de ser
considerado durante a otimiza¢&o da técnica. Devido a este facto, é importante verificar a
especificidade dos fragmentos amplificados atraveés da analise da curva de desnaturacéo.
Esta andlise baseia-se na determinacdo da temperatura de desnaturacdo dos fragmentos
obtidos através do aumento gradual da temperatura, entre os 50°C e 0s 95°C, ap6s o ultimo
ciclo da gPCR. No inicio da andlise, o sinal de fluorescéncia é elevado devido ao grande
namero de amplicbes de DNA de cadeia dupla presentes no tubo de PCR. Posteriormente,
a medida que a temperatura aumenta verifica-se a dissocia¢ao das cadeias duplas de DNA,
ocorrendo, por isso, uma diminuicdo do sinal de fluorescéncia. A temperatura de
desnaturacdo dos amplices pode ser determinada a partir do ponto de inflexdo da curva
de desnaturacédo ou a partir do pico de desnaturacao que pode ser obtido tracando o grafico
da derivada negativa da fluorescéncia (F) em relacéo a temperatura (T) (-dF/dT) em fungéo
da temperatura. Recorrendo a qualquer um dos graficos, € possivel averiguar se durante
a reacdo ocorreu amplificacao de produtos nao especificos ou de dimeros de primers, uma
vez que estes sdo desnaturados a temperaturas geralmente mais baixas do que os
produtos especificos, apresentado assim entre eles diferentes temperaturas de
desnaturacéo (Druml & Cichna-Markl, 2014; Navarro et al., 2015).

A andlise da curva de desnaturagdo utilizando o corante SYBR Green apresenta a
desvantagem de néo ter a capacidade de discriminar amplicGes que apresentem pequenas
variagbes nas sequéncias. Mais recentemente, surgiram novos corantes fluorescentes,
como € o caso do EvaGreen, que em relacdo ao SYBR Green | tem a vantagem de poder

ser utilizado em concentragBes mais elevadas, gerando sinais de fluorescéncia superiores
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e uma maior sensibilidade sem causar inibicdo da PCR (Costa et al., 2012a). O
aparecimento destes novos corantes fluorescentes e de instrumentacdo de elevada
resolugdo permitiu desenvolver uma nova forma de andlise da curva de desnaturagédo
denominada por High Resolution Melting (HRM). Em contraste com a analise classica da
curva de desnaturacdo, a analise de HRM permite a detecao de mutacdes e polimorfismos
de nucledtido unico, permitindo assim a diferenciagéo de espécies (Druml & Cichna-Marki,
2014). A andlise de HRM é realizada ap0s o ultimo ciclo da gPCR e envolve a desnaturagéo
dos amplicbes através de pequenos incrementos graduais de temperatura (0,1°C/2s). De
seguida, o software de HRM identifica areas de pré e pos-desnaturacdo com intensidade
de fluorescéncia estavel (Figura 12A) e 0s seus sinais sdo automaticamente normalizados
para valores relativos de 1 e 0, respetivamente (Figura 12B), para eliminar diferencas na
fluorescéncia de fundo e aumentar também a capacidade de detetar diferencas subtis nos
perfis de desnaturacéo (Taylor et al., 2010). A fim de discriminar e destacar pequenas
diferengas entre as curvas de desnaturacao individuais, sdo criadas curvas de diferenca,
obtidas subtraindo a curva de desnaturacdo normalizada das amostras a curva de
desnaturagdo normalizada da amostra de referéncia (Figura 12C) (Taylor et al., 2010).
Geralmente, a sobreposi¢cdo completa das curvas de diferenca das amostras e da amostra
de referéncia indica que ambos os amplicGes tém a mesma sequéncia. Além disso, o
software permite também agrupar as amostras em grupos (clusters), com base nas
semelhancas da forma das curvas de desnaturacdo (Druml & Cichna-Markl, 2014).

Ultimamente, tém sido desenvolvidos varios trabalhos na area alimentar que
recorrem a andlise de HRM para identificar e diferenciar espécies estreitamente
relacionadas, a fim de detetar casos de adulteragcéo de alimentos (Jin et al., 2015; Sakaridis
et al., 2013), e também para a detecdo de alergénios (Costa et al., 2012a). Contudo, até
ao momento ndo se encontra publicado nenhum trabalho sobre identificacdo e
diferenciacdo de espécies em crustaceos.

O método de detecdo especifico em PCR em tempo real baseia-se no uso de
sondas, geralmente, constituidas por oligonucle6tidos que contém um fluoréforo (reporter)
numa extremidade e um inibidor de fluorescéncia (quencher) na extremidade oposta da
sonda, como é o caso da sonda de hidrélise do tipo TagMan (Figura 13), que € a mais
utilizada na identificacéo de espécies de peixe e marisco (lannone, 2014). Quando a sonda
esta intacta, a proximidade do fluor6foro ao quencher impede que o fluor6foro emita
fluorescéncia. Durante a etapa de hibridagéo, os primers e a sonda emparelham com a
sequéncia alvo. Posteriormente, ocorre a polimerizacdo das novas cadeias de DNA que se
inicia a partir dos primers. Quando a polimerase de DNA atinge a sonda, verifica-se a sua
degradacao, separando fisicamente o fluoréforo do quencher, o que resulta na emissao de

fluorescéncia (Figura 13). Desta forma, a fluorescéncia é detetada e medida em tempo real,
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sendo o aumento do sinal de fluorescéncia proporcional ao aumento dos produtos
amplificados (lannone, 2014).
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Figura 12 - Exemplo de uma anélise de HRM. Adaptado de Taylor et al. (2010).
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Figura 13 - Mecanismo de a¢do da sonda TagMan. Adaptado de Navarro et al. (2015).

Para além deste tipo de sondas, existem ainda as sondas de hibridacéo (ex. sondas
FRET — Fluorescence Ressonance Emission Transfer — e Molecular Beacons) e as sondas-
primer, que combinam um primer e a sonda na mesma molécula (ex. sondas Scorpions).

Os mecanismos de acao destas sondas estdo presentes na Figura 14.
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Figura 14 - Mecanismo de ac¢éo das diferentes sondas. (A) Sonda FRET: na etapa de hibridacéo,
as sondas hibridam adjacentemente a sequéncia alvo, permitindo ao quencher emitir fluorescéncia,
devido a ter sido excitado pela energia libertada pelo reporter. (B) Sonda Molecular Beacon: durante
a hibridacéo, a sonda liga-se a sequéncia alvo ocorrendo a separacdo do reporter e do quencher,
que conduz a emissédo de fluorescéncia. (C) Sonda-primer Scorpion: na etapa de desnaturagéo, o
reporter é separado do quencher, verificando-se a emissao de fluorescéncia. Adaptado de Navarro
et al. (2015).

Como referido anteriormente, a emisséo de fluorescéncia durante a PCR em tempo
real € proporcional a sintese de DNA e pode ser monitorizada através da curva de
amplificacdo, que tipicamente apresenta trés fases diferentes: a fase inicial, a fase
exponencial e a fase plateau (Figura 15). A fase inicial ocorre durante os primeiros ciclos
da reacdo de amplificacdo, nos quais ndo € possivel distinguir a fluorescéncia emitida da
linha de base. A linha de base refere-se ao sinal de fluorescéncia durante os primeiros
ciclos de PCR, normalmente entre 3° e 15° ciclos, hos quais existe pouca alteracao do sinal
de fluorescéncia, que pode ser equiparado ao ruido da reacdo (Life technologies, 2012;
Rodriguez-Lazaro & Hernandez, 2013). Durante a fase exponencial, existe um aumento

exponencial da fluorescéncia, sendo nesta fase possivel realizar a quantificacdo do DNA
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(Rodriguez-Lazaro & Hernandez, 2013). Na fase plateau, ocorre o esgotamento de um ou
mais reagentes e diminuicdo da atividade enzimética, ndo se observando aumento da
fluorescéncia (Rodriguez-Lazaro & Hernandez, 2013).

Na curva de amplificacdo, € definida uma linha designada por threshold, que
permite distinguir o sinal de fluorescéncia correspondente a amplificacdo do sinal de ruido
(Figura 15). Geralmente, o software do instrumento da gPCR define automaticamente a
linha threshold em 10 vezes o desvio padrdo do valor da fluorescéncia da linha de base. O
ciclo no qual o sinal de fluorescéncia da reacao cruza a linha threshold € designado por
ciclo threshold (Ct). Portanto, o Ct é considerado o niumero de ciclos necessarios para a
existéncia de sinal de fluorescéncia estatisticamente acima do sinal de ruido e é utilizado
para calcular a quantidade de DNA inicial, pois o0 seu valor esta inversamente relacionado
com a quantidade inicial do alvo (Life technologies, 2012).

16.633 ;
10.633 W
4.633

70.633 3. Fase plateau =
64.633 //7/, e
58.633 Pl
= /
S 52633
0
@ 46.633 /
2. Fase exponencial |
T 10633 I
P
‘S 34.633 /
=
© 28.633 &
@ Nt threshold
@ 22,633 -
. y
=
=

1. Fase inicial LA
Linha de base
5 10 15 20 25 30 35 40
Ciclos

Figura 15 - Curva de amplificacdo obtida por PCR em tempo real e as suas diferentes fases.
Adaptado de Rodriguez-Lazaro et al. (2013).

A quantificacdo do DNA pode ser realizada recorrendo a um método de
guantificacdo absoluto ou relativo. A quantificacdo absoluta baseia-se na construcéo de
uma curva padrdo obtida através do uso de padrdes com concentragfes conhecidas
diluidos de forma seriada. A curva padrdo produz uma relagdo linear entre os Ct e 0
logaritmo das quantidades de DNA inicial, permitindo determinar a quantidade de DNA no
inicio da reacgéo por interpolagéo do seu valor de Ct. Na quantificacao relativa, as alteragbes
na expressao do gene de interesse na amostra sdo medidas com base num padréo externo
ou numa amostra de referéncia, também conhecida por calibrador. Os resultados sao

expressos por uma razao alvo/referéncia (Wong & Medrano, 2005).
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3.2.7 PCR-sequenciacao

A PCR-sequenciagéo, também conhecida por PCR-FINS (Forensically informative
nucleotide sequencing), € uma técnica que envolve a determinacdo da sequéncia
nucleotidica de um fragmento de DNA especifico, previamente amplificado por PCR
(lannone, 2014; Rasmussen & Morrissey, 2008).

A sequenciacao dos fragmentos de DNA é geralmente realizada segundo o método
de Sanger (Figura 16). De acordo com este método, a amostra de DNA é dividida em quatro
reagcOes de sequenciacdo separadas, cada uma contendo os quatro dNTP, a polimerase
de DNA e os primers. Além destes componentes, em cada reacdo € também adicionado
um didesoxirribonucleotido (ddNTP) diferente para cada reacdo e seguidamente inicia-se
a replicacdo do DNA. Durante a extensdo, os dNTP e os ddNTP ligam-se de forma
complementar as bases nucleotidicas das cadeias simples de DNA, sob a acdo da
polimerase de DNA. Contudo, como os ddNTP n&o contém o grupo 3’-OH, que é essencial
a formacéo da ligacao fosfodiéster entre dois nucleétidos, quando ocorre a ligagcédo destes
a cadeia de DNA a extensao termina. Terminada a replicacéo, os fragmentos de DNA séo
desnaturados e separados através de uma eletroforese em gel. Em seguida, a sequéncia

de DNA pode ser determinada analisando o gel de eletroforese (lannone, 2014).
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3" CGTATACAGTCAGGTC 5
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Figura 16 - Representagdo esquematica da sequenciagdo pelo Método de Sanger. Adaptado de
Alberts et al. (1994).
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A identificac@o de espécies tem sido realizada através da comparacao da sequéncia
obtida com outras relacionadas e presentes em base de dados (Rasmussen & Morrissey,
2008). Esta técnica apresenta como desvantagem o facto de ndo ser adequada para a
andlise de amostras que contém varias espécies e por vezes ser inadequada para a
identificacdo, especialmente quando estd envolvido um grande nimero de amostras.
Contudo, os avancos tecnologicos, como a automatizagdo da técnica, permitiram o
desenvolvimento de protocolos mais simples e faceis, tornando esta técnica mais viavel
para a identificacdo de espécies (Rasmussen & Morrissey, 2008).

Nos Ultimos anos, tem havido um enorme progresso nhas tecnologias de
sequenciacdo de DNA. A nova geragdo de tecnologias de sequenciagéo (Next Generation
Sequencing — NGS) tem revolucionado a analise do DNA, em termos de velocidade de
leitura, juntamente com uma forte reducdo no custo por base. Em compara¢cdo com 0s
métodos de sequenciagdo de primeira geragao, tais como a sequenciagdo de Sanger, 0s
novos meétodos compartiiham trés grandes melhorias: (i) baseiam-se na preparagédo de
bibliotecas de NGS num sistema isento de células, sem a necessidade de clonagem
bacteriana de fragmentos de DNA; (ii) produzem milhares a varios milhées de reacdes de
sequenciacdo em paralelo, em vez de centenas; (iii) a saida de sequenciacao € detetada
diretamente, sem a necessidade de uma analise pds-reacao, tal como eletroforese, sendo
a consulta de bases de nucleétidos realizada de forma ciclica e em paralelo (van Dijk et al.,
2014).

3.2.8 DNA barcoding

Em 2003, um novo sistema de identificacdo de espécies foi desenvolvido no
Canada por investigadores da Universidade de Guelph, o DNA barcoding. Esta
metodologia baseia-se na analise da variabilidade dentro de uma regido especifica do
genoma, designada por DNA barcode. Esta metodologia ndo é totalmente inovadora, uma
vez que recorre a técnicas ja utilizadas na identificacdo de espécies, nomeadamente a
PCR e a sequenciacdo, contudo apresenta a vantagem de combinar trés inovagdes
importantes: a molecularizacéo dos processos de identificacdo, ou seja, a investigacdo da
variabilidade do DNA para discriminar entre os taxa, a normalizacdo do procedimento e a
informatizacdo (Galimberti et al., 2013).

As regides de DNA barcode devem apresentar elevada variabilidade interespecifica
e baixa variabilidade intraespecifica, de forma a assegurar a correta identificagdo de
espécies, com base nas diferengas interespecificas existentes nas sequéncias do DNA
barcode (Galimberti et al., 2013; Hellberg & Morrissey, 2011).
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Em 2003, o gene mitocondrial que codifica o citocromo ¢ oxidase subunidade |
(Couto et al.) foi proposto como DNA barcode para o reino animal. Os investigadores
identificaram uma regido composta por cerca de 650 nucleétidos préxima da extremidade
5' do gene COI que pode ser amplificada com primers universais e sequenciada para um
vasto grupo de espécies animais. Além deste, outros genes mitocondriais tém sido
sugeridos como marcadores barcode, nomeadamente, o gene cytb, o 16S rDNA, entre
outros (Nicole et al., 2012).

Com base nestes resultados promissores foi criada a base de dados BOLD
(Barcode of Life Database), coordenada pelo International Barcode of Life Project (iBOL)
que contém toda a colecdo de DNA barcodes, com o objetivo de criar uma biblioteca de
referéncia para todas as espécies vivas. Consequentemente, os DNA barcodes
amplificados e sequenciados a partir de espécies desconhecidas podem ser comparados
com os DNA barcodes presentes ha BOLD, de forma a identificar a sua espécie (Hebert et
al., 2003; Hellberg & Morrissey, 2011; Nicolé et al., 2012).

A abordagem DNA barcoding tem demonstrado ser promissora na identificagédo de
espécies e na avaliacao da autenticidade de crustaceos, existindo uma crescente aplicagéo
desta técnica (Haye et al., 2012; Nagalakshmi et al., 2016; Vartak et al., 2015).

4 Estudos sobre a identificacdo de espécies de

crustaceos

As vantagens associadas ao uso de métodos baseados na analise de DNA, como
foi referido anteriormente, estdo relacionadas com a sua simplicidade, especificidade e
sensibilidade, sendo por isso largamente usados na identificacdo de espécies em
alimentos, incluindo os crustaceos. Por este motivo, na presente seccao serao
apresentados alguns dos principais estudos publicados sobre a identificacdo de espécies
de crustaceos com base na analise de marcadores de DNA (Tabela 2).

Dentro das técnicas utilizadas para a identificacdo de espécies de crustaceos,
destaca-se a PCR-RFLP, como sendo utilizada com grande frequéncia neste tipo de
estudos. Pascoal et al. (2008a) desenvolveram um método rapido e facil de realizar
baseado na PCR-RFLP para permitir a identificacdo de espécies de camaréo e avaliar a
incidéncia de rotulagem incorreta de camarfes em alimentos comerciais sujeitos a
diferentes tipos de processamento. Neste sentido, foi realizada uma amplificacdo por PCR
com primers direcionados para uma regido com 530 pb dos genes mitocondriais 16S rRNA
e tRNA"?, e posteriormente recorreu a uma andlise de restricio com as endonucleases

Alul, Tagl e Hinfl. Este estudo permitiu a identificacdo de 17 espécies de camardo em 41
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alimentos comerciais, verificando-se também que 10 (24,4%) dos 41 produtos testados
apresentavam rotulagem incorreta e 16 (39%) exibiam rotulagem incompleta (Pascoal et
al., 2008a). A semelhanca do estudo anterior, 0s mesmos autores desenvolveram um outro
método de PCR-RFLP para a identificacdo de seis espécies de camardo comercialmente
relevantes (Penaeus monodon, Litopenaeus vannamei, Farfantepenaeus notialis, Penaeus
longirostris, Pleoticus muelleri e Fenneropenaeus merguiensis) em alimentos crus e
processados (Pascoal et al., 2008b). Contudo, neste estudo foi amplificada uma regido
mais pequena com apenas 181 pb do gene mitocondrial do cytb, que mostrou ser um
eficiente marcador molecular para espécies de camardo. Este método mostrou ser Qtil na
analise de amostras contendo DNA fragmentado, como é o caso de alimentos processados
congelados e pré-cozinhados (Pascoal et al., 2008b). Mais recentemente, outro estudo
baseado na técnica PCR-RFLP permitiu diferenciar a espécie de camardo Pandalus
borealis, pertencente a superfamilia Pandaloidea, a partir de 30 crustaceos diferentes que
incluiam 19 espécies de camardo comercialmente relevantes da mesma superfamilia
Penaeoidea e 11 outras espécies de crustaceos, incluindo camardes, lagostas e
caranguejos (Pascoal et al., 2012). Para este efeito, foi realizada uma amplificacéo das
regides mitocondriais 16S rRNA/tRNAVal/12S rRNA, sendo os produtos resultantes
digeridos com as enzimas de restricdo Alul, Tagl e Hinfl, o que permitiu obter padrbes de
restricdo especificos para a espécie Pandalus borealis e assim diferencia-la das restantes.

Apesar de nao existirem muitos estudos que utilizem a técnica AFLP para a
identificacao de crustaceos, Wang et al. (2004) demonstrou a sua utilidade na identificacéo
de 6 espécies de camarao do género Penaeus (P. monodon, P. chinensis, P. merguiensis,
P. latisulcatus, P. canaliculatus e P. japonicus). Neste estudo, os AFLP fingerprinting das
diferentes espécies foram comparados utilizando trés conjuntos de primers seletivos na
amplificagdo por PCR (Wang et al., 2004).

A técnica RAPD tem sido descrita como outra ferramenta utilizada na identificacao
de espécies de crustaceos. Meruane et al. (1997) aplicaram esta técnica com sucesso na
identificacdo de duas espécies de camardo (Penaeus japonicus e Metapenaeus ensis).
Neste trabalho, foram testados 40 primers, dos quais dois permitiram a obtenc&o de bandas
gue demonstraram ser marcadores Uteis para a identificacdo destas espécies. Mais
recentemente, Guerra et al. (2010), através de RAPD, conseguiram diferenciar 2 espécies
de camarédo do género Macrobrachium (M. jelskii e M. amazonicum). Para isso, utilizaram
10 primers aleatérios diferentes para a amplificagdo do DNA, produzindo 182 fragmentos.
Desses fragmentos, 3 demonstraram ser monomorficos e exclusivos para a espécie M.
amazonicum ou para a espécie M. jelskii, podendo ser utilizados como marcadores

moleculares especificos para identificar estas duas espécies.

34



Tabela 2 - Estudos sobre a identificacdo de espécies de crustaceos baseados na analise de DNA.

Método Espécies Gene alvo Referéncia
PCR-RFLP 17 espécies de camardo Penaeus 16S Pascoal et al. (2008a)
rRNA/tRNAYa
Penaeus monodon, Litopenaeus vannamei,  cytb Pascoal et al. (2008b)

Farfantepenaeus notialis, Penaeus
longirostris, Pleoticus muelleri e
Fenneropenaeus merguiensis

Pandalus borealis 16S Pascoal et al. (2012)
rRNA/RNAY3/
12S rRNA
RAPD Penaeus japonicus e Metapenaeus ensis - Meruane et al. (1997)
Macrobrachium jelskii e Macrobrachium - Guerra et al. (2010)
amazonicum
AFLP Penaeus monodon, Penaeus chinensis, - Wang et al. (2004)

Penaeus merguiensis, Penaeus latisulcatus,
Penaeus canaliculatus e Penaeus japonicus

PCR-SSCP Penaeus monodon, Penaeus semisulcatus,  16S rRNA Khamnamtong et al.
Feneropenaeus merguiensis, Litopenaeus (2005)
vannamei e Marsupenaeus japonicus

PCR- Penaeus merguiensis, Penaeus indicus e Col Hualkasin et al. (2003)
sequenciagéo Penaeus silasi

Litopenaeus vannamei, Penaeus monodon 16S rRNA/ Pascoal et al. (2011)
e Fenneropenaeus indicus tRNAVal
DNA barcoding Metacarcinus edwardsii, Romaleon Cal Haye et al. (2012)

polyodon, Cancer porteri, Cancer plebejus e
Homalapsis plana

11 espécies de caranguejo Vartak et al. (2015)
PCR em tempo  Penaeus monodon, Litopenaeus vannamei,  12S rRNA/ Eischeid et al. (2013)
real Fenneropenaeus chinensis, 16S rRNA

Farfantepenaeus californiensis, Litopenaeus
stylirotris, Marsupenaeus japonicus e
Callinectes sapidus.

Panulirus japonicus, Panulirus versicolor, 12S rRNA Eischeid (2016)
Panulirus ornatos, Panulirus homarus,
Panulirus stimpsoni e Homarus americanus

cyth/COI

Khamnamtong et al. (2005) através da amplificacdo por PCR de uma regido do gene
mitoncondrial 16S rRNA e posterior andlise de SSCP conseguiram diferenciar 5 espécies
de camardo (Penaeus monodon, P. semisulcatus, Feneropenaeus merguiensis,
Litopenaeus vannamei e Marsupenaeus japonicus) (Khamnamtong et al., 2005).
Hualkasin et al. (2003), recorrendo a PCR-sequenciagcdo, conseguiram diferenciar a
espécie de camardo Penaeus merguiensis de outras duas morfologicamente semelhantes
(Penaeus indicus e Penaeus silasi), através da sequenciacdo do gene mitocondrial COlI,
previamente amplificado por PCR (Hualkasin et al., 2003). Pascoal et al. (2011)

conseguiram desenvolver uma metodologia que permitiu a identificacdo de trés espécies
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de camardo comercialmente relevantes (Litopenaeus vannamei, Penaeus monodon e
Fenneropenaeus indicus) através da PCR-sequenciacdo. Para isso, realizaram a
sequenciacdo preliminar de um fragmento com 530 pb da regido mitocondrial 16S
rRNA/tRNAVal previamente amplificado por PCR. A analise das sequéncias obtidas
permitiu o desenho de primers especificos, permitindo assim o desenvolvimento da PCR
especifica para estas espécies (Pascoal et al., 2011).

O sistema de DNA barcoding, apesar de ser uma metodologia mais recente, tem
vindo a ser muito utilizado em estudos de identificagdo e avaliagdo da autenticidade de
espécies de crustaceos. Haye et al. (2012) conseguiram determinar as espécies de
caranguejo que estavam presentes em 7 tipos de amostras comerciais através da DNA
barcoding, recorrendo a uma regiao do gene mitocondrial COIl e a uma analise filogenética.
Este método permitiu verificar a existéncia de rotulagem incorreta numa das amostras
(Haye et al., 2012). Vartak et al. (2015) identificaram 11 espécies de caranguejos ediveis
através de DNA barcodes do gene mitocondrial COl. Os barcodes desenvolvidos foram
utilizados como marcadores de referéncia para detetar possiveis rotulagens inadequadas
em 50 amostras de caranguejo presentes em restaurantes. Este estudo demonstrou que
todas as amostras se encontravam mal rotuladas para encobrir adulteracdes por
substituicdo de espécies de caranguejo de valor inferior (Vartak et al., 2015).

No caso dos crustaceos, a técnica de PCR em tempo real tem sido utilizada no
desenvolvimento de métodos que permitem a detecdo especifica de pequenas
quantidades de crustdceos em matrizes alimentares complexas, permitindo assim a
detecao indireta de alergénios. Eischeid et al. (2013) desenvolveram ensaios de PCR em
tempo real que permitiram detetar seis espécies de camarfes da familia Penaeidae
(Penaeus monodon, Litopenaeus vannamei, Fenneropenaeus chinensis, Farfantepenaeus
californiensis, L. stylirotris e Marsupenaeus japonicus) e um caranguejo da espécie
Callinectes sapidus. Neste estudo, foram desenhados primers e sondas direcionados para
0s genes 12S e 16S rRNA dos camardes e no caso da espécie de caranguejo com alvo
nos genes mitocondriais cytb e COIl. O método foi testado utilizando carne de camaréo e
caranguejo adicionada, com niveis entre os 0,1 e os 10° mg/kg, em diferentes tipos de
alimentos. Os dados da PCR em tempo real foram utilizados para obter curvas padréo
lineares e os ensaios foram avaliados em relacdo a gama linear e a eficiéncia da reacéo.
Os resultados indicaram que os ensaios apresentavam boa performance numa variedade
de alimentos, obtendo eficiéncias de reagéo elevadas (96,8-104,5%) e limites de dete¢éo
entre 0,1-1 mg/kg (Eischeid et al., 2013). Mais recentemente, Eischeid (2016) desenvolveu
outro ensaio que permitiu a detecdo especifica de lagostas (Panulirus japonicus, P.
versicolor, P. ornatos, P. homarus, P. stimpsoni e Homarus americanus). Para isso,

desenharam uma sonda e 5 primers especificos com alvo no gene 12S rRNA das espécies
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de lagostas, de forma a evitar a amplificagcdo de outras espécies de crustaceos. Para a
preparacdo de misturas de referéncia, diferentes niveis de carne de lagosta entre 0,1-10°
mg/kg foram adicionados a diversas matrizes alimentares. Além dos ensaios serem
aplicados em diferentes matrizes de alimentos, a performance do método foi determinada
utilizando condi¢cdes desafiadoras em andlises de PCR, nomeadamente matrizes
alimentares com baixa quantidade de DNA e com diferentes niveis de pH acido, bem como
alimentos tratados com elevadas temperatura e pressdo combinada. A partir dos dados
obtidos, foram geradas curvas padrao que permitiram concluir qgue este ensaio apresentou
um limite de detecdo entre 0,1-1 mg/kg e eficiéncias da reagdo de 100+10%. No caso
particular das amostras sujeitas a tratamento térmico e pH &cido, verificou-se um grande

atraso ou perda completa dos sinais de amplificagdo (Eischeid, 2016).
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5 Objetivos e ambito do trabalho

Os crustaceos ediveis, particularmente os camardes da familia Penaeidae, devido
a sua elevada importancia comercial e a dificil identificacdo morfol6gica de espécies,
tornam-se frequentes alvos de adulteragdo. A adulteracdo de espécies de crustaceos
constitui muitas vezes uma fraude comercial, uma vez que geralmente é efetuada
intencionalmente com a finalidade de o produtor obter um maior ganho econdmico.
Contudo, envolve também questbes de saude publica por estes alimentos serem
potencialmente alergénicos e a presenca ndo declarada nos roétulos pode levar o
consumidor sensibilizado a ingestdo de produtos que podem por em risco a sua saude. A
pratica corrente de adulteragdes levou a criacdo de legislacao especifica na UE que proibe
a substituicdo ndo declarada de espécies e que determina que a rotulagem de crustaceos
deve indicar o nome cientifico da espécie comercializada. De forma a proteger o
consumidor e averiguar o cumprimento da legislacdo, torna-se fundamental o
desenvolvimento de métodos que permitam a identificagdo de espécies de crustaceos e a
detecdo de adulteracdes, promovendo a autenticidade dos produtos.

Assim, o principal objetivo deste trabalho focou-se no desenvolvimento de um
método molecular para a diferenciagdo de 5 espécies de camardo da familia Penaeidae
(Penaeus monodon, Fenneropenaeus indicus, Metapenaeus affinis, Litopenaeus vannamei
e Melicertus kerathurus), recorrendo as técnicas de PCR qualitativa e PCR em tempo real
acoplada a analise de HRM com alvo em DNA barcode, nomeadamente no gene
mitocondrial COl. Pretendeu-se também estudar a influéncia do uso de RNAse na extracao
e amplificacdo do DNA dos espécimes de camardo selecionados. Por fim, pretendeu-se
demonstrar a aplicabilidade do método desenvolvido na identificacdo de espécies de

camardo em alimentos comerciais processados.
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6 Metodologia

6.1 Descricao e preparacao das amostras

Para a realizacao deste estudo foram adquiridas 5 espécies de camardo da familia
Penaeidae em Novembro de 2015. Na tabela 3 estdo descritas as espécies de camarao
utilizadas no presente trabalho e outras informacgdes disponiveis no rotulo. Estas amostras
foram utilizadas como amostras de referéncia para a identificacéo de espécies de camarao

em amostras comerciais.

Tabela 3 — Descrigdo das diferentes espécies de camarao da familia Penaeidae utilizadas neste
trabalho.

C1l Penaeus monodon Camarao tigre gigante Camarao inteiro congelado

Camarao selvagem inteiro

Cc2 Fenneropenaeus indicus Camarao branco da india
congelado

Miolo ultracongelado,
C3 Metapenaeus affinis Camardo jinga capturado no Oceano
Pacifico por redes de pesca

C4 Litopenaeus vannamei Camarao de patas brancas  Camaréo inteiro congelado

Camarao inteiro
ultracongelado, capturado no
mar por redes de arrasto no
Oceano Atlantico Centro Este

C5 Melicertus kerathurus Camardo caramote

Figura 17 - Diferentes espécies de camardo da familia Penaeidae utilizadas neste trabalho. A a E -
Penaeus monodon, Fenneropenaeus indicus, Metapenaeus affinis, Litopenaeus vannamei e
Melicertus kerathurus, respetivamente.

Para este estudo, foram também adquiridas 25 amostras comerciais em Janeiro de
2016 (Figura 18). Na tabela 4 encontram-se descritas as amostras comerciais utilizadas e

a respetiva informacao relevante presente no rotulo.
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Tabela 4 - Descricdo das amostras comerciais utilizadas neste trabalho e as respetivas informacg6es
relevantes presentes no rotulo.

N° da
amostra
1

2

10

11

12

13
14

15

16

17

18
19

20
21
22

23

24
25

Cédigo
AC1

AC2a
AC2b

AC3a
AC3b
AC4a
AC4b
ACba
AC5b

AC6a
AC6b
AC7a

ACT7b

ACT7c

AC8a
AC8b

AC9a
AC9b
AC10

AC11

AC12

AC13
AC14

AC15a
AC15b
AC16a
AC16b
ACl7a

AC17b

AC18
AC19a
AC19b
AC20
AC21
AC22a
AC22b
AC23a
AC23b
AC24
AC25a
AC25b

Nome da Amostra

Patanisca de bacalhau
Rissol de Camaré&o (inteiro)
Rissol de Camaréo (recheio)

Risotto do Mar (s6 camarédo)
Risotto do Mar (Todo)

Paella (s6 camaréo)

Paella (Todo)

Acorda de Marisco (inteira)
Acorda de Marisco (s6 camaréo)

Riss0is de camardo e pescada (recheio)
Riss0is de camarédo e pescada (inteiros)

Preparado para arroz de marisco (s6
camarao L. vannamei)

Preparado para arroz de marisco
(s6 camardo P. indicus)
Preparado para arroz de marisco
(s6 delicias do mar)

Eurogamba (s6 camaréo)

Eurogamba (inteira)

Petisco do mar (recheio)
Petisco do mar (inteiro)
Creme de marisco

Creme de marisco receita econémica

Sopa do mar

Noddles com sabor a camarao
Caldo de marisco

Riss0is de camaréo (recheio)
Riss0is de camaréo (inteiro)
Feijoada de camarao (s6 camarao)
Feijoada de camaré&o (Todo)
Acorda de Gambas (s6 camaréo)

Acorda de Gambas (Todo)

Pastéis de bacalhau

Acorda de Camarao (s6 camarao)
Acorda de Camarao (Todo)
Bacalhau a Bras Monissa (Todo)
Bacalhau com Natas Gratinado (Todo)
Rissois de Camarao (recheio)
Rissoéis de Camaréo (Todo)

Riss6is Camaréo Forno (recheio)
Riss6is Camarédo Forno (Todo)
Pizza Ristorante mare (sé camarao)
Mini Rissois Camarao (interior)

Mini Rissois Camarao (interior)
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Informacéo relevante

Pode conter vestigios de crustaceos.

Massa e cobertura (62%): ndo contém
camardo. Recheio (38%): camardo em

po.

Contém moluscos, peixe, peixe em po,
camardo em p6 e gambas.

Contém mexilhdo, gambas e lulas.

Contém miolo de camarao, mexilhao,
berbigdo, condimento a base de
camarao.

Contém camardao, pescada e
condimento a base de camarao.

O rétulo indicava que o camardo inteiro
correspondia a camarao da espécie
Litopenaeus vannamei e o miolo de
camardo a espécie Penaeus indicus.

Contém 40% de camardo e pode
conter vestigios de peixe, moluscos,
ovo, leite, aipo, soja e mostarda.

Contém paloco-do-pacifico e
crustéceos.

Contém camaréo (6%), peixe (4,1%),
extrato de lagosta (0,7%) e pode conter
moluscos.

Contém camarao (6%), peixe (4,1%),
extrato de lagosta (0,7%) e pode conter
moluscos

Contém camarao (0,3%), peixe (5,2%),
e pode conter moluscos.

Contém sabor a camaréo.

Contém camarao (2,4%), peixe (5,2%),
e pode conter moluscos.

Contém camarao e p6 de camarao.

Contém camardao, extrato de lagosta,
delicias do mar e creme de marisco.

Contém agua de camarao [agua,
camarao (13%) e azeite] e miolo de
gambas.

Pode conter crustaceos.
Contém 20% de camarao.

Pode conter crustaceos.
Pode conter crustaceos.

Contém camardo e camarao em po.

Contém camardo, peixe e delicias do
mar.

O rétulo ndo especifica a espécie.

Contém camarao e camarédo em po.
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Figura 18 - Algumas amostras comerciais utilizadas neste trabalho.

As amostras comerciais, bem como as amostras de camarédo, foram trituradas
recorrendo a um moinho de laboratério (Grindomix GM200, Retsch, Alemanha). De realcar
gque as amostras comerciais que apresentavam camardes visiveis ou recheio de camaréo,
foi realizada uma trituragdo com uma porgdo do camardo visivel ou do recheio e outra
trituracdo da amostra inteira, realizando posteriormente extracdes independentes para
averiguar se a técnica que se pretendeu desenvolver para a identificacdo de espécies de
camardo era influenciada pela matriz na qual os camardes se encontravam. De forma a
evitar possiveis contaminac¢des, todo o material utilizado na trituracdo de amostras foi
previamente descontaminado recorrendo a uma solucdo de hipoclorito de sédio e
detergente. Todas as amostras foram armazenadas a uma temperatura de -20°C em

recipientes esterilizados e devidamente rotulados.

6.2 Reagentes e solugdes

1. Solucéo de RNAse (2 mg/mL)
Pesaram-se 20 mg de RNAse A (AppliChem GmbH, Darmstadt, Alemanha) e adicionaram-

se 1 mL de agua ultrapura. Posteriormente, realizou-se uma diluicdo de 1/10, de forma a
obter uma solucdo de RNAse com concentracdo de 2 mg/mL.

2. Tampéo SGTB 1x
Adicionaram-se 100 mL de SGTB 20x (GRiSP Research Solutions, Porto, Portugal) até
perfazer 2 L com agua desionizada.

3. Solucdo de dNTP
Adicionaram-se 50 pyL de cada dNTP a 1800 pL de &gua ultrapura. Posteriormente,

armazenou-se a solugéo a temperatura de -20°C.
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4. Tampao de carregamento 6x

Dissolveram-se 4 g de sacarose e 5 mg de azul de bromofenol em 5 mL de &gua
desionizada. Adicionaram-se 2,4 mL de EDTA (0,5 M) e perfez-se o volume até aos 10 mL
com agua desionizada. A solugédo foi autoclavada e armazenada a -20°C.

6.3 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA das amostras utilizadas neste estudo foi realizada recorrendo
ao kit comercial NucleoSpin® Food (Macherey-Nagel, Duren, Alemanha). Pesaram-se 200
mg de cada amostra para tubos estéreis de 2 mL, aos quais se adicionaram 550 pL do
tampao de lise CF, previamente aquecido a 65°C, e 10 pL de proteinase K para promover
a lise das células. Os tubos foram incubados a 65°C durante 60 min num termobloco
(Eppendorf Thermomixer Comfort, Hamburg, Alemanha) a 900 rpm, realizando a cada 15
min uma agitacéo vigorosa em vortex. Apés a incubagéo, adicionaram-se 2 pL de RNAse
(2 mg/mL), misturou-se por inversdo e incubou-se no termobloco a 37°C durante 5 min. A
adicdo de RNAse € uma etapa opcional, pelo que neste trabalho efetuou-se a extragéo das
espécies de camarao de referéncia com e sem RNAse de forma a avaliar a sua influéncia
na qualidade dos extratos e amplificacdo do DNA. No caso das amostras comerciais, 0S
extratos foram obtidos com utilizagdo de RNAse. Posteriormente, efetuou-se uma
centrifugacéo a 17000xg durante 10 min a 4°C e recolheu-se o0 sobrenadante para tubos
estéreis de 1,5 mL. Ao sobrenadante, adicionou-se um volume idéntico do tampao C4 e de
etanol absoluto, para ajustar as condic¢des de ligagdo do DNA a coluna, e misturou-se por
inversdo. Montou-se a coluna no tubo de recolha, pipetaram-se no maximo 700 uL de cada
amostra e centrifugou-se durante 1 min a 11000xg. O liquido eluido foi rejeitado e repetiu-
se este procedimento com a restante amostra. Para lavagem da coluna, adicionaram-se
400 pL do tampao CQW, centrifugou-se durante 1 min a 11000xg e rejeitou-se o liquido
eluido. Adicionaram-se 700 pL do tampéao C5 a coluna, realizou-se uma nova centrifugacao
durante 1 min a 11000xg e rejeitou-se o liquido eluido. Para finalizar a lavagem,
adicionaram-se 200 pL do tampéao C5 e centrifugou-se mais uma vez a 11000xg durante 2
min para remover completamente o tampao. A coluna foi colocada num novo tubo estéril
de 1,5 mL e adicionaram-se 100 pL do tampao de eluicdo CE, pré-aquecido a 70°C. Apés
5 min de incubacéo a temperatura ambiente, centrifugou-se 1 min a 11000xg de modo a
eluir o DNA, obtendo-se desta forma os extratos de DNA. Os extratos foram armazenados
a -20°C. Em cada extracdo realizada, foi efetuado um branco para detetar possiveis

contaminac@es durante o processo de extragao.
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6.4 Avaliacdo do DNA extraido

A avaliacdo do DNA extraido foi realizada com base na determinagdo da sua
concentracdo, pureza e integridade. A concentracdo e pureza do DNA extraido foi
determinada por espetrofotometria UV recorrendo a um leitor de Microplacas
Multidetection Synergy™ HT (Biotek Instruments, Winooski, EUA) e ao software de
analise de dados Gen 5 a partir da leitura das absorvéncias (A) a 260 nm e a 280 nm. A
leitura das absorvéncias é realizada nestes comprimentos de onda, pois as moléculas de
DNA e as proteinas apresentam absorvéncias maximas a 260 nm e 280 nm,
respetivamente. Uma vez que as moléculas de DNA e as proteinas também absorvem
parcialmente a 280 nm e a 260 nm, respetivamente, a razdo entre as leituras nestes
comprimentos de onda (A260/A280) fornece uma estimativa da pureza do DNA. Os
extratos de DNA sédo considerados de elevada pureza quando o valor desta razdo é
aproximadamente 1,8 (Somma, 2006). A concentragdo do DNA dos extratos foi
determinada pelo software e posteriormente procedeu-se a diluicdo dos extratos para uma
concentracéo de 50 ng/uL.

A integridade do DNA extraido foi avaliada recorrendo a uma eletroforese de DNA
gendmico em gel de agarose a 1% em tampao SGTB 1x (GRiSP Research Solutions,
Porto, Portugal) e corado com Gel Red 1x (Biotium, Hayward, CA, EUA) durante 25 min a
200 V. Em cada poco do gel de eletroforese, adicionaram-se 4 pL de tampéo de
carregamento 6x com 5 pL de cada extrato, previamente misturados. Em cada gel de
eletroforese, foi também adicionado num dos pocos 4 uL de marcador de massa molecular
HiperLadder | (Bioline, Londres, Reino Unido). Apés a eletroforese, o gel foi observado
num transiluminador de luz UV e a imagem digital foi obtida por um sistema fotografico
Gel Doc™ EZ Imager (Bio-Rad, CA, EUA).

6.5 Amplificacdo por PCR
6.5.1 Primers

Os primers utilizados neste trabalho foram desenhados apés o alinhamento de
sequéncias nucleotidicas da regido COI das espécies de camarao, presentes na base de
dados GenBank. As sequéncias foram alinhadas recorrendo ao software BioEdit
(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html) e as regides com poucas diferencas

nucleotidicas foram utilizadas para o desenho dos primers (Figura 19, Tabela 5).
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10 20 ] 40 0 -]

| | ! | ! | | | | | | |

L. vannamei KJET9916.1 TCGGGGLCTTGAGCTGGAATAGTAGGTACCGCTCTTAGACTTATTATCCGAGCTGAATTAG
FP. monodon KM528138.1 L ATTTTTTT e R T. . ... T..T..........
F. indicus KFE04885.1 A G..T..C.............. T..T..C.......
M. affinis KJB79298.1 T A .C..T..... ... . c...
M. kerathurus KCT882531 . . . A . . . ... .. AL T........ TT.G. ... ... .. T. ... .. cC.G.

70 80 20 100 110 120

| | ! | | | | | | | ! |

L. vannamei KJET9916.1 GTCAACCTGGGAGCCTCATTGEGGATGATCAAATTTATAACGTAGTTGTCACAGCTCACG
F. monodon KM3281381 . . . . . .. AL VAL T..... Ao c..T..... G..T..........
F.indicus KFE04889.1 . . . . .. AL AL T... .. AL c.... ... ... T..... AT c....
M. affimis KJB792981 . . . . . . AT TT. A .. .. T T..C. A . T..T..C.. ..
M. kerathurus KCTB82531 A . © . .. ALCAL T T Ao T..G. A . T.... . c....

130 14 150 160 170 180

| | ! | | | ! | | | |

L. vannamei KJET9916.1 CTTTTGTAATAATTTTTTTT ATAGTTATACCAATTATAATTGGAGGATTTGGTAATTGAC
P. monodon KM528138.1 £ T..... c S =
F. indicus KFE04888.1 . . . . . .. T. ... .. c... ... G..T. ... ... ... G. ... ... AL
M. affinis KJB79298.1 4 c......... . G. .. c.... . c....

M. kerathurus KCY882531 . A. . . .. T........ c..c..&¢..G6. .. .. T, AL -

7

120 200 210 0 230 0

| | | | ! | | ! | | | |

L. vannamei KJET9916.1 TAGTACCTTTAATGTTAGGTGLCTCCAGATATAGCCTTCCCTCGAATGAATAATATAAGCT
F. monodon KM528138.1 LT A c..Cc...... . ... . AT G AL T.
F.indicus KFEO4889.1 . . . . . ... .. T........ T..T.. A, ... .. AL Co L G..T.
M. affinis KJB79296.1 L. o T ACLT L L c...... .. G. . A ... AL A
M. kerathurus KC7882531 . . . . C. . . ... .. AL c..T........ T..... AL AL T

250 50 0 50 =) 300

| | ! | ! | | ! | | ! |

L. vannamei KJET9916.1 TCTGATTATTACCTCCTTCTCTCACATTGCTTTTATCAAGAGGAATGGTTGAALGAGGTEG
P.monodon KM5281381 . . . .. c.T..... AL AT.G. . T. A, ... . G..T. ... .. T, AL A
F. indicus KFE04889.1 ... BCLooCL oo AL.G. .. CLA. . .C.T..T... ... T, AL A
M. affinis KJB792881 . . . .. c.Tc.c..c... ... .. AL TC.CT. AC.T. . ... ... .. AL AL A
M. kerathurus KC7Y882531 T . . GC.T.. . .. cC.. A .. . T..T.. A .C..G. . T..T..... AL T. . A

31 320 330 340 350 3

[ | ! [ ! | | ! | | ! |

L. vannamei KJET9916.1 TCGGAACCGGATGAACGGTATACCCTCCTTTATCTGCCAGTATTGCTCACGCTGGAGETT
FP. monodon KM528138.1 LT T. ... .. Ao G. AL AL T A . T.. ..
F. indicus KFE04885.1 JAL L Ao T..T..... c... ... A G. ...
M. affinis KJB79298.1 CAL L G... . ... . AT c...C..G.A. AG. A ... ... .. T..........
M. kerathurus KCY882531 . A. . . .. AL AL CL oL c..... AL TG A CL.G. . T, .G..... ..

3m 380 = m 410 420

| | | | | | | | | | ! |

L. vannamei KJET9916.1 CAGTAGATCTTGGAATTTTCTCTCTTCACTTAGCTGGGGTATCTTCTATTCTGGGAGCAG
F. monodon KM328138.1 Lo T VAL LT L T, AT.G. .. ... .. AL T, A, A CT. A . T..T
F. indicus KFE04885.1 LG TOA. ..o G... .. G.. A . T.. . T..... AL LT AL L T.
M. affinis KJB79298.1 T CALA L DL G.. A .. C.T. A A C. A A .CT.A.......
M. kerathurus KC7852531 . G. . . . .. T. A .G. ... . T...T.6..T..... AL c.. A A CT.... . T..T.

430 440 450 450 4 480

| | | | | | | ! | | ! |

L. vannamei KJET9916.1 TAAACTTTATAACAACTGTAATCAATATACGATCTACAGGAATAACTATAGACCEGTATAC
P.monodon KM5281381 . . . . . . ... G..C..T. ... ... ... . G AL
F. indicus KFE04885.1 T G.. . T..T..C... ... .... G..G.. ... AL
M. affinis KJBT79288.1 LT..T..C.. G AT T G. . CC..G. ...
M. kerathurus KC7Y882531 T . . . .. . .. . ... .. c... .. T. .. ... L. - G. ..

~

42 500 510 520 530 540

| | ! | | | | | | | ! |

L. vannamei KJET9916.1 CTCTATTTGTATGAGCAGTATTTATCACTGCTTTATTACTACTTTTATCATTACCAGTCT

FP. monodon KM528138.1 JALLT L T. ... .. G.. .. T..A .CC..C.T.. . T . AC... .T......... C

F. indicus KFE04885.1 LG T T T.. A, .G...C.T. CT.A..... TC.G. .. .. AC

M. affinis KJB79298.1 CALLCOLCL G..C.... ... AL C..GCL L. T.AC....CC.C...... C

M. kerathurus KC7882531 . . T.G. . . .. T. ... .. T. ... .. A..CC.TC.T. . ... c..G..T.. ... T..GC

= %0 3ma 33 B w00

| | | | | | | | |

L. vannamei KJET9916.1 TAGCAGGAGC TATTACTATACTT T TAACAGACCGTAATCTTAACACATCATTCTTCGACE
F. monodon KM328138.1 N - G... ... .. T...... T AT ... ... ... T. ...
F.indicus KFE04889.1 . . . . . .. . .. c..... AL G. . T.. A .C. A ... . T. ... ... T..T.
M. affinis KJB79298.1 e AL CL L T.GC. .. . T. ... .. AL LCo L T. . T........ T. ...
M. kerathurus KCT882531 . . . . C. . . ... ... .. G.. ... cc.T..T..T...... T A .T..C.... ... . T. ...

Figura 19 - Alinhamento das sequéncias de genes de COI disponiveis na base de dados do NCBI
para as espécies L. vannamei, P. monodon, F. indicus, M. affinis e M. kerathurus. As setas pretas
indicam as regifes dos primers Crustl-F e Crustl-R, as setas azuis correspondem aos primers
Crust2-F e Crust2-R, e as setas laranjas assinalam os primers Crust3-F e Crust3-R.
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Tabela 5 - Primers utilizados na PCR qualitativa.

Amplicido ~ Gene

Espécie Primers Sequéncia (5’ 2> 3’ Referéncia

P a (=>3) (pb) Alvo

Camardo CRUSTL-F GCTTGAGCTGGAATAGTAGG 175 col KJ679916.1*

(L. CRUST1-R GTCAATTACCAAATCCTCCA

vannamel)  -oUST2-F  ACAGGAATAACTATAGACCG 106 col KJ679916.1*
CRUST2-R GTATAGTAATAGCTCCTGCTAC
CRUSTL-F GCTTGAGCTGGAATAGTAGG 556 Col KJ679916.1*
CRUST2-R GTATAGTAATAGCTCCTGCTAC
CRUST3-F TGGAGGATTTGGTAATTGAC 316 Col KJ679916.1*
CRUST3-R CGGTCTATAGTTATTCCTGT

Eucariotas EG-F TCGATGGTAGGATAGTGGCCTACT 109 18S Villa et al.
EG-R TGCTGCCTTCCTTGGATGTGGTA rRNA (2016)
18SRG-F  CTGCCCTATCAACTTTCGATGGTA 113 18S Costa et al.
18SRG-R  TTGGATGTGGTAGCCGTTTCTCA rRNA (2013)

*Numero de acesso do GenBank utilizado no desenho de primers.

O software Oligo Calc (http://biotools.nubic.northwestern.edu/ OligoCalc.html)
também foi utilizado para verificar as propriedades dos primers e a auséncia de hairpins e
de auto-hibridacao. De seguida, a especificidade dos primers foi estudada recorrendo a
ferramenta Primer-Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/ primer-blast/) que possibilita a
identificacdo de possiveis homologias de um par de primers em relacdo a todas as
sequéncias nucleotidicas existentes na base de dados do GenBank
(http://www.nchbi.nlm.nih.gov/nucleotide/) e também realizando um estudo de reatividade
cruzada recorrendo a PCR qualitativa com extratos de DNA de amostras de plantas, carne
e peixe, bem como de crustaceos e moluscos. A sintese dos primers foi realizada pela
STABVIDA (Lisboa, Portugal).

6.5.2 PCR qualitativa

De forma a realizar a amplificacdo por PCR qualitativa preparou-se uma reacao com
0S seguintes componentes: agua ultrapura (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha), tampéao
(67 mM Tris-HCI, pH 8.8, 160 mM (NH,),SO,, 0,1% Tween 20), MgCl,, dNTP (Bioron,
Ludwigshafen, Alemanha), enzima SuperHot Taq Polymerase™ (Genaxxon Bioscience
GmbH, Alemanha), primers (Tabela 5) e extrato de DNA, sendo o volume final de 25 pL.
As quantidades adicionadas de cada componente encontram-se descritas na Tabela 6. As
reacdes de amplificagcao foram efetuadas num termociclador MJ Mini™ Gradient Thermal
Cycler (Bio-Rad Laboratories, EUA) com condi¢des de tempo e temperatura diferentes para

cada primer que séo descritas na Tabela 7.
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Tabela 6 - Componentes e respetivas quantidades em pL utilizadas na PCR qualitativa para os
diferentes primers.

Agua ultrapura 15,2 14,4 14,9 14,9 13,9 15,6
Tampao (10x) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
MgCl; (25 mM) 1,5 2,5 2 2 3 15
dNTP 2 2 2 2 2 2
(200 uM de cada)

Primer Forward 0,8 0,7 0,7 0,7 0,7 0,6
(10 pmol/uL)

Primer Reverse 0,8 0,7 0,7 0,7 0,7 0,6
(10 pmol/uL)

Taq polimerase 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
(5 U/uL)

Extrato de DNA 2 2 2 2 2 2
Volume final 25 25 25 25 25 25

Tabela 7 - Condig¢8es utilizadas na amplificacao por PCR qualitativa para os diferentes primers.

Desnaturagdo | 95 5 min 95 5 min 95 5 min 95 5 min 95 5 min 95 5 min

95 30s 95 30s 95 45s 95 30s 95 30s 95 30s

Amplificag&o 55 30s 55 30s 55 45s 55 45s 63 30s 65 30s
72 455 72 30s 72 75s 72 60 s 72 30s 72 30s

Ne Ciclos 40 40 40 40 35 35

Extensao 72 5 min 72 5 min 72 5 min 72 5 min 72 5 min 72 5 min

Em cada ensaio preparado um controlo negativo (CN) no qual foi substituido o
extrato de DNA por agua ultrapura. Os produtos da PCR foram visualizados ap0s
eletroforese em gel de agarose a 1,5% em tampdo SGTB 1x e corado com Gel Red 1x
(Biotium, Hayward, CA, EUA) durante 25 min a 200 V. Em cada poco do gel de eletroforese,
adicionaram-se 4 pL de tampdo de carregamento 6x com 20 uL de produto da PCR,
previamente misturados. Em cada gel de eletroforese, foi também adicionado num dos
pocos 2 puL de marcador molecular 100 bp (Bioron, Ludwigshafen, Alemanha) com 4 pL de
tampao de carregamento 6x. Apds a eletroforese, as bandas obtidas foram visualizadas
num transiluminador de luz UV e a imagem digital foi obtida por um sistema fotografico Gel
Doc™ EZ Imager (Bio-Rad, CA, EUA).
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6.5.3 PCR em tempo real e andlise de High Resolution Melting (HRM)

Para realizar a diferenciacéo de espécies de camaréo, procedeu-se a realizacao de
uma PCR em tempo real acoplada a uma analise de HRM. Os primers escolhidos para
realizar esta técnica foram o par CRUST2-F/CRUST2-R.

As amplificacdes por PCR em tempo real foram realizadas numa mistura reacional
com volume final de 20 pL. Essa mistura continha 6,8 puL de agua ultrapura, 10 yL de
SsoFast™ EvaGreen® Supermix (Bio-Rad Laboratories, EUA), 0,6 puL de cada primer e 2
uL de extrato de ADN (10 ng/uL). Todas as amostras foram amplificadas em triplicado e
cada ensaio foi realizado em duplicado. Em cada um dos ensaios incluiu-se um controlo

negativo para poder identificar a existéncia de possiveis contaminagdes.

Tabela 8 — Condicdes testadas para a otimizacdo da PCR em tempo real e na anélise de HRM.

PCR em tempo real Analise de HRM
Programa N° de
Etapas Temperatura Duracéo icl Temperatura Duracéo
ciclos
1 Ativacdo/desnaturacéo 95°C 5 min 1 95°C 1 min
Desnaturagao 95°C 15s 65°C 3 min
45
Hibridac@o/Extenséo 60°C 45s 65°C a 95°C 0,2°C/10 s
2 Ativacdo/desnaturagéo 95°C 5 min 1
95°C 1 min
Desnaturagéo 95°C 10s
60°C 3 min
Hibridagcéo 55°C 15s 45
60°C a 90°C 0,2°C/10 s
Extenséo 72°C 20s

Finalizadas as amplificaces, procedeu-se a andlise de HRM, na qual se favoreceu
a hibridacdo das cadeias duplas de DNA seguida da criacdo de uma curva de desnaturacao
por aplicacado de incrementos de 0,2°C a cada 10 segundos, até se atingirem 0s 90 ou
95°C. As condicdes de tempo e temperatura testadas na PCR em tempo real e na analise

por HRM estéo descritas na tabela 8.

6.5.4 PCR sequenciacao

De forma, a certificar que as espécies das amostras de camardo da familia
Penaeidae utilizadas como referéncia estavam corretamente identificadas/rotuladas e
para complementar os resultados obtidos através da PCR em tempo real acoplada a
andlise de HRM, realizou-se a sequenciacdo das amostras de camarao e de uma amostra
comercial. Para garantir uma maior fiabilidade dos resultados da sequenciagéo da regido

COl para cada amostra de camarao realizaram-se duas réplicas, uma no sentido forward
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e outra no sentido reverse.

Os produtos de PCR a sequenciar foram amplificados recorrendo aos primers
CRUST1-F/CRUST2-R ou CRUST3-F/CRUST3-R sob as condigbes presentes nas
tabelas 6 e 7. Posteriormente, foi efetuada a purificacdo dos produtos de PCR através do
Kit GRS — PCR & Gel Band Purification (Grisp®, Porto, Portugal). Apés a purificacdo, a
sequenciacao foi realizada pela empresa GATC Biotech (Constance, Alemanha). Os
resultados obtidos a partir da sequenciacdo foram analisados e editados manualmente
recorrendo aos softwares BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/ bioedit/ bioedit.html) e
FinchTV (http://www.geospiza.com/ Products/ finchtv.shtml).
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7 Resultados e Discussao

7.1 Avaliacéo da qualidade do DNA extraido

Neste trabalho o DNA das amostras de camardo, bem como das amostras
comerciais foi extraido recorrendo ao Kit NucleoSpin Food. Primeiramente, procedeu-se a
avaliacao da influéncia da RNAse na extracdo de DNA das amostras de camarao. Para
isso utilizaram-se dois protocolos de extracdo do mesmo método, um com 0 passo de
digestdo na presenca de RNAse e 0 outro sem este passo. Os resultados da avaliacéo da
concentracao e pureza dos extratos das 5 espécies de camardo com o0s dois protocolos de
extracdo apresentam-se na Tabela 9. Pode-se constatar que na extracdo utilizando RNAse
se obtiveram extratos de DNA com concentracfes em geral um pouco mais baixas, porém
apresentaram valores de purezas mais préximos do valor 6timo (1,8) do que na extracao
sem RNAse. Os valores de pureza dos extratos obtidos sem recorrer a RNAse variaram
entre os 1,96 e os 2,19, o que podera estar relacionado com a presenca de RNA nos

extratos.

Tabela 9 - ConcentracBes e purezas do DNA extraido das amostras de camardo pelo método
Nucleospin Food com e sem RNAse.

Nucleospin Food com RNAse Nucleospin Food sem RNAse
Amostra Concentracéo Pureza Concentracéo Pureza
(ng/pL) (A260/A280) (ng/pL) (A260/A280)
Ci 36,0 1,99 53,8 2,13
Cc2 27,4 1,88 42,2 2,14
C3 49,4 1,95 33,6 1,96
c4 66,9 1,87 41,2 2,08
C5 11,2 1,88 25,5 2,19

A integridade do DNA genomico dos extratos obtidos a partir das amostras de
camardo foi avaliada através de uma eletroforese em gel de agarose. Na Figura 20 pode-
-se visualizar que, tanto os extratos com e sem RNAse apresentaram arrastamento sem
bandas, a excecdo da amostra C4 (L. vannamei) extraida sem RNAse (Figura 20B, Linha
4) que apesar de apresentar arrastamento apresenta uma banda ténue de elevada massa
molecular (>10000 pb). Estes arrastamentos sugerem a presenca de DNA degrado e a
existéncia de RNA nos extratos.

De acordo com os resultados da extracdo das amostras de camarédo, procedeu-se
a extracdo das amostras comerciais recorrendo também ao Kit NucleoSpin Food com

utilizacdo de RNAse.
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Figura 20 - Eletroforese em gel de agarose de DNA gendmico das amostras de camardo pelo
método Nucleospin Food com RNAse (A) e sem RNAse (B). Linha 1 - Penaeus monodon (C1); Linha
2 - Fenneropenaeus indicus (C2); Linha 3 - Metapenaeus affinis (C3); Linha 4 - Litopenaeus
vannamei (C4); Linha 5 - Melicertus kerathurus (C5). M - Marcador molecular HyperLadder I. B -
Branco.
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Figura 21 - Eletroforese em gel de agarose de DNA genémico das amostras comerciais extraidas
pelo método NucleoSpin Food com RNAse. (A) Linha 1 a 29 — AC1 a AC17b. (B) Linha 1l a 6 —
AC18a a AC21. (C) Linha 1 a 5 — AC 22a a AC25. M — Marcador molecular HyperLadder |. B —
Branco.
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Tabela 10 - Concentracdes e purezas do DNA extraido das amostras de comerciais pelo método
Nucleospin Food com RNAse.

N° da amostra Cdédigo dos Concentragao Pureza
extratos (ng/uL) (A260/A280)
1 AC1 208,3 1,9
2 AC2a 99,1 1,9
AC2b 61,7 2,0
3 AC3a 27,2 1,8
AC3b 694,6 2.1
4 AC4a 13,4 1,9
AC4b 701,7 2.0
5 AC5a 310,9 2.1
AC5b 116,5 2.0
6 AC6a 72,5 2,0
AC6b 69,4 1,9
7 AC7a 12,8 2.3
AC7b 29,9 1,9
AC7c 19,1 1,9
8 AC8a 75,5 19
AC8b 186,0 2.0
9 AC9a 40,8 1,9
AC9b 62,8 1,4
10 AC10 151,7 1,9
11 AC11 215,7 2.0
12 AC12 254,2 2,0
13 AC13 473 19
14 AC14 80,5 2,0
15 AC15a 39,3 1,9
AC15b 48,6 1,9
16 ACl6a 236,0 2.0
AC16b 32,9 1,8
17 ACl7a 66,8 1,9
AC17b 47,7 2.0
18 AC18 51,9 1,9
19 AC19a 301,8 2.0
AC19b 78,5 1,9
20 AC20 61,1 20
21 AC21 29,9 1,7
22 AC22a 51,6 1,9
AC22b 49,4 2,0
23 AC23a 79,4 1,9
AC23b 88,2 1,9
24 AC24 138,1 1,9
25 AC25a 72,0 1,9
AC25b 55,6 1,9

Os valores de concentracao e pureza do DNA extraido das amostras comerciais
(Tabela 10) mostram rendimentos que variaram bastante, entre os 12,8 ng/uL e os 701,7
ng/uL, e que a maioria dos extratos apresentaram purezas entre 1,8 a 2,0. E de destacar
também que nas amostras em que foi possivel realizar dois tipos de trituracdo, uma

triturando apenas uma por¢cdo do camardo visivel ou o recheio de camardo e a outra
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utilizando a amostra inteira, se verificou que 0s extratos obtidos a partir da porcdo de
camardes ou recheio apresentaram, em geral, concentracbes mais baixas do que os
extratos das respetivas amostras inteiras, como € o caso da amostra AC 3a e AC 3b. Tal
devera ser provavelmente devido ao facto de os camarfes apresentarem uma elevada
percentagem de agua e os recheios de camardo serem altamente processados.

A integridade do DNA gendmico dos extratos de DNA das amostras comerciais foi
avaliada recorrendo a uma eletroforese em gel de agarose (Figura 21), constatando-se que
a maioria dos extratos apresentava bandas de elevada massa molecular (> 10000 pb),

porém com algum arrastamento, o que indica a existéncia de algum DNA degradado.

7.2 PCR gqualitativa

7.2.1 Avaliacao da capacidade de amplificacado dos extratos

Primeiramente, de forma a confirmar a capacidade de amplificagdo dos extratos de
DNA, este foram submetidos a uma PCR qualitativa com primers especificos (EG-F/EG-R
e 18SRG-F/18SRG-R) para um gene universal (18S rRNA), que esta presente em todas
as espécies eucariotas e posterior eletroforese em gel de agarose dos produtos de obtidos.

No caso das amostras de camardo da familia Penaeidae, ap6s a amplificacdo do
gene universal dos extratos de DNA obtidos com utilizacdo de RNAse e com 0s primers
EG-F/EG-R, verificou-se que todas as amostras amplificaram com o aparecimento de
bandas fortes com o tamanho esperado (109 pb), mostrando uma boa capacidade de
amplificagdo (Figura 22A). Contudo, as mesmas amostras extraidas sem uso de RNAse
(Figura 22B) e amplificadas com os mesmos primers apresentaram apenas arrastamentos,
a excecdo da amostra C4 que apresentou uma banda ténue, o que sugere a existéncia de
inibidores em todos os extratos e que ndo permitiram a amplificacdo de DNA.

Uma vez que a maioria dos extratos obtidos sem uso de RNAse n&o amplificaram
com os primers EG-F/EG-R, realizou-se uma amplificacédo utilizando os primers 18SRG-
F/18SRG-R que tém como alvo o mesmo gene (18S rRNA), mas numa regido diferente.
Na Figura 22C, podem-se visualizar os resultados dessa amplificacdo e constatar que
todas as amostras amplificaram, apresentando bandas com o tamanho esperado (113 pb).
Contudo, apenas a amostra C4 apresentou uma banda forte, 0o que esteve em

concordancia com o ensaio anterior com os primers EG-F/EG-R (Figura 22B).
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Figura 22 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR conseguidos a partir da
amplificacdo dos extratos das amostras de camardo obtidos pelo método Nucleospin Food com
RNAse (A) utilizando os primers EG-F/EG-R e sem RNAse utilizando os primers EG-F/EG-R (B) e
os primers 18SRG-F/18SRG-R (C). Linha 1 - Penaeus monodon (C1); Linha 2 - Fenneropenaeus
indicus (C2); Linha 3 - Metapenaeus affinis (C3); Linha 4 - Litopenaeus vannamei (C4); Linha 5 -
Melicertus kerathurus (C5). M — Marcador molecular 100 pb DNA Ladder (Bioron, Ludwigshafen,

Alemanha). CN — Controlo negativo.
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Figura 23 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos a partir da amplificacéo
das amostras comerciais com os primers EG-F/EG-R. (A) Linha 1 a 28 — AC1 a AC17a. (B) Linha 1
a7—-ACl7baAC2l. (C)Linhala7—-AC 22aaAC25. M — Marcador molecular 100 pb DNA Ladder

(Bioron, Ludwigshafen, Alemanha). CN — Controlo negativo.
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No caso das amostras comerciais, a capacidade de amplificacdo dos extratos foi
avaliada também através da uma PCR qualitativa com os primers EG-F/EG-R (Figura 23).
A maioria das amostras comerciais apresentou bandas fortes com o tamanho esperado,
sugerindo a existéncia de uma boa capacidade de amplificacdo dos extratos. Contudo, 3
amostras apresentaram amplificagdo com bandas de intensidade média e uma levou ao
aparecimento de uma banda ténue. Em 4 dos 41 extratos analisados ndo se observou
amplificacdo com os primers EG-F/EG-R, o que pode ser explicado pelo facto de as
amostras terem sido sujeitas a um elevado grau processamento, que levou a degradacao
do DNA.

7.2.2 Amplificacdo do gene COIl das espécies de camarao

Como referido anteriormente, o gene COIl é muito utilizado em analises de DNA
barcoding que demonstraram que esta regido contém varia¢des suficientes para identificar
com precisdo uma grande variedade de animais geneticamente préximos, incluindo
crusticeos (Galimberti et al., 2013; Shen et al., 2016). Assim, de forma a desenvolver um
método capaz de diferenciar as espécies de camardo selecionadas, desenharam-se
primers direcionados para uma regiao do gene COIl dessas espécies. Para este estudo,
foram desenhados dois pares de primers, CRUST1-F/CRUST1-R e CRUST2-F/CRUST2-
R, tendo-se procedido a otimizagéo das condi¢cdes de amplificacdo por PCR para cada um
deles e a avaliacdo da especificidade dos ensaios através de testes de reatividade cruzada.

Primeiramente, procedeu-se a otimizacdo da PCR com os primers CRUSTI1-
FICRUST1-R, amplificando as espécies de camarédo selecionadas (C1 a C5). Na Figura
24, podem-se observar os fragmentos obtidos com e sem utilizacdo de RNAse na extracao.
Sem o uso de RNAse apenas se constatou a amplificacdo do fragmento esperado (175 pb)
em trés das cinco amostras, a amostra C3 amplificou positivamente com banda ténue e as
amostras C4 e C5 com bandas fortes (Figura 24B). No que respeita aos extratos dos
camardes obtidos com uso de RNAse (Figura 24A), quatro das espécies apresentaram
bandas com diferentes intensidades, mas o espécime de Penaeus monodon ndo amplificou
gualquer fragmento, podendo dever-se ao facto de existirem pequenas diferencas nas

sequéncias nucleotidicas complementares aos primers.
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Figura 24 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR conseguidos a partir da
amplificag@o dos extratos das amostras de camardo da familia Penaeidae obtidos pelo método
Nucleospin Food com RNAse (A) e sem RNAse (B), utilizando os primers CRUST1-F/CRUST1-R.
Linha 1 — Penaeus monodon (C1); Linha 2 — Fenneropenaeus indicus (C2); Linha 3 — Metapenaeus
affinis (C3); Linha 4 — Litopenaeus vannamei (C4); Linha 5 — Melicertus kerathurus (C5). M —
Marcador molecular 100 pb DNA Ladder (Bioron, Ludwigshafen, Alemanha). CN — Controlo
negativo.
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Figura 25 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos a partir da amplificacéo
das amostras de carne, peixe, plantas para estudo da reatividade cruzada, utilizando os primers
Crustl-F/Crustl-R. Linha 1 a 36 — Bacalhau fresco (Gadus morhua), Paloco (Pollachius virens),
Paloco (Theragra chalcogramma), Linguado (Molva molva), Salmé&o (Salmo solar), Dourada (Sparus
aurata),Linguado (Solea solea), Sardinha (Sardina pilchardus), Bacalhau seco (Gadus morhua),
Atum (Thunnus albacares), Coelho selvagem 1, Coelho selvagem 2, Vaca, Galinha, Peru, Veado,
Borrego, Cabrito, Avestruz, Soja, Milho, Caju, Calluna vulgaris, Lavandula angustifélia, Mel
multifloral, Erva principe, Funcho, Dente-de-ledo, Cavalinha, Cidreira, Camomila, Ch& verde, Salvia,
Hortela-pimenta, Borututu e Carqueja. M — Marcador molecular 100 pb DNA Ladder (Bioron,
Ludwigshafen, Alemanha). CP — Controlo positivo (Litopenaeus vannamei (C4)) e CN — Controlo
negativo.

Seguidamente, avaliou-se a especificidade dos primers CRUST1-F/CRUST1-R

através de testes de reatividade cruzada com diferentes espécies de plantas (n=29) e
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animais, incluindo peixes (n=15), mamiferos e aves (n=9), crustaceos (n=8) e moluscos
(n=2) que podem estar presentes em alimentos comerciais. Das 62 espécies testadas, 8
exibiram amplificacdo (Figuras 25, 26 e 27). De referir que apenas 3 dessas 8 espécies
apresentaram bandas de elevada intensidade (Veado, Haliporoides thriarthurus (camardo
da familia Solenoceridae) e Portunus validus (caranguejo)), sendo que outras 3 exibiram
bandas de menor intensidade (Atum, Thunnus albacares), Solenocera crassicornis
(camardo da familia Solenoceridae) e Lagostim (Nephrops norvegicus), enquanto as
restantes apresentaram bandas muito ténues (Pescada (Merluccius australis) e Lagosta
(Panulirus argus). Estes resultados demonstraram que os primers CRUST1-F/CRUST1-R

desenhados nado séo especificos para as 5 espécies de camarao selecionadas.

— iy Figura 26 - Eletroforese em gel de agarose dos
produtos de PCR obtidos a partir da amplificagéo
! das amostras de crustaceos (camardes da familia
P+ Solenoceridae) para o estudo da reatividade
- cruzada, utilizando os primers Crustl-F/Crustl-R.
Linha 1 a 4 - Pleoticus muelleri, Solenocera
melantho, S. crassicornis e Haliporoides
triarthrus. M — Marcador molecular 100 pb DNA
Ladder (Bioron, Ludwigshafen, Alemanha). CN —
Controlo negativo.
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Figura 27 - Eletroforese em gel de agarose dos
produtos de PCR obtidos a partir da
amplificacdo das amostras de carne, peixe,
plantas para estudo da reatividade cruzada,
utilizando os primers Crustl-F/Crustl-R. Linha
1 a 22 - Pescada (Merluccius merlucius); Linha
2 - Pescada (M. productus), Pescada (M.
australis), Pescada (M. hubbris), Pescada (M.
M 1314 15 16 17 18 1920 21 22 CN capensis), Pescada (M. paradoxus), Mexilh&o
(Mytillus spp.), Ameijoa (Paphia undulata),
Caranguejo (Portunus validus), Sapateira
(Cancer pagarus), Lagosta (Panulirus argus),
Lagostim (Nephrops norvegicus), Sene, Mate
verde, Tilia, Uva-ursina, Erva-de-S. Roberto,
Passiflora, Boldo, Verbera, Espinheiro alvar,
Caldo Mariano e Orégdos. M — Marcador
molecular 100 pb DNA Ladder (Bioron,
Ludwigshafen, Alemanha). CN - Controlo
negativo.
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De seguida, passou-se a otimiza¢do da técnica de PCR qualitativa com o segundo
par de primers desenhados (CRUST2-F/CRUST2-R) e testou-se a amplificacdo dos
extratos de DNA obtidos das espécies de camardo selecionadas (C1 a C5) com e sem
utilizacdo de RNAse. A eletroforese em gel de agarose dos produtos obtidos permitiu
verificar a existéncia de amplificacdo do fragmento esperado de 106 pb para ambos os
tipos de extratos das diferentes espécies de camarao, a excec¢ao do extrato obtido com uso
de RNAse da amostra C5 (Melicertus kerathurus) (Figura 28). Contudo, as bandas obtidas
nao amplificaram todas com a mesma intensidade, sendo que os produtos dos extratos
obtidos sem RNAse (Figura 28B) apresentaram maior intensidade do que os dos extratos
obtidos com RNAse (Figura 28A). Tal facto sugere que o uso de RNAse na extracdo leva
a uma diminui¢cdo do rendimento da amplificacdo dos extratos através da PCR com o0s
primers CRUST2-F/CRUST2-R.

M 1 Qe 3 4 5 CN (B) M ale 2. 3w 4 5. CN
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Figura 28 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR conseguidos a partir da
amplificacdo dos extratos das amostras de camardo da familia Penaeidae obtidos pelo método
Nucleospin Food com RNAse (A) e sem RNAse (B), utilizando os primers Crust2-F/Crust2-R. Linha
1 — Penaeus monodon (C1); Linha 2 — Fenneropenaeus indicus (C2); Linha 3 — Metapenaeus affinis
(C3); Linha 4 — Litopenaeus vannamei (C4); Linha 5 — Melicertus kerathurus (C5). M — Marcador
molecular 100 pb DNA Ladder (Bioron, Ludwigshafen, Alemanha). CN — Controlo negativo.

Posteriormente, procedeu-se a avaliacédo da especificidade da PCR com os primers
CRUST2-F/CRUST2-R de forma idéntica a efetuada para os primers CRUST1-F/CRUST1-
R. Os resultados mostraram a amplificagdo de 4 das 62 espécies testadas, nomeadamente
a amostra de lagostim (Nephrops norvegicus) e 3 amostras de camardo da familia
Solenoceridae (Solenocera melantho, Solenocera crassicornis e Haliporoides triarthrus)
(Figuras 29 a 33). Relativamente aos primers CRUST1-F/CRUST1-R, os primers CRUST2-
F/ICRUST2-R demonstraram ser mais especificos e permitiram amplificar de forma mais
eficaz os extratos de DNA das amostras de camardo selecionadas (C1 a C5), por isso
foram selecionados para prosseguir o desenvolvimento do método.

Apesar dos primers CRUST2-F/CRUST2-R nado serem totalmente especificos para

as espécies de camardo que se pretenderam diferenciar, prosseguiu-se para a aplicacao
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da técnica de PCR qualitativa em amostras comerciais e posterior otimizacao da técnica
PCR em tempo real acoplada com analise de HRM. Esta deciséo foi tomada pelo facto de
a andlise de HRM permitir a detecdo de polimorfismos de nucledtido Unico e teoricamente
poderem existir diferencas nas sequéncias nucleotidicas das espécies com reatividade

cruzada e das espécies de camaréo selecionadas (amostras de referéncia).

T2 3 48060 o 89 10 11 1213 14150 1617 CP.CN

@ — 106pb

Figura 29 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos a partir da amplificacéo
dos extratos das amostras de carne e peixe para estudo da reatividade cruzada, utilizando os
primers Crust2-F/Crust2-R. Linhas 1 a 17 - Bacalhau (Gadus morhua), Paloco (Pollachius virens),
Paloco (Theragra chalcogramma), Linguado (Molva molva), Salméo (Salmo solar), Dourada (Sparus
aurata), Linguado (Solea solea), Sardinha (Sardina pilchardus), Atum (Thunnus albacares),
Bacalhau seco (Gadus morhua), Coelho selvagem 1, Coelho selvagem 2, Vaca, Galinha, Peru,
Veado e Borrego. M - Marcador molecular 100 pb DNA Ladder (Bioron, Ludwigshafen, Alemanha).
CP- Controlo Positivo (Litopenaeus vannamei (C4)) e CN- Controlo Negativo.
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Figura 30 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos a partir da amplificacdo
dos extratos das amostras de plantas para estudo da reatividade cruzada, utilizando os primers
Crust2-F/Crust2-R. Linhas 1 a 17 - Soja, Milho, Caju, Calluna vulgaris, Lavandula angustifolia, Mel
multifloral, Erva principe, Funcho, Dente-de-ledo, Cavalinha, Cidreira, Camomila, Cha verde,
Hortela-pimenta, Borututu, Carqueja e Malvas. M — Marcador molecular 100 pb DNA Ladder (Bioron,
Ludwigshafen, Alemanha). CP — Controlo positivo (Litopenaeus vannamei (C4)) e CN — Controlo
negativo.
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Figura 31 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos a partir da amplificacéo
dos extratos das amostras de peixe e plantas para estudo da reatividade cruzada, utilizando os
primers Crust2-F/Crust2-R. Linha 1 a 17 - Pescada (Merluccius merlucius), Pescada (M. productus),
Pescada (M. australis), Pescada (M. hubbris), Pescada (M. capensis), Pescada (M. paradoxus),
Sene, Mate verde, Tilia, Uva-ursina, Erva de S. Roberto, Passiflora, Boldo, Verbera, Espinheiro
alvar, Caldo Mariano e Oregdos. M - Marcador molecular 100 pb DNA Ladder (Bioron,
Ludwigshafen, Alemanha). CP — Controlo positivo (Litopenaeus vannamei (C4)) e CN — Controlo
negativo.
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Figura 32 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos a partir da amplificacdo
dos extratos das amostras de crustaceos e moluscos para estudo da reatividade cruzada, utilizando
0s primers Crust2-F/Crust2-R. Linha 1 a 6 - Mexilhdo (Mytillus spp.), Ameijoa (Paphia undulata),
Caranguejo (Portunus validus), Sapateira (Cancer pagarus), Lagosta (Panulirus argus) e Lagostim
(Nephrops norvegicus). M — Marcador molecular 100 pb DNA Ladder (Bioron, Ludwigshafen,
Alemanha). CN — Controlo negativo.

Figura 33 - Eletroforese em gel de agarose
M 1 2 3 4 CN dos produtos de PCR conseguidos a partir da
amplificacdo dos extratos das amostras de
crustaceos (camarbes da Familia
Solenoceridae), utilizando os primers Crust2-
F/Crust2-R. Linha 1 a 4 — Pleoticus muelleri,
Solenocera melantho, S. crassicornis e
Haliporoides triarthrus. M — Marcador
molecular 100 pb DNA Ladder (Bioron,
Ludwigshafen, Alemanha). CN - Controlo
negativo.

el L —> 106 pb
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7.2.3 Aplicagcdo da PCR qualitativa nas amostras comerciais

ApOs otimizagdo e avaliacdo da especificidade da técnica PCR qualitativa com os
primers CRUST2-F/CRUST2-R, procedeu-se a sua aplicagdo em amostras de alimentos
processados disponiveis comercialmente. Devido ao elevado nivel de processamento das
amostras analisadas, huma fase inicial avaliou-se a capacidade de amplificacdo dos
extratos com os primers EG-F/EG-R tendo como alvo o gene 18S rRNA, um gene universal
para espécies eucariotas, de forma a evitar quaisquer falsos negativos (Figura 23). De
seguida prosseguiu-se a amplificagdo especifica de espécies de camardo nas amostras
comerciais com os primers CRUST2-F/CRUST2-R (Figura 34).

(A)

- — et @A —» 106 pb

- - S EEEPEe —> 1060

- v — — 106 pb

Figura 34 - Eletroforese em gel de
agarose dos produtos de PCR obtidos a
© M 12345 6 7CN partir da amplificacdo das amostras
comerciais com o0s primers Crust2-
F/Crust2-R. (A) Linha 1 a 28 — AC1 a

! AC17a.(B)Linhala7—-AC17baAC21.
— (C) Linhala7 - AC22a a AC25. M —
- - > 106 pb Mqrcador mole_zcular 100 pb DNA Ladder
(Bioron, Ludwigshafen, Alemanha). CN

- — Controlo negativo.
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De realgar que nas amostras comerciais se analisaram as partes com camaréo
visivel e recheios separadamente, para além das amostras inteiras totalmente
homogeneizadas, de forma a verificar se a identificacdo de espécies de camardo foi
influenciada pela matriz. Pelo que, das 25 amostras adquiridas, obtiveram-se 41 extratos.
Como é possivel verificar analisando a Figura 34, apenas 14 (8 amostras comerciais) dos
41 extratos levaram a producdo de bandas fortes que apresentaram o tamanho esperado
de 106 pb. Deve-se realcar que 6 extratos apresentaram amplificagéo positiva com bandas
médias e outros 8 amplificaram com bandas ténues. Os extratos que nao amplificaram
anteriormente com os primers EG-F/EG-R voltaram a ndo amplificar (Figura 34A - Linhas
4, 6, 9 e 22), constatando-se também que para além destes outros 6 extratos nao

apresentaram amplificagdo com os primers CRUST2-F/CRUST2-R.

7.3 PCR em tempo real e analise de HRM

7.3.1 Desenvolvimento e otimizacdo do método

Uma vez otimizada a técnica de PCR qualitativa e avaliada a sua especificidade,
procedeu-se a otimizacdo da técnica de PCR em tempo real com os primers CRUST2-
F/ICRUST2-R acoplada a uma analise de HRM, com o objetivo de conseguir a diferenciacéo
das 5 espécies de camarao relacionadas geneticamente (C1 a C5) e posteriormente aplicar
0 método na identificacdo dessas espécies em amostras comerciais. Essa diferenciacao
devera ser possivel pelo facto da analise de HRM permitir a detecdo de pequenas
variacdes nas sequéncias nucleotidicas amplificadas e com base nessas variagdes agrupar
as amostras em diferentes clusters. Como referido anteriormente, os primers CRUST2-
F/ICRUST2-R foram os escolhidos, por estes serem mais especificos e amplificarem as
espécies de camardo alvo (C1 a C5) de forma mais eficaz do que os primers CRUST1-
F/ICRUST1-R.

Para a otimizacdo do método, testaram-se dois programas de temperatura que
podem ser consultados na Tabela 8. A diferenca mais relevante entre os programas situa-
-se nas etapas de amplificagdo. No programa 1 a hibridagéo e extensdo do DNA ocorrem
numa so6 etapa, enquanto no programa 2 ocorrem em etapas distintas com temperatura e
tempo diferentes. Uma vez que através da PCR qualitativa se verificou que o uso de RNAse
nas extracdes influenciou a amplificacdo dos extratos das amostras de camaréo,
constatou-se que era de elevada relevancia testar a amplificagdo por PCR em tempo real

e analise de HRM tanto dos extratos obtidos com RNAse como os obtidos sem RNAse.
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Em primeiro lugar realizou-se a PCR em tempo real acoplada a anélise de HRM
sob as condi¢des do programa 1 e de seguida sob as condi¢des do programa 2, sendo que
os dois tipos de extratos de cada uma das amostras de camardo foram analisados em
ensaios independentes. Analisando os resultados obtidos sob as condigbes do programa
1 para os dois tipos de extratos (Figura 35 e 36), constatou-se que o0 uso de RNAse nas
extragOes favoreceu a amplificacdo dos extratos. As curvas de amplificacdo dos extratos
obtidos com uso de RNAse (Figura 35A) apresentaram uma melhor cinética e através delas
foi possivel verificar também que a amplificacdo ocorreu mais cedo (entre os 17 e os 34
ciclos) do que a dos extratos obtidos sem uso de RNAse (entre 0os 24 e os 42 ciclos) (Figura
36A). Os dados da andlise de HRM demonstraram que tanto no ensaio com 0s extratos
obtidos com uso de RNAse (Figura 35C e 35D) como no ensaio com 0s extratos obtidos
sem uso de RNAse (Figura 36C e 36D) foi possivel diferenciar as cinco espécies de
camardo, incluindo cada uma e as suas respetivas réplicas em clusters diferentes com
niveis de confianga superiores a 99% e 98%, respetivamente.

Contudo, os picos de desnaturacdo da espécie C5 apresentaram um duplo pico
(Figuras 35B e 36B), este resultado insatisfatério levou a que se prosseguisse para a

avaliacdo da amplificacdo sob as condi¢des do programa 2.
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Figura 35 - Resultado da amplificacdo por PCR em tempo real com os primers CRUST2-F/CRUST2-
R dos extratos obtidos com uso de RNAse das espécies de camardo sob as condigfes de
amplificagdo do programa 1, e respetiva analise de HRM. (A) Curvas de amplificacéo; (B) Curvas
de desnaturacao; (C) Curvas de desnaturacédo normalizada; (D) Curvas de diferenca. Curvas verdes
- C1; curvas azuis - C2; curvas violetas - C3; curvas vermelhas - C4 e curvas laranjas - C5.
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Figura 36 - Resultado da amplificagdo por PCR em tempo real dos extratos obtidos sem uso de
RNAse das espécies de camardo, com os primers CRUST2-F/CRUST2-R sob as condi¢Bes de
amplificacdo do programa 1, e respetiva analise de HRM. (A) Curvas de amplificacdo; (B) Curvas
de desnaturacéo; (C) Curvas de desnaturacédo normalizada; (D) Curvas de diferenca. Curvas verdes
- C1,; curvas azuis - C2; curvas violetas - C3; curvas vermelhas - C4 e curvas laranjas - C5.

Nas Figuras 37 e 38, podem-se observar os resultados obtidos da amplificacédo por
PCR em tempo real dos dois tipos de extratos das 5 espécies de camarao nas condi¢cbes
do programa 2 e a respetiva analise de HRM. As curvas de amplificagdo permitiram
visualizar que as amplificacdes dos dois tipos de extratos ocorreram entre os 19 e os 32
ciclos, tendo as espécies Cl, C2 e C3 extraidas com RNAse apresentado Ct mais
proximos, 0 que sugere que as cinéticas de amplificacdo sejam semelhantes. A analise de
desnaturagéo convencional (Figuras 37B e 38B) demonstrou a existéncia de dois grupos
principais de temperatura de desnaturagc&do, um grupo por volta dos 73°C (amostra C4) e
outro entre 75-76°C (amostras C1, C2, C3 e C5), porém verificou-se que a espécie C5
extraida sem RNAse apresentou 2 picos de desnaturacdo (Figura 38B). No entanto, pela
andlise de HRM realizada nos dois ensaios com (Figura 37C e 37D) e sem uso de RNAse
(Figura 38C e 38D) foi possivel diferenciar cada espécie de camardo e as suas respetivas
réplicas, agrupando-as em clusters diferentes com um nivel de confianca superior a 99%.

Comparando os resultados dos ensaios de PCR em tempo real e analise de HRM
obtidos sob as condic¢des dos programas 1 e 2, concluiu-se que o programa mais favoravel
para a amplificacdo e diferenciacdo dos extratos de camarédo foi o programa 2 e que a
utilizacdo de RNAse na extracdo das amostras influenciou positivamente a amplificacdo

dos extratos.
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Figura 37 - Resultado da amplificagcéo por PCR em tempo real dos extratos obtidos com o uso de
RNAse das espécies de camardo, com os primers CRUST2-F/CRUST2-R, sob as condi¢des do
programa 2, e respetiva andlise de HRM. (A) Curvas de amplificacéo; (B) Curvas de desnaturacao;
(C) Curvas de desnaturacéo normalizada; (D) Curvas de diferenca obtidas por analise HRM. Curvas
verdes - C1; curvas azuis - C2; curvas violetas - C3; curvas vermelhas - C4 e curvas laranjas - C5.

E de realcar que, ao contrario do sucedido na amplificacéo do extrato da espécie
C5 (M. kerathurus) obtido com uso de RNAse por PCR qualitativa com os primers CRUST2-
F/ICRUST2-R, na PCR em tempo real sob as condi¢des dos dois programas testados foi
possivel verificar a amplificacdo desse extrato, resultado que pode ser justificado pela
maior sensibilidade desta técnica.

Por fim, averiguou-se se a técnica otimizada permite diferenciar as espécies de
camardo (C1-C5) da familia Penaeidae de outras da familia Solenoceridae e de lagostim,
uma vez que amplificaram no estudo de reatividade cruzada utilizando os primers
CRUST2-F/CRUST2-R. Os resultados do ensaio de PCR em tempo real com analise por
HRM aplicado as espécies de camarao das referidas familias e lagostim mostraram que as
espécies de camardes Penaeidae se diferenciaram das outras, nomeadamente o0s
camardes Pleoticus muelleri, Solenocera melantho, S. crassicorni e Haliporoides triarthrus
incluindo cada uma em clusters diferentes, bem como o espécime de lagostim (Nephrops

norvegicus) com niveis de confianca superiores a 98% (Figura 39).
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Figura 38 - Resultado da amplificagcdo por PCR em tempo real dos extratos obtidos sem uso de
RNAse das espécies de camardo, com os primers CRUST2-F/CRUST2-R, sob as condi¢des do
programa 2, e respetiva andlise de HRM. (A) Curvas de amplificacéo; (B) Curvas de desnaturacao;
(C) Curvas de desnaturacdo normalizadas; (D) Curvas de diferenca. Curvas verdes - C1; curvas
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Figura 39 - Resultado da amplificacdo por PCR em tempo real dos extratos obtidos com uso de
RNAse das espécies de camardo e das espécies com reatividade cruzada, com os primers
CRUST2-F/CRUST2-R, condi¢cdes do programa 2, e respetiva analise de HRM. (A) Curvas de
amplificacéo; (B) Curvas de desnaturacéo; (C) Curvas de desnaturacdo normalizadas; (D) Curvas
de diferenca. Curvas verdes - C1; curvas azuis - C2; curvas violetas - C3; curvas vermelhas - C4;
curvas laranjas - C5; curvas rosas - Pleoticus muelleri; curvas roxas - Solenocera melantho; curvas
cinzentas — S. crassicorni; curvas amarelas - Haliporoides triarthrus; curvas azuis claras — Nephrops
norvegicus.
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Em suma, o método PCR em tempo real acoplado a analise de HRM com alvo no
gene COlI foi aplicado com sucesso, sendo capaz de diferenciar as cinco espécies de
camardo pertencentes a familia Penaeidae (C1-C5) e as outras que apresentavam
reatividade cruzada, demonstrando ser uma metodologia eficaz para a avaliagcdo de

autenticidade de alimentos.

7.3.2 Aplicagcdo do método na identificagdo de espécies de camardo em

amostras comerciais

Apbs otimizada a técnica de PCR em tempo real acoplada a analise de HRM para
a diferenciacdo de espécies de camardo, prosseguiu-se para a sua aplicacdo na
identificacdo de amostras comerciais processadas, no seguimento dos resultados positivos
na PCR qualitativa anteriormente obtidos. Na Figura 40 apresenta-se um resultado
exemplo de um ensaio de PCR em tempo real com os primers CRUST2-F/CRUST2-R e
analise de HRM aplicado a amostras comerciais onde se pode verificar claramente que
uma amostra pertence ao cluster de M. affinis (C3) e as restantes ao cluster de L. vannamei
(C4).
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Figura 40 - Resultado da amplificacdo PCR em tempo e analise de HRM real dos extratos das
amostras comerciais, juntamente com as espécies de camardo referéncia obtidos com uso de
RNAse e com os primers CRUST2-F/CRUST2-R. (A) Curvas de amplificacdo; (B) Curvas de
desnaturacéo; (C) Curvas de desnaturacdo normalizadas; (D) Curvas de diferenca. Curvas verdes
- C1; curvas azuis - C2; curvas violetas - C3 e AC7b; curvas vermelhas - C4, AC7a, AC7c, AC8a e
AC10; e curvas laranjas - C5.
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Na Tabela 11 apresenta-se o resumo dos resultados obtidos na amplificacdo das
amostras comerciais por PCR qualitativa com os primers EG-F/EG-R e os primers
CRUST2-F/CRUST2-R, juntamente com os dados de andlise de HRM para a identificacéo
das espécies de camardo. A analise por PCR em tempo real e HRM apenas se aplicou a
8 de 25 amostras, cujos extratos amplificaram positivamente com bandas fortes (14 dos 41
extratos), pois verificou-se que as amostras que apresentavam bandas médias ou ténues
ndo permitiram obter resultados fidveis em termos de amplificacdo e identificacdo de
espécies por analise de HRM. Em 11 dos 14 extratos analisados foi possivel identificar as
espécies de camarao presentes nas 7 amostras a partir das quais se obteve esses extratos.

Das 25 amostras comerciais adquiridas, a amostra n® 7, um preparado para arroz
de marisco, era a Unica cujo rétulo continha a informacdo das espécies de camaréo
incluidas na amostra. Através da andlise de HRM, observou-se que o extrato obtido a partir
do camardo com casca (AC7a), que o rétulo indicava ser da espécie Litopenaeus
vannamei, ficou incluido no cluster da amostra de referéncia C4, verificando-se que a
espécie indicada no rétulo era a correta. Contudo, 0 mesmo nao se verificou para o miolo
de camarao presente no preparado (AC7b), que o rétulo referia ser da espécie Penaeus
indicus, nao tendo ficado incluido no cluster de Fenneropenaeus indicus, 0 que sugere a
rotulagem incorreta da espécie. E de referir que Penaeus indicus e Fenneropenaeus
indicus sdo a mesma espécie, porém atualmente a primeira designacao € considerada
invalida (ITIS, 2016). Constatou-se também que o extrato AC7b foi agrupado no cluster de
Metapenaeus affinis, porém nao se pode afirmar que o miolo de camardo analisado seja
dessa espécie, pois o resultado da sequenciacdo mostrou que a amostra provavelmente
continha uma mistura de espécies. As delicias do mar presentes na amostra n°® 7 (AC7c)
também foram analisadas por HRM, tendo ficado agrupadas no cluster da espécie L.
vannamei com elevado nivel de confianca (97,4+1,4%) (Tabela 11).

Através da analise de HRM também se conseguiu identificar com elevados niveis
de confianga (~99%) a espécie de camardo presente nas amostras comerciais n° 8, 10 e
24, uma vez que todas elas foram incluidas no cluster da espécie L. vannamei (Tabela 11),
ndo podendo, contudo, comparar os resultados obtidos com a informacédo rotulada uma
vez que ndo foram declaradas as espécies de camardo usadas nessas amostras.

No que diz respeito aos extratos AC15a e AC15b da amostra n® 15, constatou-se
que a analise de HRM agrupou-os no mesmo cluster, mas diferente dos clusters das
espécies de referéncia com um nivel de confiancga igual a 99,7+0,2%, 0 que sugere que a
espécie de camardo presente nesta amostra ndo corresponde a nenhuma das amostras

de referéncia utilizadas neste estudo (Tabele 11).
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Tabela 11 - Resumo dos resultados obtidos por PCR qualitativa e PCR em tempo real com analise
de HRM para a identificac@o de espécies de camardo em amostras comerciais.

AC1 Patanisca de bacalhau
2 AC2a Rissol de Camarao (inteiro) +++ ++ NA NA
AC2b Rissol de Camaréao (recheio) +++ ++
AC3a Risotto do Mar (camaréo) - -
3 AC3b Risotto do Mar (Todo) +++ ++ NA NA
AC4a Paella (s6 camarao) - -
4 AC4b Paella (Todo) +++ ++ NA NA
5 AC5a Acorda de Marisco (inteira) +++ ++ NA NA
AC5b Acorda de Marisco (camarao) - - NA NA
AC6a Rissol _de camarao e pescada . -+
(recheio)
6 Rissol d ~ d NA NA
ACEb Rissol de camaréo e pescada .t ++
(inteiro)
Preparado para arroz de
AC7a marisco ++ +++ L. vannamei 99,0+0,8
(camaréo L. vannamei)
Preparado para arroz de
7 AC7b marisco + +++ M. affinis 99,6+0,2
(camarao P. indicus)
Preparado para arroz de
ACT7c marisco +++ +++ L. vannamei 97,4114
(delicias do mar)
ACB8a Eurogamba (camarao) ++ +++ L. vannamei 99,3+0,3
8
ACB8b Eurogamba (inteira) +++ + NA NA
AC9a Petisco do mar (recheio) +++ +
° AC9b Petisco do mar (inteiro) +++ - NA NA
10 AC10 Creme de marisco +++ +++ L. vannamei 99.3+0.7
1 AC11 Crem}a Qe marisco receita .t + NA NA
econémica
12 AC12 Sopa do mar +++ + NA NA
13 AC13 Noddles com sabor a camaréo - - NA NA
14 AC14 Caldo de marisco +++ - NA NA
AC15a Riss6is de camaréo (recheio) +++ +++ d
15 AC15b Rissdis de camaréo (inteiro) +++ +++ QOutro 99,720,2
Feijoada de camaréo
16 AC16a (camarao) e e F. indicus 99,5+0,2
AC16b Feijoada de camaréo (Todo) +++ +++
AC1l7a Acorda de Gambas (camaréo) +++ +++ F. indicus 99,7+0,2
17
AC17b Acorda de Gambas (Todo) +++ +++ Outro® 99,5+0,3
18 AC18 Pastéis de bacalhau +++ - NA NA
AC19a Acorda de Camarao (camarao) +++ +++ -
19 AC19b Acorda de Camarao (Todo) +++ +++ F. indicus 99,720,1
20 AC20 Bacalhau a Bras Monissa . + NA NA
(Todo)
Bacalhau com Natas Gratinado
21 AC21 (Todo) +++ + NA NA
22 ~ AC22a  Rissois de Camaré&o (recheio) +++ + NA NA
AC22b Risso6is de Camaréo (Todo) +++ -
Riss6is Camaréo Forno
23 AC23a  (1ocheio) e * NA NA
AC23b Risséis Camaréo Forno (Todo) +++ -
24 Ac24  FizzaRistorante mare -—. -—. L. vannamei 99,040,3
(camarao)
o5 AC25a Mini Risséis Camarao (recheio) +++ - NA NA
AC25b Mini Riss6is Camaréo (inteira) +++ +

4(+) amplificacdo positiva com banda ténue; (++) amplificagédo positiva com banda média; (+++) amplificacéo positiva com
banda forte; (-) amplificagdo negativa; "Valores médios + desvio padrdo (DP) das réplicas de cada amostra analisada em
dois ensaios independentes. °NA — N&o aplicavel. “N&o incluido em cluster de referéncia.



Relativamente as amostras n° 16 e 19, verificou-se que os dois tipos de extratos
analisados de cada amostra foram agrupados no cluster da espécie F. indicus com niveis
de confianca de 99,5+0,2% e 99,7+0,1%, respetivamente, revelando a espécie incluida na
producdo dessas amostras, cuja informagéo nao constava nos rétulos (Tabela 11).

No caso da amostra n° 17, quando analisadas as duas porgfes (camardo e amostra
inteira), estas ficaram incluidas em clusters diferentes. O extrato obtido a partir do miolo de
camardo (AC17a) foi agrupado no cluster da espécie de referéncia F. indicus com um nivel
de confianga 99,7+01%, enquanto o extrato obtido a partir da amostra inteira (AC17b) foi
incluido num cluster distinto, diferente de todas as espécies usadas como referéncia
(Tabela 11). Tal dever-se-4 provavelmente ao facto de a amostra completa conter, para
além do miolo de camardao, outros ingredientes na sua lista como 4gua de camarao que é
composta por 13% de camardo, sugerindo a existéncia de uma mistura de espécies na
amostra, que levou a que os extratos fossem incluidos em clusters distintos.

E de realcar que o Regulamento (UE) N° 1379/2013 contém um artigo que
determina que os “crustaceos, mesmo sem casca, vivos, frescos, refrigerados, congelados,
secos, salgados ou em salmoura; crustidceos com casca, cozidos em agua ou vapor,
mesmo refrigerados, congelados, secos, salgados ou em salmoura; farinhas, p6 e pellets
de crustaceos, proprios para alimentacdo humana” sé podem ser comercializados se o
rétulo indicar, entre outras informacgdes, o nome cientifico da espécie. Porém, apenas uma
(amostra n°® 7), das 25 amostras comerciais adquiridas, indicava essa informacao no rétulo.
O facto de este regulamento nédo indicar de forma explicita se os alimentos, que incluam
crustaceos como ingredientes nas formas indicadas no regulamento, necessitam de indicar
o nome cientifico da espécie, podera levar a diferentes interpretacdes. Algumas das
amostras podem também n&o conter esta informacao, devido ao regulamento permitir que
os produtos rotulados antes de dia 13 de Dezembro de 2014 que nédo satisfacéo este artigo
sejam comercializados até ao seu esgotamento.

Em resumo, a técnica de PCR em tempo real acoplada a andlise de HRM
desenvolvida neste trabalho permitiu identificar de forma eficaz espécies de camardo em
amostras comerciais. Este estudo permitiu verificar também que a analise de HRM néo é
afetada pela matriz desde que a amostra a analisar ndo contenha uma mistura de espécies

de camarao.
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7.4 PCR sequenciagao

Com o objetivo de validar as espécies de camardo da familia Penaeidae utilizadas
como referéncias (C1-C5) para a diferenciacdo e identificacdo de espécies e para
complementar os resultados obtidos através da PCR em tempo real acoplada a analise de
HRM, procedeu-se a sequenciacdo dos produtos de PCR das 5 espécies de camaréo
(Figuras 41-44) e de uma amostra comercial (n° 17) (Figura 45) que suscitou ddvidas no
resultado de HRM obtido.

Inicialmente a sequenciagao foi realizada com os primers CRUST1-F/CRUST2-R
com alvo numa regido COI com 556 pb, porém estes primers apenas permitiram amplificar
e sequenciar as espécies Penaeus monodon (Cl) e Litopenaeus vannamei (C4). Os
eletroferogramas obtidos para as espécies C1 (Figura 41) e C4 (Figura 42) apresentaram
elevada resolugéo, possibilitando a sequenciagéo de 549 pb da regido alvo em ambas as
sequéncias, onde apenas se eliminaram algumas bases nas regides iniciais e finais que
apresentavam menor resolucdo. Nas Figuras 41 e 42 podem-se observar as diferengas
entres as espécies C1l e C4 sequenciadas e as respetivas sequéncias consenso da base
de dados do NCBI utilizadas para o desenho dos primers. A sequéncia obtida para a

espécie Cl mostrou 38 diferencas relativamente a sequéncia consenso

P. monodon KM5281381 GCTTGAGCAGGAATAGTAGGTACAGCTCTTAGTCTTATTATTCGTGCTGAATTAGGTCAA

AmeostrsC1 .. .. GCT. . .. ... ... ... Co e
P. monodon KM5281381 CCAGGAAGCCTTATTGGAGATGATCAAATTTACAATGTAGTGGTTACAGCTCACGCTTTC
Amostra CT L C.. AL
P. monodon KM5281381 GTTATAATTTTTTTT ATAGTTATACCTATTATGATTGGAGGTTTTGGAAATTGACTTGTC
AmestraC1 .. C... .. G.... ... . AL c..G. . ... G... ...
P. monodon KM5281381 CCTTTAATATTAGGCGCCCCAGATATAGCATTTCCCCGAATAAATAATATAAGTTTCTGA
Ameostrs C1 L. G.. ... T..T........ G e
P. monodon KM5281381 CTTTTACCACCTTCATTGACTTTACTTTTGTCTAGAGGTATAGTTGAAAGAGGAGTTGGA
AmestraC1 L. c..... GC.&a. . ... .. ... . Ao C.. ... .. ... G. ..
P. monodon KM5281381 ACTGGATGAACAGTATACCCTCCTTTGTCAGCCAGAATTGCTCATGCAGGTGCTTCAGTT
Amostra CT e A C. . o
P. monodon KM5281381 GACCTAGGTATTTTTT CATTGCACTTAGCAGGGGTTTCATCAATCTTAGGTGCTGTAAAC
Amostrs C1 T AT oo C. . Ao
P. monodon KM5281381 TTTATAACGACCGTTATCAATATACGATCGACAGGAATAACTATAGACCGAATACCACTT
Amostra CT e T..... G. . .
P. monodon KM5281381 TTTGTTTGAGCAGTGTTTATTACAGCCCTACTTCTATTACTATCTTTACCAGTCCTAGCA
AmeostraC1 L AL T. ... ... C.GTW. . .. ... ... ... ...

P. monodon KM528138.1 GGAGCTATT
Amostra &1 Lo

Figura 41 - Alinhamento da sequéncia obtida por amplificacdo com os primers CRUST1-F/ CRUST2-
R para a espécie C1 (Penaeus monodon) com a sequéncia consenso da base de dados do NCBI
(KM528138.1) utilizada para o desenho dos primers.
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L. vannamei KJETI916.1 GCTTGAGCTGGAATAGTAGGTACCGCTCTTAGACTTATTATCCGAGCTGAATTAGGTCAA
Amostra G4 ... G e

L. vannamei KJET99161 CCTGGGAGCCTCATTGGGGATGATCAAATTTATAACGTAGTTGTCACAGCTCACGCTTTT
Amostra G4 e
L. vannamei KJETF916.1 GTAATAATTTTTTTT ATAGTTATACCAATTATAATTGGAGGATTTGGTAATTGACTAGTA
Amostra C4 e e
L vannamei KJET99161 CCTTTAATGTTAGGTGCTCCAGATATAGCCTTCCCTCGAATGAATAATATAAGCTTCTGA
Amestra G4 Lo e G
L. vannamsi KJETI9161 TTATTACCTCCTTCTCTCACATTGCTTTTATCAAGAGGAATGGTTGAALAGAGGTGTCGGA
Amostra G4 Lo T o e e e e e e
L. vannamsi KJET9916.1 ACCGGATGAACGGTATACCCTCCTTTATCTGCCAGTATTGCTCACGCTGGAGLCTTCAGTA
Amostra CF e e
L. vannamsi KJET9916.1 GATCTTGGAATTTTCTCTCTTCACTTAGCTGGGEGGTATCTTCTATTCTGGGAGLAGTAAAC
Amostra C4 L L L Ao
L vannamsi KJETI9161 TTTATAACAACTGTAATCAATATACGATCTACAGGAATAACTATAGACCGTATACCTLCTA
Amostra C4 L
L vannamsi KJETI9161 TTTGTATGAGCAGTATTTATCACTGCTTTATTACTACTTTTATCATTACCAGTCTTAGCA
Amostra C4 Ll

L. vannamei KJET9916.1 GGAGCTATT
Amostra &4 L0000 L

Figura 42 - Alinhamento da sequéncia obtida por amplificacdo com os primers CRUST1-F/ CRUST2-
R para a espécie C4 (Litopenaeus vannamei) com a sequéncia consenso da base de dados do NCBI
(KJ679916.1) utilizada para o desenho dos primers.

(KM528138.1), o equivale a 93% de semelhanca. Contudo, ap0s realizar uma pesquisa
BLAST, verificou-se que a base de dados continha 11 sequéncias da espécie P. monodon
que apresentavam 99% de semelhanca com a sequéncia obtida, 0 que sugere que a
sequéncia KM528138.1 apresenta alguns erros de sequenciacdo. Em relacdo aos
resultados da sequenciacdo da espécie C4, verificou-se a existéncia de apenas 6
diferencas relativamente a sequéncia consenso da base de dados NCBI utilizada para o
desenho dos primers (KJ679916.1), constatando-se uma semelhanca entre sequéncias de
99%.

Posteriormente, de forma a conseguir sequenciar as restantes espécies e amostra
(C2, C3, C5, ACl7a e AC17b) foram desenhados novos primers para sequenciacao
(CRUST3-F/CRUST3-R), com alvo numa regidao COI de 316 pb. O eletroferograma obtido
para a espécie C2 apresentou elevada resolucdo, permitindo a sequenciacdo de 315 pb da
regido alvo, cujo resultado pode ser observado na Figura 43. A sequéncia determinada
para a amostra C2 apresentou 97% de semelhanga com a sequéncia consenso da base
de dados NCBI utilizada para o desenho dos primers (KF604889.1), ou seja, 9 diferencas.
Porém, a base de dados NCBI contém 8 sequéncias desta espécie que apresentam 99%

de semelhanca com a sequéncia obtida para a espécie C2.
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F. indicus KFE04889.1 TGGGGGATTTGGAAATTGACTAGTACCTTTAATGTTAGGTGLCTCCTGATATAGCTTTTCC
Amostra C2 AL LD T o e e

F. indicus KFED4889.1 ACGAATAAACAATATGAGTTTCTGGCTACTACCTCCTTCACTGACACTACTTCTTTCTAG
Amostra ©2 L L0 C.o oo AL
F. indicus KFE04889.1 AGGTATAGTTGAAAGAGGAGTAGGAACAGGATGAACTGTTTACCCCCCTTTATCAGCCAG
Amostra T2 e T. ... .
F. indicus KFED4889.1 TATTGCTCACGCTGGGGLCTTCGGTAGATTTAGGAATTTTCTCTCTGCACTTGGCAGGTGT
Amostra 2 000 L AL
F. indicus KFED4889.1 TTCTTCAATTTTAGGAGLCTGTAAATTTTATGACAACTGTTATTAACATACGATCTACGGG
Amostra T2 e e e AL
F. indicus KFE04889.1 GATAACTATAGACCG

Amostra C2 AL

Figura 43 - Alinhamento da sequéncia obtida por amplificagdo com os primers CRUST3-F/ CRUST3-
R para a espécie C2 (Fenneropenaeus indicus) com a sequéncia consenso da base de dados do
NCBI (KF604889.1) utilizada para o desenho dos primers.

Os primers CRUST3-F/CRUST3-R permitiram amplificar a espécie C3, contudo
apos observacdo dos eletroferogramas verificou-se que estes apresentavam baixa
resolucdo, ndo se podendo retirar deles uma informacédo fiavel, suspeitando-se da
existéncia de mistura de espécies nesta amostra. Dados estes resultados, mais tarde
procedeu-se a aquisicdo de uma nova amostra de camarao rotulada como sendo também
Metapenaeus affinis e a sua sequenciacdo para garantir a sua autenticidade e para ser
posteriormente utilizada como referéncia para a andlise de HRM. ApoOs sequenciagdo com
os primers CRUST3-F/CRUST3-R, verificou-se que esta nova amostra tinha uma
semelhanga com a sequéncia consenso da base de dados NCBI utilizada para o desenho
de primers de 98%, porém apresentava também a mesma percentagem de semelhanca
com sequéncias das espécies Metapenaeus monoceros e Metapenaeus ensis presente na
mesma base de dados, sendo este resultado inconclusivo.

Relativamente a sequenciacdo da espécie C5, os resultados podem ser vistos na
Figura 44. Para esta espécie foi possivel realizar a sequenciacédo de 314 dos 316 pb da
regido alvo com elevada resolugéo, verificando-se a presenca de 5 diferencas (98% de
semelhanca) relativamente a sequéncia consenso na base de dados NCBI utilizada para o
desenho dos primers (KC789253.1). Contudo, constatou-se a existéncia de 53 sequéncias
depositadas nessa mesma base de dados com 99% de semelhanca com a sequéncia
obtida para este espécime C5.

Na Figura 45, podem-se observar as sequéncias obtidas para os extratos AC17a e
AC17b utilizando primers CRUST3-F/CRUST3-R. Através de uma pesquisa BLAST
verificou-se que a sequéncia obtida para o extrato AC17a apresentou 99% de semelhanca
com 42 sequéncias presentes na base de dados NCBI identificadas como sendo da
espécie F. indicus, o que confirma o resultado obtido por andlise de HRM. J& no caso do

extrato AC17b, a sequéncia obtida apresentou 99% de semelhancas com 5 sequéncias da
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espécie Penaeus semisulcatus, o que justifica que estes extratos apesar de pertencerem

a mesma amostra ndo tenham sido incluidos no mesmo cluster.

M. kerathurus KC7892531 TGGAGGATTTGGAAATTGACTAGTCCCTTTAATATTAGGTGCCCCTGATATAGCTTTCLCCC
Amostra 5 Lo Lo T o e e e e e e e e

M. kerathurus KC789253.1 ACGAATAAATAATATAAGTTTTT GGCTTTTACCCCCATCTCTTACTTTACTCTTGTCTAG
Amostra CF e

M. kerathurus KCT892531 TGGAATAGT TGAAAGTGGAGTAGGAACAGGATGBAACAGTCTACCCTCCCTTATCAGCTGEG

Amostra C5 Ao A e A
M. kerathurus KC7892531 AATCGLCGCATGCGGGAGCTTCGGTAGATTTAGGGATTTTTT CTTTGCATTTAGCAGGGGT
Amostra CF e AL

M. kerathurus KC7892531 CTCATCAATCTTGGGTGCTGTTAACTTTATAACAACCGTAAT
Amostra CF

M. kerathurus KC789253.1 AATGACTATAGACCG

Amostra C5 e e e e

Figura 44 - Alinhamento da sequéncia obtida por amplificacdo com os primers CRUST3-F/ CRUST3-
R para a espécie C5 (Melicertus kerathurus) com a sequéncia consenso da base de dados do NCBI
(KC789253.1) utilizada para o desenho dos primers.

F.indicus HM2146631 TGGAGGATTTGGAAATTGACTAGTACCTTTAATGTTAGGTGCTCCTGATATGGCTTTTCL

(A) acrrs

F.indicus HM2146631 ACGAATAAACAATATGAGTTTCTGGCTCCTACCTCCTTCACTAACACTACTTCTTTCTAG
ACTTa

F.indicus HM2146631 AGGTATAGTTGAAAGAGGAGTAGGAACAGGATGAACTGTTTACCCTCCTTTATCAGCCAG
ACTTa

F.indicus HM2146631 TATTGCTCATGCTGGGEGGLCTTCGGTAGATTTAGGAATTTTCTCCCTACACTTGGCAGGTGT
ACTTa

F.indicus HM2146631 TTCTTCAATTTTAGGAGCTGTAAATTTTATGACAACTGTTATTAACATACGATCTACGGG
ACTITa A

F.indicus HM2146631 AATAACTATAGACCG
ACT1Ta e

FP. zemizuicatus KM5281401 TGGAGGATTTGGTAACTGACTAGTTCCTCTAATATTAGGAGCTCCAGATATAGCTTTCCC

(B) acize T

P zemizulcatus KMS2871401 TCGTATAAATAATATAAGCTTCTGGCTTTTACCTCCTTCACTAACCTTACTTTTATCTAG
ACITE

P zemizuicatus KM5281401 AGGTATAGTAGAAAGAGGAGTAGGAACAGGTTGAACAGTATACCCTCCTTTATCTGCCAG
ACITE

FP. zemizuicatus KM5281401 AATTGCTCACGCAGGTGLCTTCAGTAGACTTAGGGATCTTCTCACTTCATCTAGCAGGTGT
ACITE e

P semisulcatus KMS281401 ATCATCTATTTTAGGAGCCGTAAATTTTATAACAACCOGTTATTAATATACGATCTACTG
ACITE A

P zemizuicatus KMS287140.1 AATAACTATAGACCG
ACITE L

Figura 45 - Alinhamento da sequéncia obtida por amplificacdo com os primers CRUST3-F/ CRUST3-
R para os extratos da amostra n® 17, AC17a (A) e AC17b (B) com uma das sequéncias da base de
dados do NCBI com 99% de semelhanca (KM528140.1).

Assim, a sequenciacdo confirmou que as espécies indicadas nos rétulos das
amostras que foram utilizadas como espécies de referéncia neste estudo estavam corretas,
a excecdo da amostra C3 que indicava ser da espécie Metapenaeus affinis.
Adicionalmente, permitiu comprovar e justificar os resultados obtidos pela anélise de HRM

para os extratos da amostra n® 17 (AC17a e AC17b).
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8 Conclusao

Os camardes da familia Penaeidae, como € o caso das espécies utilizadas neste
estudo, sdo um alimento bastante apreciado e consumido nos paises mediterranicos,
incluindo Portugal. Algumas das espécies dessa familia, nomeadamente Penaeus
monodon e Litopenaeus vannamei, possuem um elevado valor comercial que, associado
a uma dificil identificacdo morfolégica pelas semelhancas fenotipicas que existem entre as
espécies, leva a que este tipo de alimento seja frequentemente alvo de adulteracao.

Uma vez que as adulteracbes alimentares se tornaram uma pratica corrente por
parte de alguns produtores alimentares para obterem um maior ganho econémico, foi
criado um regulamento na UE (Regulamento (UE) N° 1379/2013) que proibe a substitui¢céo
nao declarada de produtos de pesca e aquacultura e determina que os crustaceos sé
podem ser comercializados se o rétulo indicar o nome cientifico da espécie comercializada,
entre outras informacdes.

Para averiguar o cumprimento da legislacéo e avaliar a autenticidade dos alimentos
contendo crustaceos foram desenvolvidas diversas técnicas baseadas na andlise de
proteinas, porém estas nem sempre demonstraram serem eficazes na analise de algumas
matrizes, nomeadamente as sujeitas a processamentos térmicos. As dificuldades sentidas
na identificacdo de espécies através da andlise de proteinas foram mais tarde
ultrapassadas pelo desenvolvimento de técnicas baseadas em marcadores de DNA,
verificando-se que a identificacdo de espécies através do DNA apresenta maior
especificidade, sensibilidade e permite obter melhores resultados em amostras submetidas
a varios tipos de processamento.

Assim, o presente estudo levou ao desenvolvimento de metodologias moleculares
baseadas nas técnicas de PCR qualitativa e PCR em tempo real acoplada a analise de
HRM para a diferenciacéo de espécies de camardo da familia Penaeidae e a identificagdo
dessas espécies em amostras comerciais. Para este trabalho foram selecionadas 5
espécies de camardo da familia Penaeidae, nomeadamente, P. monodon, F. indicus, M.
affinis, L. vannamei e M. kerathurus e para a sua diferenciacdo foram desenhados primers
para uma regido do gene mitocondrial COI, considerado um DNA barcode.

Através da amplificacdo do gene COIl por PCR qualitativa, concluiu-se que 0s
primers CRUST2-F/CRUST2-R conseguiram amplificar todas as espécies de camaréo
selecionadas, apresentando menor reatividade cruzada do que os primers CRUST1-
F/ICRUSTL1-R. Por outro lado, também se constatou que o uso de RNAse na extragdo do

DNA das amostras influenciou, em geral, positivamente a amplificacdo da regido COI.

77



A técnica de PCR em tempo real acoplada a uma analise de HRM com alvo na
regido COI foi desenvolvida com sucesso, permitindo a diferenciacdo das cinco espécies
de camardo pertencentes a familia Penaeidae e das amostras que apresentavam
reatividade cruzada com elevados niveis de confianga, demonstrando ser uma metodologia
eficaz para a diferenciacdo de espécies em matrizes complexas e processadas. Ao
contrario do resultado obtido na PCR qualitativa, concluiu-se que na PCR em tempo real o
uso de RNAse nos extratos favorece a amplificacdo da regido COIl. Esta técnica, quando
aplicada em amostras comerciais, conseguiu também identificar de forma eficaz algumas
das espécies de camarao selecionadas em amostras comerciais e detetar uma rotulagem
ndo conforme. Assim, esta metodologia comprovou a eficacia da regido COI na distingdo
de espécies de camarao da familia Penaeidae. Este estudo permitiu também concluir que
a andlise de HRM néo é afetada pela matriz da amostra, desde que a amostra a analisar
nao contenha uma mistura de espécies de camarao.

De forma a confirmar a identidade dos espécimes de camarado selecionados para
este estudo e comprovar os resultados da analise de HRM de uma amostra comercial,
procedeu-se a sequenciacdo. Os resultados confirmaram que todas as amostras de
camarao selecionadas da familia Penaeidae correspondiam a espécie indicada no rotulo,
exceto a amostra C3 que nao estava conforme a rotulagem e que suscitou duvidas na sua
identidade. No caso de uma amostra comercial, que suscitou duvidas nas espécies
identificadas por andlise de HRM, os resultados da sequenciacdo foram concordantes
confirmando essas espécies. Os resultados das sequenciacfes dos espécimes de
camardo selecionados demonstraram também a existéncia de alguns erros nas sequéncias
depositadas na base de dados do NCBI.

A metodologia desenvolvida para a diferenciacdo de espécies de camarao e a sua
identificacdo em amostras comerciais demonstrou elevada fiabilidade, sendo possivel
concluir que através deste estudo foi construida uma ferramenta de andlise Util e eficaz
para a detecdo de adulteracdes em produtos contendo camarao.

Como perspetiva futura e de forma a complementar este trabalho seria interessante
avaliar o limite de detecdo da metodologia desenvolvida, bem como outros pard@metros de

desempenho da metodologia para potencial andlise quantitativa.
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