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RESUMO

O pescado é uma fonte importante de nutrientes necessarios para
uma alimentacao saudavel e seu consumo tem aumentado no Brasil
e no mundo. Para acompanhar a crescente demanda na producao e
exploracao dos estoques pesqueiros mundiais, é essencial que haja
regulamentacao e monitoramento em todas as etapas da cadeia de
produgao, da indistria aos restaurantes. No entanto, a perda de ca-
racteristicas morfologicas através de beneficiamento e processamento
culinario dificulta a identificacdo visual das espécies, possibilitando
a substituicao acidental ou intencional de espécies. Técnicas de
identificagao molecular como o DNA barcoding permitem que as
espécies sejam identificadas através de um fragmento especifico de
sua sequéncia de DNA, mesmo que este esteja altamente degradado,
como ocorre em alimentos processados por métodos culinédrios. O
objetivo deste trabalho foi testar o uso da técnica DNA barcoding em
invertebrados marinhos frescos e processados consumidos em Santa
Catarina. Adicionalmente, foi desenvolvido um protétipo de banco
de dados biolégicos que sera utilizado para auxiliar na organizacao
e armazenamento de dados gerados dentro do “Projeto Gato por
Lebre”, ao qual este trabalho pertence. Foram coletadas amostras
(n=55) de quatro grupos principais (camarao, lula, polvo e siri) em
peixarias e os nomes populares fornecidos foram comparados com as
espécies descritas na literatura para o estado de Santa Catarina e
com as sequéncias depositadas em bancos de dados publicos. Trés
protocolos de extragdo de DNA foram testados e comparados através
de analises de absorbancia e gel de agarose, e o protocolo Cloreto de
Sédio foi escolhido para uso no restante das amostras cruas e proces-
sadas. As amostras foram submetidas a fritura e fervura, e amostras
dos trés tratamentos (cru, fritura, fervura) tiveram os fragmentos de
DNA do gene citocromo oxidase I (COI) sequenciados e comparados
com os bancos de dados BOLD e GenBank. O uso do COI permitiu
a identificagao de 10 de 13 amostras cruas, 11 de 12 amostras fritas e
11 de 12 amostras fervidas, confirmando a eficacia do método no uso
em amostras processadas de frutos do mar. As amostras de polvo
e lula encontradas nas peixarias nao encontravam-se listadas como
espécies consumidas no Brasil, enquanto as amostras de siri foram
todas identificadas como Callinectes sapidus, espécie distribuida por



toda a costa do Brasil. Evidenciou-se a confusao de nomes popula-
res nas amostras identificadas de camaroes e a falta de sequéncias
depositadas equivalentes a espécies declaradas, tornando clara a
necessidade de mais estudos voltados a identificacao e deposito de
sequéncias de frutos do mar em bancos de dados publicos.

Palavras-chave: COI. Identificacao molecular. Frutos do mar.

Fraude alimentar.



ABSTRACT

Seafood is an important source of nutrients needed for a healthy diet
and its consumption has been increasing in Brazil and in the world.
To keep pace with the growing demand in production and exploitation
of the fish stocks worldwide, it is imperative that all stages of
the production chain, from industry to restaurants, are regulated
and monitored. However, the loss of morphological characteristics
through processing and cooking makes it difficult to visually identify
species, allowing the accidental or intentional substitution of species.
Molecular identification techniques such as DNA barcoding allow
species to be identified through a specific fragment of their DNA
sequence, even if said DNA is highly degraded, as occurs in food
processed through culinary methods. The aim of this study was to
test the use of DNA barcoding in fresh and cooked samples of marine
invertebrates consumed in Santa Catarina. In addition to the main
objective, a prototype biological database was developed in order to
assist in organizing and storing data generated within the “Cat by
Hare Project”, to which this study belongs. Samples (n=>55) were
collected from four main groups (shrimp, squid, octopus and crab) in
fishmongers and the popular names provided were compared with the
species described in the literature for the state of Santa Catarina and
also with the sequencies deposited in public databases. Three DNA
extraction protocols were tested and compared through absorbance
and agarose gel analysis, and the Sodium Chloride Protocol was
chosen to be used in the rest of the raw and processed samples.
Samples were fried and boiled and samples of the three treatments
(raw, fried, boiled) had the DNA fragments of the cytochrome oxidase
I (COI) gene sequenced and compared to the BOLD and GenBank
databases. The use of COI allowed the identification of 10 out of
13 raw samples, 11 of 12 fried samples and 11 of 12 boiled samples,
confirming the efficacy of the method for use in processed seafood
samples. The samples of octopus and squid found in fishmongers
were not listed as species consumed in Brazil, while the crab samples
were all identified as Callinectes sapidus, which is distributed through
all the coast of Brazil. The confusion of popular names and the lack
of deposited sequences equivalent to declared species was evidenced
in the identification of shrimp species, making clear the need for



more studies aimed at identification and deposition of seafood DNA
sequences in public databases.
Keywords: COI. Molecular identification. Seafood. Food fraud.
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1 INTRODUCAO

A expressao “frutos do mar” é utilizada para definir inverte-
brados marinhos, como crustaceos e moluscos, extraidos do mar
e utilizados na alimentacao humana. Ja o termo “pescado” en-
globa tanto os peixes quanto os frutos do mar, passando assim
pela pesca extrativista e pela aquicultura.

O pescado é fonte de aminoacidos essenciais, ferro, zinco e
vitaminas D e E, além de conter elevadas quantidades de 4cidos
graxos polinsaturados como dmega 3 e baixo teor de gorduras
saturadas, todos componentes essenciais de uma dieta saudavel
(UCHIDA; ROHEIM; JOHNSTON, 2017; TUR et al., 2012; KAWARA-
ZUKA; BENE, 2011). Por isso, peixes e frutos do mar vém sendo
indicados como fontes importantes de nutricao saudavel, particu-
larmente nas tultimas duas décadas. A recomendacdo da Food
and Agriculture Organization (FAO) é de que o consumo indivi-
dual de pescado seja maior que 12kg por habitante ao ano (FAO,
2016).

Os fatores que determinam o consumo de peixes e frutos
do mar variam entre os paises, tradicoes e hébitos de cada re-
gido (PIENIAK et al., 2008). O consumo de pescado aumentou
significativamente no Brasil nos tultimos anos, saltando de cerca
de 4kg/habitante em 2008 para 14,4kg/habitante no ano de 2014
(PORTAL BRASIL, 2017). No ano de 2011, o estado de Santa Ca-
tarina foi o maior produtor de pescado oriundo da pesca extra-
tiva marinha, respondendo por 22% da producao nacional (MPA,
2010).

Mundialmente, a média de consumo é ainda maior do que
a média brasileira, aproximando-se dos 20kg anuais por pessoa,
embora varie bastante entre paises desenvolvidos e paises em de-
senvolvimento. Em média, 16,7% do consumo de proteina animal
no mundo provém de pescado (FAO, 2016).

Com o acesso ao pescado aumentando e para suprir o cres-
cente consumo de frutos do mar e peixes no mundo, é necessério
que a aquicultura e a pesca extrativista também crescam em
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ritmo similar. O ultimo relatério bianual da FAO, “O Estado
Mundial da Pesca e Aquicultura” (SOFTA), divulgado em 2016,
estima que o Brasil deve registrar crescimento de 104% na pesca
e aquicultura até 2025, o maior aumento previsto registrado na
regiao.

No entanto, este aumento na demanda acaba alertando
para a situagdo dos estoques pesqueiros no pais e no resto do
mundo. A FAO (2016) afirma que 90% dos estoques pesqueiros
mundiais encontram-se sobrepescados ou plenamente explotados.
No Brasil, estima-se que 100% dos recursos mais importantes
para a pesca marinha nacional encontram-se na mesma situacao
(DIAS-NETO; DIAS, 2015).

A sobrexplotagao dos estoques e a falta de gestao adequada
dos estoques pesqueiros no mundo pode ameagar a sustentabi-
lidade da atividade pesqueira e causar danos aos ecossistemas
aquaticos, como desequilibrios ambientais e aumento da ameaga
da extingao de certas espécies ja vulneraveis (PARDO; JIMENEZ;
PEREZ-VILLARREAL, 2016; FAO, 2016). Existem esforcos de con-
servacao em todo o mundo para regulamentar e possibilitar este
aumento consideravel na demanda e na pressao de pesca, porém,
a falta de fiscalizagao adequada para gerir espécies ameagadas
de extingao e atividades pesqueiras ilegais, como pesca realizada
em épocas de defeso, pesca por barcos ilegais nao-registrados ou
ainda utilizando métodos de pesca altamente destrutivos faz com
que o problema da sobrepesca seja exacerbado (CHRISTIANSEN et
al., 2018; D’AMICO et al., 2016).

E essencial, portanto, que haja um grande esforco dos or-
gaos publicos para regulamentar a pesca e controlar os niveis
dos estoques pesqueiros no mundo. Por isso, a FAO langa bia-
nualmente o SOFIA, que fornece informagoes sobre o estado da
pesca extrativista e aquicultura a nivel mundial. No Brasil, no
entanto, a situacao é diferente. O iltimo “Boletim Estatistico
da Pesca e Aquicultura” do extinto Ministério da Pesca e Aqui-
cultura (MPA) foi publicado em 2011, com dados referentes ao
ano de 2010. Ja para Santa Catarina, o boletim mais recente
traz dados referentes ao ano de 2012 (UNIVALI / CTTTMar, 2013).



25

Ou seja, o paifs estd hd 6 anos sem divulgar dados, dificultando
trabalhos de conservagao e pesquisa.

Dada as situagoes dos estoques pesqueiros a nivel mundial,
¢ importante que o consumidor tenha consciéncia do que esta
consumindo ao adquirir peixes e frutos do mar, tanto em peixa-
rias quanto em restaurantes. Porém, surge a questao: sabe-se
identificar o que se consome?

1.1 SUBSTITUICAO E INCERTEZA

Uma das caracteristicas marcantes do comércio mundial de
pescado é a incerteza quanto a natureza real do produto que esta
sendo consumido (CHRISTIANSEN et al.,, 2018). Esta incerteza
pode ter suas raizes em diversos motivos. Um deles é a dificul-
dade de reconhecimento das espécies através das caracteristicas
morfologicas: muitas vezes, é impossivel diferenciar visualmente
espécies altamente relacionadas, seja no momento da captura ou
ao adquiri-las para consumo (BEGG; WALDMAN, 1999). A difi-
culdade na identificacao pode se dar ainda pela falta de conheci-
mento em respeito as espécies consumidas, situagdo comum para
a maioria dos consumidores de pescado. Outro motivo muito
comum, especialmente no que diz respeito aos frutos do mar, é
a ambiguidade dos nomes populares. Muitas vezes, um mesmo
termo pode ser aplicado para mais de uma espécie, impedindo
sua correta identificagdo (CARVALHO et al., 2015).

Além disso, o comércio de pescado envolve uma longa e
complexa cadeia de fornecimento, devido & natureza altamente
perecivel destes produtos (LEAL et al., 2015). Os peixes e frutos
do mar podem ainda passar por um processo intenso de trans-
formacao até chegar as maos do consumidor em restaurantes e
peixarias (CHRISTIANSEN et al., 2018). A identificacao correta é
prejudicada pela retirada dos caracteres morfologicos utilizados
para o diagnostico das espécies. E muito comum que o pescado
seja vendido em variagoes como “limpo”, em postas, filetado ou
congelado, o que retira suas caracteristicas ou as torna instaveis,
no caso da cor dos produtos congelados (PARDO; JIMENEZ; PEREZ-
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VILLARREAL, 2016; GLEADALL, 2013).

Logo, erros na identificagao das espécies sao relativamente
faceis de acontecer. A substituicao de espécies de forma acidental
ou intencional é facilitada, a tltima constituindo fraude econo-
mica ou adulteracao, quando espécies de alto valor comercial sao
substituidas por espécies de menor valor financeiro visando ganho
econdmico (CARVALHO et al., 2015).

A substituicao ainda pode ocorrer com espécies protegidas
ou ameagadas de extincao, exacerbando a situacao delicada de
conservagao de muitas espécies (GALAL-KHALLAF et al., 2016b),
que ainda podem sofrer com a pesca ilegal em periodos de defeso
ou em locais em que a pratica é proibida (DIAS-NETO; DIAS, 2015).
Nestes casos, vende-se uma espécie protegida por legislagoes am-
bientais com outra denominacao, caracterizando crime ambiental
(GALIMBERTI et al., 2013).

Ademais, a substituicdo de espécies pode causar danos a
satide dos consumidores, quando espécies potencialmente toxicas
sao comercializadas com a identificacao incorreta, originando, as-
sim, questdes relevantes a saide publica (JACQUET; PAULY, 2008).

Para regulamentar e diminuir o volume de fraudes econd-
micas e erros de rotulagem neste mercado, diversos paises imple-
mentam politicas piiblicas determinando a rotulagem e a equi-
valéncia entre nomes populares e nomes cientificos de produtos
relacionados ao comércio de pescado. A Food and Drug Adminis-
tration (FDA), agéncia regulatoria dos Estados Unidos, mantém
uma lista de nomes comuns aceitos para o pescado vendido no
pais, intitulada “ The Seafood List”. J& a Europa adotou, em de-
zembro de 2013, a Regulation (EU) n° 1380/2013, que além de
regulamentar as atividades de pesca, aquicultura, importacao e
exportacao de pescado na Unido Europeia como um todo, ainda
designa os nomes comerciais aceitos e nomes cientificos equiva-
lentes (D’AMICO et al., 2016). No Brasil, a A Instru¢ao Normativa
n° 29 do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(MAPA) estabelece a correlagao entre os nomes comuns e 0s res-
pectivos nomes cientificos adotados para as principais espécies de
peixes comercializados nacionalmente. Além disso, ainda deter-
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mina que a rotulagem de certas familias como Salmonidae deve
conter, além do nome comum listado, também o nome comercial
(BRASIL, 2015). No entanto, esta Instrucao deixa de fora os fru-
tos do mar e de fato, no que diz respeito aos nomes comuns de
invertebrados marinhos utilizados comercialmente no pais, nao
existe nenhuma legislagao para regulamentar este comércio.

Em 2016 o MAPA também publicou um manual que trata
da correta identificacdo de espécies de peixes através de carac-
teristicas morfologicas e valores indicativos de substitui¢goes em
produtos da pesca e aquicultura (MAPA, 2016). Novamente, nao
ha mencao alguma dos invertebrados e além disso, a identificacao
de espécies baseada em critérios morfol6gicos s6 é possivel em pei-
xes crus ou que sao submetidos a um processamento leve, como
alguns casos de filetagem. Uma vez preparados, nao é possivel
realizar esta identificagao, aumentando a chance de substituicoes
(SULTANA et al., 2018).

1.1.1 Politicas publicas de combate a fraude alimentar

Para combater a substituicao acidental ou intencional de
espécies, metodologias de identificagdo molecular sao essenciais
para a aplicacdo de politicas publicas eficientes de combate &
fraude alimentar.

Além das regulamentacoes existentes quanto aos nomes po-
pulares oficialmente aceitos para cada espécie, paises da Europa
e também os Estados Unidos possuem campanhas continuas de
combate a pesca ilegal, ndo-declarada e nao-regulada (IUU, do
inglés illegal, unreported and unregulated fishing) e & fraude do
pescado (U.S. FOOD & DRUG ADMINISTRATION, 2018; EUROPEAN
COMMISSION, 2018).

Este tipo de esfor¢o, em conjunto com regulamentagoes
claras por parte dos 6rgaos publicos notavelmente diminuem o
namero de fraudes detectadas ao longo dos anos (MARIANI et
al., 2015). No Brasil, o primeiro programa governamental que
surgiu sobre este assunto foi implementado em 2014 em Floria-
noépolis, Santa Catarina. Intitulado “DNA do Pescado”, surgiu
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pela iniciativa da Secretaria de Pesca e Maricultura da Prefei-
tura Municipal de Florianopolis. O projeto avaliou fraudes no
comércio de bacalhau, em restaurantes japoneses e em peixarias.
Nestas, detectou 24% de substituicoes intencionais ou acidentais
no municipio (CARVALHO et al., 2015).

Outro projeto importante para a identificacao de fraudes no
Estado é realizado pelo Laboratorio de Polimorfismos Genéticos
(LAPOGE) na Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).
Intitulado “Gato por Lebre: Identificagao Molecular (barcode) de
Pescados Comercializados em Santa Catarina“, o projeto iniciou-
se em 2014 e ja atuou em conjunto com o PROCON e a Prefeitura
de Florianépolis na identificacao de fraudes em peixarias e res-
taurantes, mas também atua de forma independente, de modo
que protocolos de extragao, amplificacao e sequenciamento tém
sido otimizados e aplicados nos tltimos quatro anos. Este projeto
identificou 30% de substituigdes em peixarias e 26% em restauran-
tes de comida japonesa na capital do Estado de Santa Catarina
(STAFFEN & STAFFEN et al., 2017).

O presente trabalho participa de uma das novas frentes do
projeto, que é a identificacdo de invertebrados marinhos consu-
midos em Santa Catarina, para trazer novas informagoes quanto
as relacoes de pesca e consumo dentro do estado.

1.2 INVERTEBRADOS

Apesar de nao ser considerado nas politicas nacionais de ro-
tulagem de produtos marinhos, o grupo dos invertebrados é um
importante representante do consumo de pescado no mundo. En-
tre os frutos do mar preferidos para consumo humano, podemos
citar os siris, camaroes, lulas e polvos.

Os frutos do mar corresponderam a 13% da pesca marinha
no pais no ano de 2011, sendo o camarao-sete-barbas e o camarao-
rosa as espécies mais capturadas do pais, representando 45% da
producao de crusticeos marinhos no Brasil. Em relagao as impor-
tagoes, sabe-se que houve um aumento de 40% na importagao de
crustaceos de 2010 para 2011, enquanto a importagdo de molus-



29

cos cresceu 2% no mesmo periodo (MPA, 2010). Do volume total
desembarcado pela frota industrial no estado de Santa Catarina
em 2012, 4,5% foram invertebrados marinhos. Embora ainda
seja uma porcentagem pequena se comparado ao desembarque
de peixes 6sseos, que representam 83% da producao, é relevante
o crescimento da producao em relagao aos anos anteriores: houve
um acréscimo de 56,5% no desembarque de crustaceos e 20% no
de moluscos (UNIVALI / CTTTMar, 2013).

Nos restaurantes, os frutos do mar sado comercializados apos
passarem por altos niveis de processamento culinario. A carne de
siri é um exemplo disso: em Santa Catarina, é comum encontra-
la vendida em “casquinha”, conchas ou bolinhos fritos. Porém,
o consumidor final ndo consegue saber se realmente é siri que
estd sendo vendido dentro destes produtos, ja que a carne foi
altamente processada. Ja os camardes fazem parte de um car-
dépio muito variado no pais e sao consumidos nas mais diversas
apresentagoes. Os restaurantes também podem ser enganados
pelos fornecedores, ja comprando a carne processada e embalada
em pacotes, em mais um exemplo da complexidade da cadeia
de fornecimento de produtos marinhos, e por isso, substitui¢oes
sao mais comuns em restaurantes do que em peixarias (PARDO;
JIMENEZ; PEREZ-VILLARREAL, 2016). A variedade de espécies
comercializadas no pais também é alta e diretamente relacionada
com a alta variedade de espécies encontradas ao longo do extenso
litoral brasileiro (DIAS-NETO; DIAS, 2015).

Nos ultimos anos, com a deplecao dos estoques globais de
peixes, detectou-se um aumento na populacao de cefalépodes, e
consequentemente um aumento em suas capturas (FAO, 2016).
Cefalopodes sao espécies que crescem rapido, de vida curta e
fortemente influenciadas pela variagdo ambiental (ROPER; NIG-
MATULLIN; JEREB, 2010). Lulas representam a grande maioria
das pescas de invertebrados no Brasil e no mundo, representadas
mundialmente pelas espécies Dosidicus gigas no leste do Pacifico
e Illex argentinus no sudoeste do Oceano Atlantico; no Brasil é
listada a espécie Loligo sp. como a principal e tinica represen-
tante do nosso litoral (MPA, 2010; FAO, 2016; UNIVALI / CTTTMar,
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2013). Outro representante dos cefalépodos relevante no Estado
sao os polvos (UNIVALI / CTTTMar, 2013). Embora sua pesca
seja reduzida em relacao as lulas, os polvos sao também muito
apreciados na culinaria.

Com o crescente consumo de invertebrados marinhos no
mundo, fica clara a necessidade de ferramentas para a identifi-
cacao das espécies, tanto pelos consumidores quanto pelos res-
taurantes. No entanto, como ji citado anteriormente, a perda
das caracteristicas morfoldgicas e a falta de conhecimento torna
o processo de reconhecimento visual impossivel na maior parte
das vezes. Assim, é necessério recorrer a outros métodos de iden-
tificacao, utilizando técnicas moleculares.

1.3 IDENTIFICACAO MOLECULAR DE ESPECIES

Para realizar a identificacao de espécies em produtos pro-
cessados, é necessario desenvolver e aplicar métodos moleculares
que permitam a identificacao destes produtos. Metodologias ba-
seadas em DNA representam uma ferramenta valiosa na identi-
ficacdo de fraudes alimentares, particularmente em identificacao
de produtos maritimos (TELETCHEA, 2009). De fato, para produ-
tos altamente processados com calor, técnicas baseadas em DNA
mostram-se muito mais eficazes do que técnicas baseadas em pro-
teinas, além de serem técnicas facilmente replicaveis (WARD; HAN-
NER; HEBERT, 2009; ARMANI et al., 2015).

Entre as técnicas utilizadas, destaca-se o uso de fragmentos
de genes altamente conservados dentro de espécies para identifi-
cacao da sua sequéncia de DNA e comparacao com sequéncias
j& existentes em bancos de dados. Alguns dos marcadores classi-
cos utilizados na identificacao de pescado em fraudes alimentares
incluem os genes mitocondriais citocromo B (LEONARDO et al.,
2016; KAPPEL; SCHRODER, 2016; CUTARELLI et al., 2014), 16S
(ARMANT et al., 2015; SARRI et al., 2014; GALAL-KHALLAF et al.,
2016b, 2016a) e o citocromo oxidase I, cujo uso gerou o termo
DNA barcoding (HEBERT; RATNASINGHAM; WAARD, 2003).
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1.3.1 DNA barcoding

Uma das técnicas de identificagdo molecular mais utilizadas
¢ a de DNA barcoding, proposta por Hebert, Ratnasingham e Wa-
ard (2003), que consiste em designar uma espécie a uma amostra
sequenciando um pequeno fragmento padronizado de sua sequén-
cia de DNA, conhecido como DNA barcode, e comparar este frag-
mento a um banco de dados referéncia (BOURLAT et al., 2013).

O sucesso na identificagao através de DNA barcoding esta
na utilizagdo de dois critérios principais: 1) distancia genética
minima padrao separando as variabilidades interespecificas e in-
traespecificas, chamada de barcoding gap, com auséncia ou baixa
presenca de sobreposigdo e 2) que as espécies possam ser orga-
nizadas em uma arvore filogenética (HEBERT; RATNASINGHAM;
WAARD, 2003; WIENS; PENKROT, 2002). O DNA barcoding ideal
deve ser robusto, com regioes conservadas e amplificacoes e se-
quenciamento confidveis e o fragmento sequenciado deve possuir
poucas ou nenhuma variagao nas bases em individuos da mesma
espécie, mas ser suficientemente diferente entre espécies (ZHANG;
HANNER, 2012).

Para a aplicacao da técnica, Hebert, Ratnasingham e Wa-
ard (2003) propuseram o uso do gene mitocondrial Citocromo C
Oxidase I (COI), apontado na figura 1. Utilizando a primeira
porcao do gene, em um espago cujo tamanho gira em torno de
650 pares de base, obtém-se um marcador robusto, que permite a
amplificagdo do fragmento de DNA desejado ndo s6 em amostras
frescas, mas também em amostras degradadas e processadas por
métodos culinarios (CHRISTIANSEN et al., 2018; WARD; HANNER;
HEBERT, 2009).

O COI tem sido amplamente utilizado para identificagao de
espécies em estudos de seguranca alimentar ao redor do mundo,
sendo frequentemente descrito para identificacdo de fraudes em
peixes, em suas mais diversas apresentacoes e preparos. E pos-
sivel encontrar estudos de DNA barcoding aplicado para identifi-
cacao de peixes em muitos pafses, como por exemplo no Brasil
(STAFFEN & STAFFEN et al., 2017; CARVALHO et al., 2015, 2017;
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Figura 1. Posigdo do gene Citocromo Oxidase I (COI) no genoma
mitocondrial de peixes. Fonte: Trivedi et al. (2016).

DE BRITO et al., 2015), Italia (CUTARELLI et al., 2014; DI PINTO et
al.,, 2015, 2016), Estados Unidos (KHAKSAR et al., 2015; WARNER
et al., 2013; CLINE, 2012), Malasia (CHIN CHIN et al., 2016), Egito
(GALAL-KHALLAF et al., 2016a), Africa do Sul (CAWTHORN et al.,
2015) e Taiwan (BRECHON; HANNER; MARIANI, 2016; CHIU et al.,
2015; CHANG et al., 2016). Além de peixes, também encontram-se
alguns estudos sobre substituicao de outros produtos alimentares
maritimos, como dguas-vivas, crustaceos e moluscos (EISCHEID et
al., 2016; ARMANI et al., 2015, 2013).

Para fins de analises filogenéticas e protecao ambiental, o
uso do COI também é comum, sendo descrito na literatura para
espécies variadas de peixes, lagartos, crustéceos, caracéis, molus-
cos e muitos outros grupos (WIENS; PENKROT, 2002; LU et al.,
2011; ZIELSKE; HAASE, 2015; CHETOUI et al., 2016; SALES et al.,
2017).

A principal vantagem do uso de DNA barcoding em relagao
ao uso de outros marcadores moleculares encontra-se na existén-
cia de um banco de dados biolégicos exclusivo para sequéncias do
gene COL. O Barcode of Life Data System (BOLD), disponivel em
<http://www.boldsystems.org/>, fornece uma plataforma inte-
grada para depdsito de sequéncias e identificagdo, possuindo um
sistema de qualidade que garante a qualidade das informagoes
14 depositadas (RATNASINGHAM; HEBERT, 2007). Atualmente,
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conta com mais de 1,7 milhoes de dados piiblicos de sequéncias
para 188 mil espécies animais (fevereiro de 2018).

Apesar de ser um sistema de identificacdo bem estabele-
cido para peixes e outros grupos de vertebrados, poucos estudos
disponiveis no uso do gene COI na determinagao de invertebra-
dos marinhos. Além disso, a maioria destes estudos nao utilizou
amostras processadas e por isso informacoes sobre sua eficicia
nestes casos sao escassas.

Até hoje, poucos estudos contribuem com o banco de dados
referéncia para moluscos, e por isso, a certeza de uma identifica-
¢do correta com base nestes bancos é menor. De fato, Armani
et al. (2015) testaram a qualidade de sequenciamento e identi-
ficagdo através de fragmentos maiores e menores do gene COI
em peixes e moluscos com diferentes formas de processamento.
Apenas 90% dos moluscos foram sequenciados com sucesso e so-
mente 84% das amostras sequenciadas apresentou identificagao
maior que 98% nos bancos de dados BOLD e GenBank. Quanto
mais estudos forem adicionados, espera-se que o poder de reso-
lucao dos bancos de dados aumente mas tambem é possivel que
conflitos e incertezas sobre a identificacao deste tdxon aparecam
(ARMANT et al., 2015).

O uso de um sistema de DNA barcoding utilizando o COI
foi aplicado com sucesso em crustiaceos de interesse alimentar,
mas s6 ha registro do seu uso em amostras frescas (COSTA et al.,
2007; HAYE et al., 2012).

1.4 JUSTIFICATIVA

Considerando o aumento do consumo de frutos do mar no
mundo e as altas taxas de substituicao que permeiam o comércio
de pescado, é importante que técnicas de identificacdo molecu-
lar sejam desenvolvidas para permitir a correta identificagdo de
espécies deste grupo, estando os alimentos crus ou processados
através da culinaria. Assim, sera possivel desenvolver programas
de monitoramento que abordem todos os grupos de pescado co-

mercializados no pais.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver a técnica DNA barcoding para identificagao
molecular de espécies de invertebrados marinhos de interesse para
a industria alimenticia catarinense, frescos ou apds processamen-
tos culinarios.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Definir um método de extracao a ser padronizado para to-
dos os invertebrados marinhos;

e Verificar a aplicabilidade da técnica de DNA barcoding para
invertebrados marinhos apo6s processamento culinario (fri-
tura e fervura);

e Elucidar os nomes populares de invertebrados marinhos co-
mercializados em Santa Catarina;

e Desenvolver um protétipo de banco de dados biolégicos
para uso interno.
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3 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi dividido em trés etapas descritas a seguir.
A primeira etapa consiste no levantamento de nomes populares
e nomes cientificos, descritos na secao 3.1. A se¢@o 3.2 descreve
os procedimentos laboratoriais para verificagao da aplicabilidade
da técnica DNA barcoding em amostras processadas. Por fim, a
secao 3.3 descreve os passos envolvidos na criagao do banco de
dados biolégico proposto por este trabalho.

3.1 LEVANTAMENTO DE ESPECIES

Ao realizar as coletas nas peixarias, os atendentes foram
questionados quanto a nomenclatura do material sendo fornecido.
Estes fora considerados “nomes populares” e foram anotados exa-
tamente conforme descritos pelos funcionéarios.

Para determinar as espécies de invertebrados marinhos de
interesse para o estudo que ocorrem no estado de Santa Catarina,
foram levados em conta o Boletim Estatistico da Pesca Industrial
de Santa Catarina - Ano 2012 (UNIVALI / CTTTMar, 2013) e o Bole-
tim Estatistico da Pesca e Aquicultura - Brasil 2010 (MPA, 2010).
Além destes, também foram consideradas as espécies descritas no
livro de Lindner (2014), “Vida Marinha de Santa Catarina” e o
livro de Dias-Neto e Dias (2015), “O uso da biodiversidade aqua-
tica no Brasil: uma avaliagdo com foco na pesca”’. A equivaléncia
dos nomes comuns para nomes cientificos também baseou-se nas
descritas na literatura acima, além de levar em conta as fichas
informativas de espécies aquaticas, disponibilizadas pela Food
and Agriculture Organization of the United Nations (FAO) no
dominio www.fao.org/fishery/species/search/en.

De acordo com os nomes populares fornecidos nas peixarias
durante as coletas e também com as espécies constantes na bibli-
ografia consultada, foram realizadas buscas nos bancos de dados
publicos BOLD (disponivel em www.boldsystems.org) e GenBank
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(disponivel em www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank). No caso do Gen-
Bank, a consulta foi realizada para nucleotideos, utilizando o
nome da espécie seguido de COI, para localizar apenas sequén-
cias depositadas que contivessem o gene de interesse Citocromo
Oxidase 1.

3.2 ANALISES LABORATORIAIS

Os principais processos envolvidos estao esquematizados no
apéndice A, organizados em quatro etapas principais. A primeira
etapa refere-se & escolha do protocolo de extracao de DNA a
ser utilizado; a segunda etapa refere-se & extracdo de DNA das
amostras cruas; a terceira etapa, a selecdo de amostras cruas
para sequenciamento e também para processamento culinario e,
por fim, a quarta etapa refere-se & purificacdo e sequenciamento
de todas as amostras cruas, fritas e fervidas selecionadas.

3.2.1 Descrigcao da Amostra

A amostra é composta por 55 exemplares organizados em
quatro grandes grupos: 31 amostras compoem o grupo declarado
CAMARAO, 9 compdem o grupo LULA, 5 o grupo POLVO e 10
o grupo SIRI, provenientes das cidades de Florianépolis e Laguna,
Santa Catarina.

O estudo dispensa aprovacio do Comité de Etica no Uso
de Animais por tratar-se de um estudo utilizando animais inver-
tebrados, conforme o Art. 2° da Lei n° 11.794 de 8 de outubro de
2008 (BRASIL, 2008). Além disso, por serem as amostras obtidas
no comércio ja na condicao em que foram utilizadas no estudo,
também ndo é necessario obter aprovacao de Comité de Etica.
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3.2.2 Coleta e Armazenamento

As amostras foram coletadas em onze peixarias do Mercado
Publico de Florianépolis-SC, uma peixaria localizada no bairro
Rio Tavares, em Florian6polis-SC e uma peixaria no municipio
de Laguna-SC. A lista completa de amostras e local de proce-
déncia estd no apéndice B, onde os nomes das peixarias foram
omitidos. As coletas no Mercado Publico de Florian6polis ocorre-
ram em dois momentos diferentes, sendo a primeira coleta reali-
zada simultaneamente com a coleta de fiscalizacao realizada pelo
PROCON de Florianopolis em Outubro de 2016 (amostras iden-
tificadas pela letra F'). A coleta seguinte foi realizada de forma
independente e as amostras estao identificadas com a letra 1. As
amostras coletadas na peixaria de Laguna foram compradas, as-
sim como a casquinha de siri obtida na peixaria do bairro Rio
Tavares.

As amostras de tecido cedidas foram cortadas em pedacos
com cerca de lem? e imediatamente estocadas individualmente
em duplicatas em microtubos de 1,5 ml contendo etanol 92,8%.
As amostras foram levadas ao Laboratorio de Polimorfismos Ge-
néticos (LAPOGE), na Universidade Federal de Santa Catarina,
onde foram estocadas a -20°C. No caso das amostras obtidas no
Mercado Piblico, os funcionarios foram informados da coleta e
colaboraram com a identificagdo das mesmas. Portanto, o nome
dado a cada amostra condiz com o nome utilizado pelo atendente
da peixaria no momento da coleta ou com o rétulo da embalagem,
no caso de carne de siri embalada e da casquinha de siri.

Um resumo das amostras encontra-se na tabela 1, onde
encontram-se agrupadas por similaridade de nome popular forne-
cido pelos funcionérios das peixarias.
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Tabela 1. Descricao das amostras que compoe o estudo.

Nome fornecido n
Polvo )
Lula 2
Lula chilena 2
Lula do Pacifico 2
Lula exportada 1
Lula internacional 2
Camarao sete-barbas 7
5
2
4
3
2
3
2

Camarao cinza

Camarao rosa

Camarao vermelho
Camarao branco

Camarao colinha

Camarao de cativeiro
Camarao da Armagao
Camarao de Laguna 3
Carne de siri 10
Fonte: Elaborado pela autora.

3.2.3 Extracao de DNA

Esta subsecao engloba a escolha do método de extracao de
DNA a ser utilizado para as amostras de invertebrados e também
a utilizacao do protocolo selecionado para as amostras cruas e
processadas.

3.2.3.1 Escolha do protocolo de extragdo de DNA

Foram comparados trés protocolos de extragao de DNA. Es-
tes foram nomeados Acetato de Potassio (PAP, adaptado de pro-
tocolo inicialmente cedido pelo Laboratério de Imunologia Apli-
cada & Aquicultura - LIAA), Cloreto de Sodio (PCS, adaptado
de Aljanabi e Martinez (1997)) e Fenol-Cloroférmio (PFC, adap-
tado de Sambrook e Russel (2001)), conforme os apéndices A, B
e C, respectivamente. Os protocolos foram nomeados conforme



41

o reagente principal que os diferencia no mesmo momento da ex-
tragao. Além destes compostos, outros passos, concentragoes e
reagentes que variam entre os protocolos estao resumidamente
listados na tabela 2.

Tabela 2. Principais diferencgas entre os protocolos de extragao de

DNA utilizados.

Reagente /passo

Acetato de Potassio

Cloreto de Sédio

Fenol-Cloroférmio

Quantidade de tecido
Tampao de lise
Tris-HCI

NaCl

EDTA

SDS

RNAse

Proteinase K

Sal

Centrifugar

Isopropanol 100%
Incubar

Centrifugar
Etanol 70%

Centrifugar

20mg

400u1

100mM, pH 8.5

0.1M

50mM, pH 7.4

1%

Tpg/ml (a lmg/ml)
350ug/ml

Spin down

15000 RPM, 1min
Transferir sobrena-
dante

200u1 Acetato de Potas-
sio 3M

Incubar em gelo por
30min

15000 RPM, 10min, 4°C

250l

3h a -20°C ou over-
night

15000 RPM, 30min, 4°C
500l

Inverter tubo 10x
Descansar 1min TA
15000 RPM, 10min, 4°C

20mg

40041

10mM, pH 8.0
0.4M

2mM, pH 8.0

2%

7ug/ml (a lmg/ml)
400pg/ml

30041 NaCl 6M

13000 RPM, 30min

500u! gelado

1h a -20°C ou over-
night

13000 RPM, 15min
20041

Descansar 5min TA
13000 RPM, 15min
201 etanol 100%
Centrifugar 13000 RPM,
15min

50mg

6001

50mM, pH 7.5

0.05M

5mM, pH 8.0

0.5%

5pg/ml (a 10mg/ml)
200pug,/ml

Esfriar até T ambiente

700u1  fenol-cloroférmio-
alcool isoamil (25:24:1)

10000 RPM, 10 min
700u1 cloroférmio-
isoamil (24:1)
Misturar manualmente
Centrifugar 10000
RPM, 10min
Transferir sobrenadante
1001 Acetato de So6-
dio (AcNa) 3M pH
4.8

7001 gelado

Overnight a -20°C

10000 RPM, 10min
2001

10000 RPM, 5min

Fonte: Elaborado pela autora.

Os trés protocolos foram aplicados para uma mesma amos-
tra de cada um dos grupos-alvo definidos no estudo: POLVO,
LULA, SIRI ¢ CAMARAO em amostras cruas. A eficiéncia e
qualidade dos protocolos foi comparada para cada grupo através
da analise de quantificacdo de DNA e relagoes de absorbéncia
Asgo/Asgo e Aggn/Agzg no espectofotometro de luz NanoVue® (GE
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Healthcare Life Sciences), em duas analises das quais foi consi-
derada a média dos resultados. Para verificar a qualidade do
DNA extraido também foi realizada eletroforese em gel de aga-
rose, onde em gel 1% agarose (0,4g de agarose e 40ml de TBE
0,5x), foram acrescentados 2,0ul de DNA, 0,3ul de GelRed® (Bio-
tium) e 0,3ul de solugao carreadora em cada pogo. A eletroforese
ocorreu a 85V por 20 minutos.

As bases para a escolha do protocolo foram os valores de
absorbancia, a quantificacdo do DNA obtido, a qualidade das
bandas no gel de agarose, o tempo de execucgao do protocolo e a
disponibilidade de equipamentos e materiais no LAPOGE.

3.2.3.2 Extracdo de DNA de amostras cruas e processadas

Apos escolhido o método de extragao de DNA a ser utili-
zado no resto do estudo, 31 das amostras cruas coletadas foram
submetidas ao processo de extracao de DNA. Estas 31 amostras
englobam todas as 05 amostras de POLVO, as 09 de LULA, 10 de
CAMARAO (escolhidas levando em conta a variedade de nomes
populares fornecidos) e 07 de SIRI. As amostras de DNA extraido
foram quantificadas e verificadas em gel de agarose como descri-
tas acima. Ao final da extracdo, os valores de quantificacao de
DNA serviram como base para que o DNA fosse diluido para a
concentragao de 20ng/ul.

As amostras processadas por fritura e fervura (processos
descritos na segao seguinte) também foram submetidas ao mesmo
protocolo de extracao, quantificagao, qualificacao e diluicao do
DNA.

3.2.4 Processamento das amostras

Trés amostras de cada grupo principal foram selecionadas
para serem processadas através de fritura e fervura. A escolha
das amostras baseou-se na qualidade das bandas obtidas nos géis
de eletroforese apds amplificagao dos fragmentos de interesse.
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Para a fritura, um pequeno pedaco de amostra foi colo-
cado em frigideira quente em fogo baixo com 6leo de milho por
aproximadamente 10 a 20 segundos. A frigideira e os materiais
utilizados para manuseio foram higienizados a cada amostra para
evitar contaminacao cruzada. Ao retirar do fogo, as amostras fo-
ram lavadas em 4gua destilada para retirada do excesso de 6leo.

Para a fervura, as amostras foram colocadas em agua fer-
vente por 4 minutos. A 4gua foi trocada para cada amostra para
evitar contaminacao cruzada.

Ao final dos processos, as amostras foram estocadas em
microtubos de 2,0ml contendo agua destilada para transporte
até o laboratério.

3.2.5 Amplificagao dos fragmentos de DNA e eletroforese
em gel de agarose

A amplificacao da regiao 5’ do gene COI foi realizada utili-
zando o conjunto de primers descritos por Folmer et al. (1994):

LCO1490 5 GGTCAAACAAATCATAAAGATATTGG 3’
HCO02198 5 TAAAATTCAGGGTGACCAAAAAATCA 8’

A reagao para amplificagdo foi determinada conforme as
especificacoes da platinum® Tag DNA polimerase (Invitrogen),
com pequenas modificagoes, conforme a tabela 3.

As amostras foram colocadas no termociclador Veriti Ther-
mal Cycler (Applied Biosystems) e submetidas a uma desnatura-
¢ao inicial a 94°C por 3 minutos, a 35 ciclos de: desnaturacao a
94°C por 30 segundos, anelamento a 50°C por 1 minuto e exten-
sdo a 72°C por 2 minutos e um passo final de extensao a 72°C
por 5 minutos. A temperatura de anelamento de 50°C foi previ-
amente testada e escolhida baseada em uma PCR de gradiente
de temperatura, onde foram testadas temperaturas de 48, 50, 52,
52,5, 53, 54 e 56°C e também corroborada por Eischeid et al.
(2016).

Os produtos amplificados foram visualizados em gel de aga-
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Tabela 3. Componentes da reacao de amplificagao

Componente Concentragdo Volume (ul) Con;ﬁntragao
inal
Tampao 10x 2,5 1x
MgCl, 50mM 0,75 1,5mM
dNTP 8mM 0,5 0,16mM
Primer F 10pM 0,5 0,2uM
Primer R 10pM 0,5 0,2uM
Platinum tagq 5U/ul 0,1 0,5U /reagao
DNA 20ng/pl 2,0—-4,0 1,6—3,2ng/ul
H20 milli-Q — 16,15—18,15 —
Volume Final — 25,0ul —

Fonte: Elaborado pela autora.

rose 1%. As corridas ocorreram a 95V por 40 minutos. Os produ-
tos foram corados com 0,3ul de gelRed e acompanhados de 0,3ul
de solugao carreadora para 2ul de produto de amplificagao.

Nos casos de insucesso da amplificagdo do DNA (bandas
fracas ou nao visiveis no gel de agarose), as amostras foram redi-
luidas e foi utilizada uma maior quantidade de DNA para a repeti-
¢ao das reagoes. Controles negativos e positivos foram utilizados
em todas as amplificagbes para assegurar a nao-contaminacao e
sucesso da PCR.

Das 31 amostras cruas que tiveram seu DNA extraido, to-
das foram submetidas a amplificacao conforme este protocolo.
O mesmo protocolo foi utilizado para amplificar o DNA das 12
amostras fervidas e fritas.

3.2.6 Sequenciamento

Foram sequenciados os fragmentos de DNA das amostras
cruas que também foram selecionadas para processamento culiné-
rio. No total, foram sequenciadas 12 amostras cruas, 11 amostras
fritas e 11 amostras fervidas.

Os produtos de PCR foram purificados para degradagao do
excesso de primers e para a desfosforilacao dos dNTPs nao incor-
porados. O procedimento de purificagao foi realizado utilizando
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1,041 de ExoSAP-IT® (Applied Biosystems) e 9,0ul de produto
de PCR. As amostras foram colocadas no termociclador Veriti
Thermal Cycler (Applied Biosystems) e sumetidas a um ciclo de
reacao de 37°C por 60 minutos e 75°C por 15 minutos.

As amostras cruas foram sequenciadas nas duas diregoes,
utilizando os primers R (HCO2198) e F (LCO1490) previamente
descritos, enquanto as amostras processadas foram sequenciadas
em uma unica direcdo utilizando o primer R. Além das amos-
tras selecionadas, também foi sequenciada unidirecionalmente a
amostra C1, por conter carne de siri misturada com molho de
tomate e condimentos.

A reacdo de sequenciamento foi realizada utilizando o re-
agente BigDye® versao 3.1 e o primer F ou R como explicado
acima. Em cada pogo de uma placa foi adicionado 1ul do primer,
1ul de BigDye 3.1, 6,5 ul de produto de PCR purificado, 1,5ul
de tampao 5x Sequencing (Applied Biosystems) e q.s.p. 10ul de
dgua milliQ. A placa foi colocada no termociclador e foi subme-
tida a uma desnaturacao inicial a 96°C por 1 minuto, e, a seguir,
35 ciclos de: 96°C por 15 segundos, 50°C por 15 segundos e 60°C
por 4 minutos.

A precipitagao dos produtos foi realizada adicionando 2,5l
de EDTA 125mM e 25ul de etanol 100% (Merck) em cada pogo
da placa. A placa foi selada e homogeneizada por inversdo quatro
vezes. Em seguida, foi centrifugada por 45 minutos a 2880 X g a
20°C. Removeu-se o sobrenadante por inversao e entao foi acres-
centado 150ul de etanol 70% (temperatura ambiente), a placa
foi selada novamente e centrifugada a 2880 X g por 15 minutos.
Novamente o sobrenadante foi descartado. ApoOs a evaporacao
completa do etanol, a placa foi estocada a -4°C até que fosse
realizado o sequenciamento das amostras conforme protocolo do
sequenciador ABI 3500 (Applied Biosystems).

3.2.7 Analise de eletroferogramas

As sequéncias obtidas foram editadas utilizando o programa
Chromas v. 2.6.4 (Technelysium Pty Ltd). As sequéncias fo-
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ram editadas para descartar as partes iniciais e finais das sequén-
cias geradas devido a baixa qualidade (abaixo de 20 segundo o
critério do programa Chromas) e também para gerar o reverso-
complemento das sequéncias criadas com o primer reverso R.

As sequéncias obtidas foram comparadas com sequéncias
depositadas nos bancos de dados BOLD e NCBI (Standard Nu-
cleotide BLAST) para identificagdo espécie-especifica. Apenas
valores de similaridade acima de 98% para o BOLD e valores de
Identificagao acima de 98% (com E value de 0.0 e Query cover
acima de 98%) para o BLAST foram considerados para identifi-
cacao correta de espécies.

3.3 BANCO DE DADOS BIOLOGICOS

Os dados obtidos pelo estudo estao armazenados em tabe-
las (planilhas do Microsoft Excel e também dentro do Microsoft
Access). Para a diagramacao e programagao do banco de da-
dos biolégicos, foram identificadas as informagoes relevantes que
a busca deve fornecer, e estas foram separadas em categorias.
Apos a identificagao e divisdo das categorias, um diagrama cha-
mado de Entidade Relacional (ER) foi criado para visualizar as
informacoes.

O BDB foi programado em linguagem SQL (Microsoft Ac-
cess), tendo sua interface grafica desenvolvida também no Micro-
soft Access, que baseia-se na linguagem Visual Basic e utiliza o
SQL para acessar as informagoes no banco de dados.
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4 RESULTADOS

4.1 LEVANTAMENTO DE ESPECIES

Para este conjunto de resultados, dividiu-se o levantamento
em trés partes: os nomes comuns fornecidos nas peixarias, con-
forme descritos na subsecdo 4.1.1; as espécies de invertebrados
que ocorrem no estado de Santa Catarina, considerando tanto as
desembarcadas e contabilizadas no Estado quanto as ocorréncias
em ambiente natural, conforme descrito na subsegao 4.1.2 e, por
fim, as espécies e géneros levantados nesta secao foram procura-
das nos bancos de dados BOLD e GenBank, a fim de verificar a
possibilidade de comparacao com as amostras obtidas nas coletas,
conforme consta na subsecao 4.1.3.

4.1.1 Nomes comuns fornecidos nas peixarias

Ao realizar as coletas de invertebrados de interesse nas pei-
xarias e questionar o que estava sendo fornecido naquele mo-
mento, os nomes foram anotados exatamente conforme forneci-
dos, como pode ser visto na lista completa no apéndice A. Todas
as 05 amostras pertencentes ao grupo POLVO foram denomi-
nadas “polvo”, assim como o grupo SIRI, em que todas as 09
amostras foram fornecidas como “carne de siri”, exceto uma das
peixarias que ainda forneceu a informacao adicional de procedén-
cia, intitulando-a “carne de siri de Laguna”.

Em relagao ao grupo de interesse LULA, das 09 amostras
coletadas duas foram identificadas apenas como “lula’”, duas como
“lula chilena”, duas como “lula do Pacifico”, e as trés restantes fo-
ram denominadas “lula exportada”, “lula internacional” e “lula de
fora”. Os camardes foram o grupo mais diverso avaliado, con-
forme demonstrado na tabela 1.
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4.1.2 Espécies do estado de Santa Catarina

O levantamento bibliografico das espécies que ocorrem no
Estado de Santa Catarina levou em conta as espécies descritas
no estado de Santa Catarina em ambiente natural, fornecidas por
Lindner (2014) e Dias-Neto e Dias (2015), e também os registros
das espécies desembarcadas no Estado no Boletim Estatistico da
Pesca Industrial de Santa Catarina mais recente (UNIVALI / CTTT-
Mar, 2013). Como as informagdes sao escassas, foram considera-
dos também os nomes vulgares e sua correspondéncia com nomes
cientificos fornecidos pelo Boletim Estatistico da Pesca e Aquicul-
tura - BRASIL 2010 (MPA, 2010), que considera as atividades de
pesca e aquicultura a nivel nacional.

No Boletim Estatistico da Pesca e Aquicultura - BRASIL
2010, o MPA (2010) descreve como polvos capturados na regiao
Sul do Brasil as espécies Octopus vulgaris e Octopus insularis. Na
listagem dos nomes vulgares e nomes cientificos, os polvos estao
agrupados no género Octopus spp.. Ja o boletim do estado de
Santa Catarina desenvolvido pela UNIVALI / CTTTMar (2013)
cita como desembarcados pelas frotas pesqueiras industriais no
estado em 2012 as espécies Octopus vulgaris, Eledone massyae e
Eledone gaucha.

Para as lulas, foram encontrados nos registros trés nomes
populares: calamar-argentino (também chamado de lula-saco-de-
boi, correspondente a espécie Illex argentinus) e o nome vul-
gar lula utilizado para as seguintes espécies da familia Loligi-
nidae: Loligo sanpaulensis, Loligo surinamensis, Loliguncula bre-
vis, Doryteuthis plei e Sepioteuthis sepioidea. Cabe ressaltar que
segundo o World Register of Marine Species (WoRMS), cujas
péaginas foram consultadas em janeiro de 2018, os nomes Loligo
sanpaulensis e Loligo surinamensis nao sao mais nomes cientifi-
cos aceitos, tendo sido substituidos por Doryteuthis sanpaulensis
(Brakoniecki, 1984) e Doryteuthis surinamensis (Voss, 1974), res-
pectivamente. O nome vulgar lula também foi utilizado para de-
signar as seguintes espécies da familia Ommastrephidae: Todaro-
des filippovae, Ornithoteuthis antillarum, Ommastrephes pteropus
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(cujo nome cientifico aceito atualmente é Sthenoteuthis pteropus
(Steenstrup, 1855)), Symplectoteuthis luminosa e Hyaloteuthis pe-
lagica (MPA, 2010; UNIVALI / CTTTMar, 2013).

O desembarque de siris nao foi registrado por UNIVALI /
CTTTMar (2013), mas consta no Boletim desenvolvido por MPA
(2010), relacionando o nome vulgar “siri” com o género Callinectes
spp.. Dias-Neto e Dias (2015) detalha a pesca de siri como fauna
acompanhante na pesca de outras espécies variadas, e detalham
as espécies de siri pescadas como Callinectes danae, Callinectes
ornatus e Callinectes sapidus, conhecido como siri-azul. A ocor-
réncia natural de crustéceos deste grupo no estado inclui o caran-
guejo maria-farinha Ocypode quadrata, o siri-fantasma Arenaeus
cribrarius, o caranguejo-ugi Ucides cordatus, o chama-maré Uca
sp., os caranguejos Eriphia gonagra, Pachygrapsus transversus,
Mithrax hispidus, Mithraculus forceps, Menippe nodifrons, Ste-
norhynchus seticornis, Calappa sp., além dos siris Portunus spi-
nimanus, Cronius ruber e os jd mencionados C. danae, C. ornatus
e C. sapidus (LINDNER, 2014).

De acordo com MPA (2010) e UNIVALI / CTTTMar (2013),
os camaroes estao todos alocados na familia Penaeidae e possuem
uma variedade de nomes populares. Para facilitar a visualizagao
destes dados, a tabela 4 detalha a equivaléncia entre os nomes
populares e nomes cientificos das espécies desembarcadas no Bra-
sil e no Estado. As espécies aqui listadas correspondem tanto
a espécies produzidas no Brasil pela pesca industrial ou arte-
sanal quanto a espécies produzidas no Brasil pela aquicultura.
Segundo Dias-Neto e Dias (2015), o camarao-rosa corresponde a
trés espécies distintas, sendo a espécie Farfantepenaeus subtilis
conhecido como o camarao-rosa da costa norte do pais, enquanto
F. brasiliensis e F. paulensis sdo os camaroes-rosa das regioes
sudeste e sul do Brasil. F. brasiliensis pode ainda ser chamado
de camarao-rosa-pintado (LINDNER, 2014).
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Tabela 4. Nomes populares, sinénimos e nomes cientificos de espécies
de camaroes encontrados ou produzidos no Brasil.

Nome vulgar Sinoénimos Nome cientifico
Camarao-barba-ruga  Camarao-serrinha; Ferrinho Artemesia longinaris
Camarao-branco Camarao-legitimo Litopenaeus schmitti
Camarao-rosa Camarao-pistola Farfantepenaeus paulensis
Farfantepenaeus brasiliensis
Camarao-rosa Camarao-espigao Farfantepenaeus subtilis
Camarao-santana Camarao-vermelho Pleoticus muelleri
Camarao-sete-barbas Xiphopenaeus kroyeri
Camarao Camarao-marinho; camarao-branco Litopenaeus vannamei

Fonte: elaborado pela autora.

4.1.3 Levantamento das espécies e géneros nos bancos de
dados piblicos

As buscas nos bancos de dados também foram separadas
por grupos de interesse. Para estas buscas, foram considerados
os taxons encontrados no levantamento bibliografico, conforme a
subsecao 4.1.2. No GenBank, utilizou-se a construgao “espécie +
COI” para procurar apenas por sequéncias do gene mitocondrial
citocromo oxidase I. As quantidades de sequéncias aqui listadas
correspondem ao més de fevereiro de 2018 e estao resumidas na
tabela 5.
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Tabela 5. Namero de sequéncias de COI depositadas nos bancos de
dados BOLD e GenBank em fevereiro de 2018.

Taxon BOLD GenBank H Taxon BOLD GenBank
Octopus vulgaris 211 241

Octopus insularis 10 27 Symplectoteuthis luminosa 0 0
Octopus sp 0 275 Symplectoteuthis sp 0 0
Eledone massyae 0 1 Hyaloteuthis pelagica 2 2
Eledone gaucha 0 0 Hyaloteuthis sp 2 2
Eledone sp 11 12 Callinectes danae 0 1
Illex argentinus 16 16 Callinectes ornatus 0 1
lllex sp 62 60 Callinectes sapidus 40 178
Doryteuthis sanpaulensis 2 2 Callinectes sp 53 246
Doryteuthis surinamensis 3 3 Artemesia longinaris 60 60
Doryteuthis plei 64 64 Artemesia sp 60 60
Doryteuthis sp 88 85 Litopenaeus schmitti 0 1
Loliguncula brevis 0 0 Litopenaeus vannamei 65 101
Loliguncula sp 0 0 Litopenaeus sp 66 114
Sepioteuthis sepioidea 2 2 Farfantepenaeus paulensis 47 51
Sepioteuthis sp 227 216 Farfantepenaeus brasiliensis 84 92
Todarodes flippovae 3 1 Farfantepenaeus subtilis 3 20
Todarodes sp 14 16 Farfantepenaeus sp 180 220
Ornithoteuthis antillarum 0 1 Pleoticus muelleri 1 37
Ornithoteuthis sp 1 2 Pleoticus sp 5 44
Sthenoteuthis pteropus 2 5 Xiphopenaeus kroyeri 0 14
Sthenoteuthis sp 91 124 Xiphopenaeus sp 0 28

Fonte: elaborado pela autora.
4.2 EXTRACAO DE DNA

As trés metodologias de extragdo de DNA foram testadas
em uma amostra de cada grupo-alvo e foram comparadas através
das bandas geradas no gel de agarose (figura 2) e da razao dos
valores de absorbancia Aggy/Aggy € Aggp/A2sp e quantidade de
DNA obtido (tabela 6) Os valores apresentados correspondem &
média de valores obtidos ap6s repeticao das medigoes em dupli-
catas ou triplicatas, onde o valor divergente foi desconsiderado.

Baseado nos resultados dos géis de agarose, das relagoes de
absorbancia e quantificacdo do DNA e também na facilidade de
obtencao dos reagentes e tempo de execucao dos protocolos de
extracao de DNA comparados, foi escolhido o protocolo Cloreto
de sédio (conforme consta no anexo B) para extracao do DNA
de todas as amostras cruas e processadas.
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Figura 2. Gel de agarose contendo as mesmas amostras, submetidas
aos trés métodos de extracao testados. S = siri, C = camaréo, P =
polvo e L = lula.

Tabela 6. Comparagao da concentragao calculada de DNA e das
relacoes de absorbancia com cada um dos protocolos de extragao,
para cada amostra do grupo-alvo. PAP = Protocolo Acetato de
Potéassio; PCS = Protocolo Cloreto de S6dio e PFC = Protocolo
Fenol-Cloroférmio. Os valores em negrito indicam as relagbes com
valores ideais (maiores que 1.8 para a relacdo Aggp/Aggy € entre
2.0-2.2 para a relagao Aagp/Aasp).

Concentracao
Grupo Protocolo A A A A
P (ng/p,l) 260/ 280 260/ 230

PAP 31 2.006 0.733

Siri PCS 81 2.041 1.557
PFC 88 1.77 1.639

PAP 326 1.64 0.593

Camarao PCS 69 1.93 1.903
PFC 152 1.808 1.699

PAP 186 1.893 0.867

Polvo PCS 183 1.951 1.37
PFC 175 1.73 1.287

PAP 37 1.767 0.974

Lula PCS 256 1.969 2.134
PFC 282 1.82 2.445

Fonte: elaborado pela autora.
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4.3 AMOSTRAS SELECIONADAS PARA SEQUENCIAMENTO
E PROCESSAMENTO CULINARIO

A amplificacdo do DNA foi realizada para 31 das amostras
sem processamento seguindo o protocolo de extracao escolhido
para uso, Cloreto de S6dio. Destas, foi possivel amplificar 29
amostras, incluindo todas as amostras declaradas polvos, 8 de 9
lulas, todas as carnes de siri e 7 de 10 camaroes.

Com base na qualidade das bandas obtidas (figuras 3 e 4)
e também visando uma variedade de nomes populares fornecidos,
foram escolhidas as amostras para subsequente processamento e
sequenciamento, resumidas na tabela 7. No caso do siri, também
foi considerado a aparéncia da amostra, visando obter variedade
das possiveis partes utilizadas das carnes de siri.

Figura 3. Gel de agarose contendo produto de PCR das amostras
amplificadas cruas, utilizado para escolha das amostras a serem
processadas e sequenciadas. Em destaque, as amostras escolhidas de
siri, polvo, e duas das amostras escolhidas de lula. As amostras dos
grupos POLVO e SIRI eram todas denominadas, respectivamente,
“polvo” e “carne de siri”. No caso das amostras de lula, estas incluem
as denominadas “lula chilena” (I8), “lula do Pacifico” (I12) e “lula
exportada” (I21).
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Figura 4. Dois géis de agarose submetidos a eletroforese contendo
produtos de PCR das amostras amplificadas cruas, utilizados para
escolha das amostras a serem processadas e sequenciadas. Em des-
taque, a terceira amostra escolhida de lula (A) e as trés amostras
escolhidas de camarao (B). As amostras de lula incluem as denomi-
nadas “lula chilena” (I8), “lula do Pacifico” (I12) e “lula exportada”
(I21). Ja as amostras de camarao F61, F69 e 132 incluem os denomi-

nados “camarao 7 barbas”, “camarao vermelho” e “camarao branco”,
respectivamente.

Tabela 7. Amostras selecionadas para sequenciamento e processamento
culinério.

Polvo Lula Siri Camarao

F73 I8 134 F61
124 112 136 F69
127 121 138 132

Fonte: Elaborado pela autora.

4.3.1 Processamento culinario e extragao de DN A das amos-
tras processadas

As amostras escolhidas (tabela 7) foram submetidas aos pro-
cessos de fritura e fervura descritos na se¢ao 3.2.4 com sucesso. Em
seguida, foram submetidas & extracdo de DNA conforme descrito no
protocolo Cloreto de s6dio (anexo B). Fotos dos geis de agarose
gerados pela extragao dos moluscos e crustaceos processados estao
na figura 5.
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Figura 5. Geis de qualificacao de extragao de DNA de A. crustéceos
e B. moluscos fritos e fervidos.

Tabela 8. Valores de absorbancia obtidos para as amostras cruas,
fritas e fervidas. Valores = 0 representam leituras negativas, mesmo
nas repetigoes.

Nome Crua Fritura Fervura
Amostra declarado
Azgo/A280 Azeo/Azso Aze0/A2s0 Azeo/A230 Azeo/Azso Aze0/Az2s0

F73 Polvo 1.985 1.638 1.49 1.09 3.263 2.228
124 Polvo 2.145 1.511 1.55 111 0 2.213
127 Polvo 2.043 1.543 1.89 1.53 2.363 1.243
18 Lula Chilena 1.985 1.645 0 113 3.253 2.303
112 Lula do Pacifico 1.368 0.661 2.065 0.398 1.96 1.677
121 Lula Exportada 1.843 1.535 1.967 1.583 5.423 2.92
134 Carne de Siri 2.063 4.522 0 0 3.445 2.66
136 Carne de Siri 1.771 1.899 1.875 2.3 0 0

138 Carne de Siri 2.051 1.792 2.13 1.055 0.48 1.01
F61 Camarao 7 barbas 2.607 11.219 3.655 1.535 3.62 0.575
F69 Camarao Vermelho 2.585 1.646 3.945 2.125 22.115 0.765
132 Camarao Branco 2.037 1.788 2.14 1.3 2.765 0.385

Fonte: elaborado pela autora.
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Tabela 9. Quantidade de DNA em ng/ul obtidos através dos valores de
absorbancia a 260nm.

Amostra Nome declarado Quantidade de DNA (ng/ul)

Crua Fritura Fervura
F73 Polvo 130 304 33
124 Polvo 145 288 58
127 Polvo 227 376 243
I8 Lula Chilena 207 20 146
112 Lula do Pacifico 67 69 426
121 Lula Exportada 276 390 97
134 Carne de Siri 145 117 137
136 Carne de Siri 174 2142 6095
138 Carne de Siri 489 207 12
F61 Camarao 7 barbas 37 99 125
F69 Camarao Vermelho 28 78 78
132 Camarao Branco 309 302 145

Fonte: elaborado pela autora.

4.3.2 Amplificacao do DNA das amostras processadas

O DNA das amostras selecionadas foi amplificado independen-
temente dos valores de absorbancia e da presenca ou auséncia de
bandas no gel de extragao. Dois exemplos de geis de amplificacao
encontram-se na figura 6. Quando nao foi detectado presenca de
banda ou a intensidade nao foi considerada satisfatoria, as reagoes
de cadeia em polimerase foram repetidas.

F73 124 127 18 T2 121 F73 124 127 18 112 121 | 134 136 F61 F69 132 I34 F61 FG9 C+
—

SIRI CAMARAO SIRI CAMARAO

CoZIDOS FRITOS COZIDOS

Figura 6. Exemplos de geis de agarose mostrando a amplificagao de
DNA de A. moluscos e B. crustaceos processados.
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As amostras cruas e processadas foram sequenciadas, editadas

e comparadas com os bancos de dados BOLD e GenBank e, final-
mente, as amostras que apresentaram porcentagem de similaridade
maior que 98% em pelo menos bancos de dados estao na tabela 10.

Tabela 10. Lista de amostras analisadas no estudo. A porcentagem de
similaridade é apresentada apenas para as amostras que apresentaram
valores maiores de 98% em ao menos um dos bancos de dados. As
amostras com valores menores estao apresentadas como no match.

% de similaridade

Amostra Nome declarado Tratamento Melhor ID e
BOLD GenBank
Crua Enteroctopus megalocyathus 100 99
124 Polvo Frita Enteroctopus megalocyathus 99.41 97
Fervida Enteroctopus megalocyathus 100 99
Crua Dosidicus gigas 100 97
18 Lula chilena Frita Dosidicus gigas 99.81 92
Fervida Dosidicus gigas 99.6 93
Crua Dosidicus gigas 100 99
112 Lula do Pacifico Frita Dosidicus gigas 100 97
Fervida Dosidicus gigas 100 99
Crua no match n/a n/a
121 Lula exportada Frita Dosidicus gigas 100 94
Fervida Dosidicus gigas 98.1 87
Crua Callinectes sapidus 100 99
134 Carne de siri Frita Callinectes sapidus 100 99
Fervida Callinectes sapidus 99.68 99
Crua Callinectes sapidus 100 100
136 Carne de siri Frita Callinectes sapidus 100 98
Fervida Callinectes sapidus 100 99
Crua Callinectes sapidus 100 100
138 Carne de siri Frita Callinectes sapidus 100 99
Fervida Callinectes sapidus 100 99
C1 Carne de siri Crua (com con- Callinectes sapidus 100 99
dimentos)
Crua Artemesia longinaris 99.69 99
F61 Camarao-sete-barbas  Frita n/a n/a n/a
Fervida Artemesia longinaris 100 99
Crua Pleoticus muelleri 100 99
F69 Camarao-vermelho Frita Pleoticus mueller: 98,11 95
Fervida no match n/a n/a
Crua Farfantepenaeus brasiliensis 100 98
132 Camarao-branco Frita Farfantepenaeus brasiliensis 99,81 95
Fervida Farfantepenaeus brasiliensis 100 96

Fonte: elaborado pela autora.

As amostras de polvo F73 e 127 nao apresentaram similaridade
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maior que 98% para nenhum dos bancos de dados consultados e,
por isso, nao foram consideradas validas para o estudo. Nao foi
possivel amplificar o DNA da amostra F61 frita, e por isso, esta nao
foi sequenciada.

4.5 BANCO DE DADOS

Para o Banco de Dados Biologicos, as informagoes foram or-
ganizadas em uma Entidade Relacional, conforme a figura 7. A
ER serve como ferramenta para visualizar o conceito do BDB, au-
xiliando na defini¢do da estrutura e das restrigdes durante o seu
desenvolvimento.

chamado nomePopular

¥ IDchamado 7 nome
especie nomeCientifico _/—
1 /_ nome

# nomeCientifico
infoExtra
foto
distribuicao

sequencias

7 IDSeq
seqstring
nomeCientifico

Figura 7. Entidade Relacional do Banco de Dados.

Foram consideradas duas situacoes de busca: a primeira situ-
agao considera uma busca por nomes cientificos ou nomes populares
(categoria chamado). A segunda situagao é a busca por uma sequén-
cia de DNA de acordo com o codigo genético IUPAC. Como uma
espécie pode ter mais de um nome popular OU um nome popular
pode corresponder a mais de uma espécie, estes foram separados em
uma categoria distinta.

Ao buscar por uma sequéncia de DNA, como demonstrado
na figura 8, o banco de dados farda uma busca por similaridade
entre as sequéncias nele depositadas e retornard informagoes como:
nome cientifico, nomes populares, foto de um individuo da espécie,
distribuicdo mundial e informacoes extras, como situacdo atual
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na Lista Vermelha da Uniao para Conservacao da Natureza e dos
Recursos Naturais (The IUCN Red List of Threatened Species, épocas
de defeso e legislagio vigente que envolva aquela espécie (figura 9).
As mesmas informagoes surgirdo quando se realizar uma busca por
nomes populares ou nomes cientificos.

All Access Objects @ «
S8archa yel
Tables ES
E hamado
B espedie

B3 nomePopular

= sequencias Enter Parameter Value ? x

Queries
B3 SelectEspeciesbyseq

»

Insira a Sequenda

CCCCAGATATAGCTTTTCCACGTATAAACAAC|
Reports S

i Procurespede Cancel

Figura 8. Simulagdo de busca por sequéncia de DNA dentro do
ambiente do bando de dados do Access.

Espécies Encontradas
Nome Cientifico Informagées Foto Distribuig@o
Dosidicus gigas IUCN: DD (Data deficient)

U0

Nomes Populares
Lula Gigante
Lula

Paginaldel

Figura 9. Resultado de busca por uma sequéncia de DNA correspon-
dente a espécie Dosidicus gigas no banco de dados.
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5 DISCUSSAO

5.1 ESCOLHA DO METODO DE EXTRACAO DE DNA

Para comparar as trés técnicas testadas, considerou-se os
resultados dos valores de absorbancia, como demonstrado na tabela
6 e também as bandas geradas nos géis de agarose, como na figura 2.

5.1.1 Crustaceos

As amostras de CAMARAO apresentaram DNA isolado in-
tegro e de alto peso molecular nos trés métodos de extragao. Ja
na amostra de SIRI, verificou-se presenca de banda de alto peso
molecular nos trés métodos de extragao. Porém, além da banda
gerada pela aplicagdo do PFC ser mais fraca quando comparada aos
outros protocolos, este método gerou ainda uma segunda banda mais
fraca de baixo peso molecular, o que indica a presenca de excesso de
RNA na amostra ou ainda a presenga de DNA altamente degradado
(LINACERO; RUEDA; VAZQUEZ, 1998).

No que diz respeito as relacoes de absorbancia dos crustéceos,
para a amostra de SIRI todas as relagdes Aggg/Asgo ficaram acima
ou proximas de 1.8 e sdo consideradas ideais conforme indicado
na literatura, o que demonstra que nao ha excesso de proteinas na
amostra extraida e que o DNA obtido é de boa qualidade (DE MASI et
al., 2015; CHIN CHIN et al., 2016). No caso do CAMARAO, os valores
de relacao encontrados foram proximos, mas o método Acetato de
Potassio foi o inico que apresentou uma relacdo Aggg/Asgg menor
que 1.8 (1.64), indicando um possivel excesso de proteinas misturado
ao DNA extraido (LINACERO; RUEDA; VAZQUEZ, 1998).

Ja a relagdo Aggp/Aasp deve apresentar valores entre 2.0 e 2.2,
mas para o SIRI e 0 CAMARAO todos os métodos apresentaram
valores menores que 2.0. Relagoes fora deste intervalo indicam a
presenca de residuos contaminantes organicos utilizados nos processos
de extragao, como o fenol e 0 EDTA, além de carboidratos e peptideos
(ARMANI et al., 2012; THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2010; VAN
DER COLFF; PODIVINSKY, 2008). Os protocolos que apresentaram
melhores valores nesta rela¢ao foram o PFC para SIRI (1.639) e o
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PCS para CAMARAO (1.903).

E relevante apontar a diferenca entre a concentracao de DNA
medida por espectrofotometria de luz e por analise da intensidade
das bandas no gel de agarose. Segundo Linacero, Rueda e Vazquez
(1998) e Kress e Erickson (2012), quanto mais intensa a banda no gel,
maior a quantidade de DNA extraido. No entanto, para a amostra
SIRI, os protocolos PAP, PCS e PFC apresentaram, respectivamente,
concentragoes de 31, 81 e 88 ng/ul segundo a espectrofotometria
de luz. Porém, no gel, a banda mais intensa é justamente a do
protocolo PAP, apesar do menor valor de quantificagdo por espectro-
fotometria, enquanto a banda do PFC é muito fraca, apesar do valor
quantificado ser similar ao do protocolo PCS. A quantificagdo de 88
ng/ul para o protocolo PFC pode justificar-se pelo excesso de RNA
detectado no gel de agarose, pois este também absorve luz a 260nm
e portanto ird contribuir para o valor total de absorbancia usado
para calcular a concentragdo das amostras (THERMO FISHER SCIEN-
TIFIC, 2010; CHIN CHIN et al., 2016; VAN DER COLFF; PODIVINSKY,
2008). Outra possibilidade é a presenca de DNA degradado, ja que
exemplos de moléculas que absorvem luz a 260nm incluem RNA,
nucleotideos livres e proteinas (CHIN CHIN et al., 2016; VAN DER
COLFF; PODIVINSKY, 2008).

5.1.2 Moluscos

A amostra de POLVO n&o apresentou banda de alto peso
molecular em nenhum dos protocolos testados. E possivel notar um
rastro da posi¢ao de alto peso molecular até um peso molecular menor
no protocolo Acetato de Potéssio, além de uma banda larga de baixo
peso molecular nos trés protocolos. O rastro indica uma possivel
degradacao da amostra, enquanto a banda de baixo peso molecular
é indicativa da possivel presenca de RNA e DNA degradado (KRESS;
ERICKSON, 2012; LINACERO; RUEDA; VAZQUEZ, 1998; THERMO
FISHER SCIENTIFIC, 2010; CHIN CHIN et al., 2016). A amostra do
grupo LULA testada para os trés protocolos apresentou o mesmo
padrao de bandas que o grupo POLVO, exceto por uma banda fraca
de alto peso molecular para o protocolo Fenol-Cloroférmio.

A relacdo Aggg/Assg para POLVO e LULA foi maior ou pro-
xima a 1.8 para todos os protocolos, indicando, como ja comentado
anteriormente, retirada satisfatoéria das proteinas e DNA de boa
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qualidade para uso (CHIN CHIN et al., 2016; DE MASI et al., 2015;
THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2010). Os maiores valores encon-
trados foram para o protocolo PCS (1.951 para POLVO e 1.969
para LULA). Ja para a relagdo Aggog/A230, que deve possuir valores
entre 2.0 e 2-2 (ARMANI et al., 2012; VAN DER COLFF; PODIVINSKY,
2008), a amostra POLVO nao apresentou resultados satisfatorios em
nenhum dos protocolos utilizados, sendo o maior valor obtido para
o protocolo PCS (1.37). Para a LULA, o uso do protocolo Cloreto
de Sodio gerou uma relagdo Asg/Azs0 de 2.134, dentro do intervalo
ideal sugerido na literatura.

Em relacao a concentragao de DNA obtida, quando medida
por espectrofotémetro de luz na faixa dos 260nm, os trés protoco-
los geraram resultados similares para o POLVO, mas para LULA
o protocolo PAP gerou um valor muito menor se comparado aos
outros. Assim como no caso dos crusticeos, ha discrepincia em
relacdo & quantificacdo por intensidade da banda do gel de agarose.
As amostras de POLVO e LULA possuem banda de baixo peso
molecular em todos os protocolos, indicando a presenca de RNA ou
DNA degradado, como ja mencionado anteriormente. Portanto, é
possivel que o valor de concentragao de DNA obtido por espectrofoto-
metria de luz esteja superestimado (ARMANT et al., 2012; LINACERO;
RUEDA; VAZQUEZ, 1998), mas também é possivel que o valor esteja
relacionado & presenca de DNA degradado na amostra, ja que para
os trés métodos de extracao foi utilizada a enzima RNAse para
degradacao do RNA.

5.1.3 Diferencas gerais entre os protocolos

As principais diferengas entre os protocolos de extracao testa-
dos neste trabalho estao no sal escolhido. Foram escolhidos estes trés
protocolos para teste por serem utilizados para os grupos-alvo do
estudo em trabalhos relacionados (DE MASI et al., 2015; ALJANABI;
MARTINEZ, 1997). A comparagio passo a passo da tabela 2 ajuda
a visualizar as diferencas entre os protocolos. Além de pequenas
variacoes no tamanho do tecido, pH e molaridade de componen-
tes em comum, duragdo, temperatura e numero de centrifugagoes,
0s passos que mais diferem sdo o sal utilizado em cada protocolo,
como apontado no nome dado aos protocolos (exceto pelo protocolo
Fenol-Cloroférmio, que utiliza o sal acetato de sodio).
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O protocolo Fenol-Cloroférmio (PFC) utiliza os reagentes fenol-
cloroférmio baseando-se nas diferentes solubilidades das moléculas
da amostra em dois liquidos que, misturados e posteriormnete cen-
trifugados, geram duas fases distintas: a fase orgénica, mais densa,
onde depositam-se os sais e proteinas, e a fase aquosa, onde os acidos
nucleicos ficam dispersos. A adigdo do alcool isoamilico impede a
formagao de espuma durante a centrifugacdo. Neste protocolo, o pH
das solugoes é especialmente importante pois é necessario que o pH
da mistura esteja em torno de 7,8-8,0 para que os acidos nucleicos
nao misturem-se a fase organica da solugao. Quanto mais acida a
solucgao, mais DNA sera misturado a fase orgénica e mais RNA ficara
livre na fase aquosa. Além disso, o pH acido também minimizara a
atividade da RNase (SAMBROOK; RUSSEL, 2001; ZUMBO, 2012).

Em relacdo aos sais utilizados para precipitacdo do DNA, o
acetato de sodio (utilizado no protocolo PFC) tem como atributo
principal uma alta eficiéncia na precitipagdo de proteinas e, por isso,
nao se recomenda seu uso em solugoes em que haja uma grande
quantidade das mesmas. No entanto, as relagoes Aagy/Azsy para
todas as amostras ficaram acima ou préximas de 1.8, indicando
que houve uma boa eficiéncia na separacao das proteinas do DNA,
eficiéncia essa possivelmente relacionada ao uso de fenol-cloroférmio,
como explicado acima. J& o sal cloreto de sodio, utilizado no PCS, é
o sal ideal para uso em solu¢oes com alta quantidade de detergentes
como o SDS, pois o uso deste permite que o SDS permaneca soliavel
em etanol 70%, aumentando a eficiéncia da retirada de elementos
organicos do DNA extraido. Embora a relagdo Asgg/Aasp, indicativa
de retirada de componentes orgénicos variados, s6 tenha ficado dentro
do intervalo ideal para a LULA no protocolo PCS, as outras amostras
extraidas com este protocolo apresentaram rela¢des mais altas do
que para o protocolo PAP. Este protocolo, cujo sal utilizado para
precipitacao é o acetato de potassio, apresentou valores de relacao
Asgo/A230 muito baixos (abaixo de 1.0 para todas as amostras), que
podem estar relacionados ao excesso de sais de potassio misturados
ao DNA extraido, pois os sais de potéassio encontrados no reagente
dodecil sulfato de sodio (SDS) sao altamente insolaveis e o uso do
acetato de potassio causa precipitacao desses sais (GENE LINK INC,
2014; KRESS; ERICKSON, 2012; ZUMBO, 2012; SAMBROOK; RUSSEL,
2001).

Os métodos foram testados e avaliados considerando a ob-
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tencdo de DNA de alto peso molecular integro. Porém, deve-se
ressaltar que o uso pretendido do DNA obtido é para amplificacao
por reagdo de cadeia da polimerase (PCR) de um fragmento pequeno
(em torno de 650 pares de base) e posterior sequenciamento. Além
disso, o protocolo seria utilizado também para extracdo de DNA de
alimentos processados por calor, onde ji se espera altos niveis de
degradacdo do DNA. Portanto, a auséncia de bandas de alto peso
molecular no gel comparativo dos protocolos nao foi considerado
fator limitante para seu uso, mas sim, apenas para comparagao entre
os métodos utilizados, especialmente porque os valores obtidos por
espectrofotometria de luz, embora nao sejam conclusivos por si s0,
também indicam a presenca de DNA adequado ao uso.

Para a aplicagdo de um programa de identificacao molecular de
substituicoes forte e consistente, é necessario que protocolos sejam
padronizados e que possam ser reproduzidos posteriormente (DI
PINTO et al., 2015; EISCHEID et al., 2016; MARALIT et al., 2013).
Além disso, é importante que as técnicas possam ser utilizadas
considerando a diversidade dos organismos a serem estudados e que a
metodologia envolva processos rapidos e de baixo custo, aumentando
a eficicia e o custo-beneficio, interesses principais de programas
de monitoramento (LINACERO; RUEDA; VAZQUEZ, 1998; FERRITO;
BERTOLINO; PAPPALARDO, 2016).

Considerando os valores de espectrofotometria de luz obtidos
para os trés protocolos e testes preliminares realizando PCRs (resul-
tados néo apresentados), o protocolo que apresentou valores mais
consistentes e satisfatorios foi o Cloreto de Sodio (PCS). Além disso,
o protocolo é realizado com o uso de reagentes relativamente baratos
e de facil acesso, além de ndo utilizar reagentes perigosos (como seria
o0 caso do protocolo Fenol-Cloroférmio). Portanto, o protocolo esco-
lhido para extragdo de DNA de invertebrados marinhos de interesse
deste estudo foi o protocolo Cloreto de Sédio.
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5.2 EFICIENCIA DA TECNICA PARA AMOSTRAS PROCESSA-
DAS

5.2.1 Extracao de DNA

Determinado o uso do protocolo padrao, foram realizadas as
extragoes de DNA para as 31 amostras cruas. Como estas foram
submetidas a amplificacao através de PCR e apenas 03 amostras de
cada grupo-alvo foram selecionadas para sequenciamento e proces-
samento culinario, os tnicos resultados discutidos sao os destas 03
amostras, para poder comparar a extracdo de DNA para amostras
cruas, fritas e fervidas.

A qualidade do DNA (tabela 8) analisada através da relacao
dos valores de absorbancia Asgp/Asgy para as amostras na condigao
crua demonstra que o método de extragao utilizado permitiu a
obtencdo de DNA de boa qualidade, ja que os valores encontrados
foram maiores que 1.8 para 10 de 12 amostras, indicando eficiéncia
na eliminacdo de proteinas (CHIN CHIN et al., 2016; DE MASI et
al.,, 2015). As duas amostras que apresentaram valores menores
foram a amostra 112 (lula do Pacifico, 1.368) e uma amostra de
carne de siri (I36), que apresentou um valor muito proximo a 1.8
(1.771). Para as amostras fritas, das 10 amostras que foi possivel
efetuar a leitura, 8 apresentaram valores de Aggo/Asgp maiores que
1.8. As excegoes foram duas amostras de polvo, F73 e 124 (1.49 e
1.55, respectivamente). Ja para as amostras fervidas, de 10 amostras
cujas leituras ndo foram negativas, 9 foram maiores que 1.8 (exceto
a amostra 138, carne de siri, cujo falor foi de 0.48).

A relagao Aggp/A230, cujos valores ideais ficam entre 2.0 e
2.2, nado apresentou resultados satisfatérios para nenhuma amostra
crua ou fervida. Para as amostras fritas, apenas a amostra de
camarao vermelho apresentou um valor dentro do intervalo ideal
(2.125)(ARMANI et al., 2012; THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2010;
VAN DER COLFF; PODIVINSKY, 2008). Como citado anteriormente,
valores muito altos ou muito baixos nesta relacao podem indicar a
presenga de contaminantes organicos que absorvem luz a 230nm (DE
MASI et al., 2015; HASHIMOTO et al., 2015).

Ao analisar as bandas geradas pelo DNA extraido em gel
de agarose (figura 5), observam-se rastros da regiao de alto peso
molecular até um menor peso molecular, estes caracteristicos de
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degradagao do DNA, em todas as amostras de moluscos, com excec¢ao
da amostra I12 (lula) frita (CORRADO, 2016). Esta foi a tunica
amostra de molusco que apresentou uma banda intensa e clara de
alto peso molecular, indicando DNA integro (LINACERO; RUEDA;
VAZQUEZ, 1998; KRESS; ERICKSON, 2012). Da mesma maneira,
todas as amostras fritas e fervidas de moluscos apresentaram uma
banda de baixo peso molecular de intensidade variada representando
possivel presenca de RNA misturado ao DNA integro extraido ou
DNA altamente degradado (LINACERO; RUEDA; VAZQUEZ, 1998;
CHIN CHIN et al., 2016). Ao analisar os crustaceos, detectou-se
banda indicando a presenga de DNA para a amostra 132 (camarao
branco) frita (banda intensa), e uma banda fraca para a amostra
F61 (camardo 7 barbas) frita. Para as amostras fervidas, novamente
a amostra 132 apresentou uma banda intensa, mas os outros dois
camaroes apresentaram bandas fracas. Nao foi possivel detectar
bandas indicando a presenga de DNA integro nas amostras de siri
em qualquer dos tratamentos, apenas bandas de baixo peso molecular
indicativas de RNA ou DNA degradado.

Tratamentos com o uso de calor podem ocasionar a degradagao
do DNA e em sua fragmentagao em tamanhos menores, fazendo com
que a presenca de DNA nao seja evidente nos géis de agarose apos
eletroforese. Da mesma forma, o grau de degradacao depende da
intensidade e da duracao da exposi¢ao ao calor. Em amostras frescas
e nao processadas, geralmente o DNA encontra-se intacto, inalterado
e presente em grandes quantidades. Porém, em amostras encontradas
em restaurantes ou submetidas a processos industriais, é comum
que o DNA encontrado esteja degradado e presente em menores
quantidades, o que reduz o niimero de fragmentos de DNA adequados
para analises moleculares (BAUER et al., 2003; TELETCHEA, 2009;
MUSTO, 2011; VAN DER COLFF; PODIVINSKY, 2008).

Considerando que quase todas as amostras apresentaram ban-
das indicativas de RNA para os tratamentos fritura e fervura, é
possivel que as quantidades de DNA medidas por espectrofotometria
de luz a 260nm (tabela 9) estejam superestimadas para todas as
amostras, com excec¢do da I12 frita, 132 frita e 132 cozida (ARMANI
et al., 2012; LINACERO; RUEDA; VAZQUEZ, 1998). No entanto, como
ja explicado acima, como o uso de RNAse se deu para todos os
protocolos de extragdo de DNA e foi possivel amplificar DNA mesmo
das amostras em que nao encontrou-se banda de DNA integro, as
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bandas de baixo peso molecular mais provavelmente sao indicativas
de presenga de DNA degradado, que ainda pode ser utilizado para
detecgao de fraudes pelo método DNA barcoding (WARD; HANNER;
HEBERT, 2009; CORRADO, 2016). Ainda em relagdo a esta tabela,
nao houve diferengas significativas consistentes entre os tratamentos
(cru, frito ou fervido) para cada grupo-alvo. Em alguns casos, a
quantidade de DNA obtida apos a fritura foi maior do que na amos-
tra crua (situagdo que ocorreu para todos os polvos, 1 lula, 1 siri
e 2 camardes). O mesmo ocorreu com o tratamento fervura para 1
polvo, 1 lula, 1 siri e 2 camardes. A obtencdo de uma menor quanti-
dade de DNA nas amostras cruas pode-se explicar pela disrupg¢ao
das membranas celulares causadas pelos processos de aquecimento,
permitindo a liberacdo de mais DNA das células musculares apos
desnaturacao das proteinas de membrana. Ja nos casos em que a
quantidade de DNA foi maior na amostra crua do que nas amostras
processadas, altas temperaturas no interior da carne devido a uma
alta eficiéncia na transferéncia de calor pode romper o DNA em
pedagos menores, causando sua degradacao e por isso, diminuindo a
quantidade de DNA disponivel detectado (MUSTO, 2011; BAUER et
al., 2003; ARMANTI et al., 2012; CHIN CHIN et al., 2016; SULTANA et
al., 2018).

Mesmo que a qualidade da extragao de DNA seja baixa con-
forme as anédlises do gel e de absorbancia, as amostras cruas e
processadas foram submetidas & amplificacdo do DNA de qualquer
maneira, pois, como ja explicitado, o fragmento de interesse tem
tamanho pequeno e por isso, espera-se ser possivel recuperar os
fragmentos de DNA de interesse apesar da aparente degradagdo das
amostras, (WARD; HANNER; HEBERT, 2009; CORRADO, 2016).

5.2.2 Amplificacao de DNA e sequenciamento

Das 12 amostras cruas amplificadas e selecionadas para as
etapas seguintes (conforme as figuras 3 e 4), foi possivel amplificar
todas as 12 amostras cruas, 11 de 12 amostras fervidas (com exce-
¢ao da amostra 127 do grupo POLVO) e 11 de 12 amostras fritas,
com excecao da amostra F61 (“camarao 7 barbas”). O sucesso da
amplificagdo por PCR depende de vérios fatores, entre eles, a pureza
e qualidade do DNA obtido pela extracdo. Porém, outros fatores
como a o tempo e método de armazenamento, as temperaturas atin-
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gidas durante os processos culinarios, pH e presenga de inibidores
também podem afetar o sucesso e tamanho dos fragmentos gerados
(MUSTO, 2011; CORRADO, 2016; VAN DER COLFF; PODIVINSKY,
2008; KRESS; ERICKSON, 2012).

Ja em relacao a obtencao de sequéncias de qualidade para
identificacao das espécies, das trés amostras de polvo escolhidas para
a analise, s6 foi possivel sequenciar com sucesso a amostra 124, que
correspondeu a espécie Enteroctopus megalocyathus nos bancos de
dados. As amostras F73 e 127, assim como as outras amostras de
polvo coletadas e amplificadas cruas, apresentaram bandas fracas no
gel de eletroforese, sugerindo uma quantidade baixa de DNA especi-
fico gerado com o uso dos primers escolhidos ou ainda degradacao
das amostras antes das coletas, devido & complexa cadeia envolvendo
o abastecimento de frutos do mar (CHIN CHIN et al., 2016; MUSTO,
2011; LEAL et al., 2015). Da mesma maneira, foram encontradas as
mesmas dificuldades na obten¢do de amplificacdo de qualidade para
as amostras de polvo processadas, incluindo uma amostra que nao
gerou bandas em nenhuma das tentativas (127 frita). Este conjunto
de primers foi utilizado com sucesso para identificagdo filogenética
de polvos da espécie Enteroctopus megalocyathus por Strugnell et
al. (2011) e também para outras espécies de polvos (UNDHEIM et
al., 2010; ALLCOCK et al., 2011; KHAKSAR et al., 2015). No entanto,
nao se pode afirmar qual é a espécie contida nas amostras F73 e 127,
indicando a necessidade de uso de um segundo conjunto de marcado-
res especificos para o grupo ou ainda o uso de um mini DNA barcode
para permitir a determinagao espécie-especifica (SHOKRALLA et al.,
2015; COSTA et al., 2016; PARDO; JIMENEZ; PEREZ-VILLARREAL,
2016; KRUCK et al., 2013).

O uso dos primers escolhidos para o estudo mostrou-se ade-
quado para uso em amostras do grupo LULA, onde foi possivel
amplificar e sequenciar com sucesso duas de trés amostras escolhidas
cruas (I8 e I12). A amostra 121 crua ndo apresentou um sequenci-
amento de qualidade apesar de apresentar uma banda forte no gel
de agarose, porém, foi possivel realizar identificagdo da amostra nas
condigoes frita e fervida, indicando possivel contaminacao da amos-
tra crua durante a extragado de DNA, co-amplificacao de fragmentos
nao-alvo ou degradacao do DNA apos a extracao (SHOKRALLA et
al., 2015; COSTA et al., 2016). Nao houve prejuizos causados pelo
processamento na qualidade das amostras fritas ou fervidas para o
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grupo, e todas apresentaram valores de identificagdo maiores que
98% para o BOLD.

Para o grupo SIRI, a técnica DNA barcoding mostrou-se al-
tamente eficaz para identificagdo das espécies. Cabe ressaltar que
todas as carnes de siri analisadas ja haviam passado por um tipo de
processamento mecénico, pois eram desfiadas e estavam preparadas
em blocos ou, no caso da amostra C1, dentro de uma carapaga dura
misturada com outros ingredientes. Segundo o rétulo da embala-
gem, a casquinha de siri continha “carne de siri, tomate, cebola,
salsa, maisena, tempero caseiro, catupiri e queijo mussarela”’. Este
processamento mecénico dificulta ainda mais o reconhecimento de
caracteristicas morfologicas e possibilita que ocorra a mistura de
espécies, que s6 poderao ser reconhecidas por métodos moleculares
(CHRISTIANSEN et al., 2018; GUNTHER; RAUPACH; KNEBELSBER-
GER, 2017). No entanto, a técnica de DNA barcoding utiliza primers
universais no sequenciamento de Sanger, que gera apenas uma sequén-
cia e possibilita a identificagdo de apenas uma espécie por amostra,
e, por isso, produtos misturados nao podem ser identificados correta-
mente. A mistura de espécies distintas resultaria em sequéncias com
sinais sobrepostos e, para vencer esta barreira, outros métodos de
identificacao sao sugeridos, como o sequenciamento de nova geragao
(HEBERT; RATNASINGHAM; WAARD, 2003; GUNTHER; RAUPACH;
KNEBELSBERGER, 2017; SHOKRALLA et al., 2015).

Para camaroes, nao obteve-se amplificagao da amostra F61
frita. A fritura de amostras finas faz com que elas atinjam altas
temperaturas, e o grau de degradacdo do DNA relaciona-se com
a temperatura atingida, a duracao do tratamento e o tamanho da
amostra tratada, podendo ter impossibilitado a extracao de quan-
tidade e tamanho suficiente de DNA para amplificagdo (VAN DER
COLFF; PODIVINSKY, 2008; SULTANA et al., 2018; ARMANTI et al.,
2015). Para a amostra F69 fervida, ndo foi possivel obter identificao
a nivel de espécie com similaridade maior que 98% nos bancos de
dados; para esta amostra s6 foi possivel obter um fragmento de 570
pares de base ap6s a retirada manual das partes inicial e final da
sequéncia gerada por conterem bases de baixa qualidade, enquanto
para as amostras crua (F e R) e frita foram obtidos fragmentos de
659, 652 e 623 pares de base, respectivamente. A baixa qualidade
do sequenciamento relaciona-se com a obten¢ao de uma banda fraca
de DNA apos amplificacio desta amostra, indicando degradacao do
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DNA causada pelo tratamento com calor (MUSTO, 2011; VAN DER
COLFF; PODIVINSKY, 2008). Conjuntos de primers que geram frag-
mentos menores a partir do COI podem ser utilizados juntamente
com o DNA barcode padrdo para auxiliar nos casos em que nao
é possivel obter uma identificagdo de amostras processadas (SHO-
KRALLA et al., 2015; GUNTHER; RAUPACH; KNEBELSBERGER, 2017;
SULTANA et al., 2018; ARMANI et al., 2015).

Para este trabalho, o gene COI confirmou-se como um marca-
dor robusto para uso em crustéceos e lulas, permitindo a identificacao
das espécies nao s6 em amostras frescas, mas também em amos-
tras degradadas e processadas por métodos culinarios. O uso do
COI permitiu a amplificagdo do fragmento de DNA desejado ja que
o tamanho do amplicon gerado pelo uso dos primers LCO1490 e
HCO2198 é pequeno o suficiente para que o produto de DNA seja
gerado em diversas condigoes, exceto de DNA severamente dani-
ficado. Para estes casos, sugere-se que a técnica DNA barcoding
seja utilizada em conjunto com marcadores que geram fragmentos
menores, como o mini DNA barcoding (HEBERT; RATNASINGHAM,;
WAARD, 2003; VAN DER COLFF; PODIVINSKY, 2008; FOLMER et al.,
1994; ARMANI et al., 2015).

5.3 ESPECIES IDENTIFICADAS
5.3.1 POLVO

No Boletim Estatistico da Pesca e Aquicultura do MPA divul-
gado em 2011, as espécies de polvo consideradas no Brasil sao as
espécies Octopus spp. e Eledone spp., detalhadas no boletim de SC
(2013) como O. vulgaris, E. massyae e E. gaucha. Surpreendente-
mente, a amostra coletada 124 foi identificada como Enteroctopus
megalocyathus. Conhecida popularmente como polvo vermelho do sul,
polvo gigante, polvo gigante da Patagdnia ou simplesmente polvo, a
espécie é encontrada no sul da América do Sul, distribuindo-se do
sudeste do oceano Pacifico até o Sudoeste do oceano Atlantico (figura
10) e pode chegar a 1 metro de comprimento (ROPER; NIGMATULLIN;
JEREB, 2010; PEREZ et al., 2006).

No BOLD e no GenBank, encontram-se registros de 2 sequén-
cias depositadas para a espécie Enteroctopus megalocyathus. A
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espécie nao é protegida e nao existem registros sobre seu estado de
conservagao na Red List da IUCN. Sua pesca é considerada apenas
artesanal e temporaria, realizada através de anzois nas zonas inter-
marés ou por mergulho (ROPER; NIGMATULLIN; JEREB, 2010). Este
é um dos dois polvos de importancia comercial do Chile, que desde
2011 estabeleceu uma de limite da pesca artesanal de Enteroctopus
megalocyathus de 117 toneladas anuais (CHILE, 2011).

Os relatorios consultados neste estudo (FAO, 2016; Dias-Neto,
2015; MPA, 2011 e UNIVALI/CTTTMar, 2013) nao mencionam em
momento algum o género Enteroctopus como uma espécie relevante
para os estoques pesqueiros ou como consumidas ou pescadas no
Brasil. De fato, como os registros de pesca da espécie s6 a relacio-
nam com pesca artesanal no Chile, nao se esperava encontra-la em
peixarias no Brasil. A Nomenclatura Comum do Mercosul (NCM),
que dispoe sobre os nomes das mercadorias importadas e exportadas
na area do Mercosul, detalha o molusco polvo apenas como Octopus
Spp-

A auséncia de informagoes quanto a estoques pesqueiros, dis-
tribuicao, sazonalidade e estado de conservagao da espécie de polvo
identificada neste estudo levanta preocupagoes sobre a situagao atual
da espécie. Sua identificacdo afirma que ela esta sendo consumida,
mas sua origem, procedéncia e sua situagao mundial nao é conhecida
nem considerada por grandes 6rgaos como a FAO, que néo a inclui
em seu relatério bianual SOFTA (FAO, 2016). Quando compara-se
com a grande disponibilidade de estudos de conservacao disponiveis
para outras espécies da familia Octopodidae, como Octopus spp.,
fica ainda mais evidente a necessidade de ampliar os estudos sobre a
espécie. SO para o género Octopus ha mais de 200 sequéncias de COI
depositadas no BOLD e GenBank e muitas fraudes sao detectadas
envolvendo espécies do grupo (ESPINEIRA; VIEITES, 2012; ALLCOCK
et al., 2011; PRAMOD et al., 2014).

5.3.2 LULA

O nome fornecido pelos atendentes das peixarias entregava, de
fato, que os produtos nao teriam sido pescados na costa brasileira:
as trés amostras eram chamadas de “lula chilena”, “lula do Pacifico”
e “lula exportada”. Sugere-se que a tultima tenha sido chamada
“exportada” por um engano do atendente entre os termos importada
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e exportada, ja que os outros nomes fornecidos para as amostras nao
sequenciadas também traziam a nocao de que as amostras seriam
externas ao Brasil. No entanto, antes de realizar as analises das
sequéncias, nao foram encontradas informagoes relativas as espécies
de lula importadas no Brasil e por isso a espécie encontrada nao foi
incluida nas pesquisas iniciais.

Para as trés amostras sequenciadas do grupo lula, o top hit foi a
espécie Dosidicus gigas. Do inglés jumbo flying squid, a espécie pode
ser chamada de lula gigante no Brasil. A espécie nao foi listada
nos boletins que analisaram os desembarques em Santa Catarina
e no Brasil nos anos de 2010, 2011 e 2012 (MPA, 2010; UNIVALI /
CTTTMar, 2013). Néao constando informagoes dela para o Brasil,
suas informagoes nao foram previamente consultadas nos bancos de
dados BOLD e GenBank. De fato, o BOLD conta com 82 sequéncias
de D. gigas e o GenBank possui 64 sequéncias depositadas do gene
COI para a espécie.

No relatério mundial da FAO (2016), que a menciona como
uma das duas espécies principais de lulas capturadas no mundo, foi
registrado um aumento de 37% na sua captura entre os anos de 2013
e 2014. A espécie pertence a familia Ommastrephidae, mesma familia
da espécie Illex argentinus, esta iltima encontrada no sudoeste do
Oceano Atlantico, enquanto Dosidicus gigas é encontrada no leste
do Oceano Pacifico, como pode ser observado na figura 11 (ROPER;
NIGMATULLIN; JEREB, 2010).

Segundo a lista vermelha de espécies ameagadas da Unido
Internacional para Conservacao da Natureza (IUCN) (The IUCN
Red List of Threatened Species), é considerado DATA DEFICIENT
(DD), ou seja, nao ha dados suficientes para determinar o status
de conservagao da espécie pois nao ha estimativas confiaveis de
biomassa total ou tamanho de estoque, apesar de ser um dos alvos
dos maiores esforcos de pesca de invertebrados no mundo e segundo
recurso pesqueiro mais importante do Peru (BARRATT; ALLCOCK,
2014; YONGJIU et al., 2017). Sabe-se que fenémenos de mudangas
climaticas globais, como El Nifio e La Nifia, podem afetar fortemente
os estoques de cefalopodes, incluindo os da espécie, justamente
por cefalopodes serem espécies de crescimento rapido e vida curta
(ROSA et al., 2013; FAO, 2016). De fato, detectou-se uma diminui¢ao
da populagado na costa do Peru causada por mudancgas climéticas
(YONGJIU et al., 2017).
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A identificacao da espécie em trabalhos de autentificacao de
frutos do mar é escassa, mas foi encontrada, sem substitui¢oes, em
peixarias no nordeste da Itélia e no Egito (NICOLE et al., 2012;
GALAL-KHALLAF et al., 2016a). A espécie é comumente utilizada
em substituicao ao polvo comum, Octopus vulgaris, em produtos
enlatados na Europa (ESPINEIRA; VIEITES; SANTACLARA, 2010;
ESPINEIRA; VIEITES, 2012).

Enquanto a espécie encontrada D. gigas nao possui seu status
de conservagao monitorado, podemos comparé-la com outras espécies
de lulas que poderiam ser comercializadas no Brasil. A espécie
Illex argentinus, por exemplo, possui o status Least concern (baixa
preocupacéo) na Red List da TUCN. Por ser uma espécie de alto
interesse comercial, h4 acompanhamento e regulamentagao na sua
disponibilidade e no seu estoque (FAO, 2016). Embora acredite-se
que a espécie esteja sobrepescada ou no limite do seu potencial, nao
héa preocupagdo quanto a sua conservacao, especialmente porque
sua variacao de disponibilidade ao longo dos anos foi relacionada a
variagoes ambientais, e ndo com sobrepesca (ROSA et al., 2013; FAO,
2016).

5.3.3 SIRI

Nao sem surpresa, as diferentes amostras de siri corresponde-
ram todas a espécie Callinectes sapidus, o siri azul. Imaginava-se
que, com a impossibilidade de identificacao morfolégica dentro dos
blocos de carne desfiada de carne de siri, pudessem ser encontradas
outras espécies de pescado. Novamente, o sequenciamento de Sanger
nao é o ideal no uso em amostras misturadas, mas as amostras aqui
identificadas continham apenas fragmentos de tecido de C. sapidus,
pois a qualidade do sequenciamento nao aponta para a mistura de
espécies (GUNTHER; RAUPACH; KNEBELSBERGER, 2017).

A espécie, segundo a FAO (2016), pode ser facilmente confun-
dida visualmente com outras espécies do género Callinectes como C.
bocourti, C. maracaiboensis, C. rathbunae, C. ornatus e C. danae,
que ocorrem nas mesmas areas e apresentam poucas diferengas fisicas
notaveis do siri azul. Sua distribui¢do pelo globo é ampla, ocorrendo
em toda a costa do Atlantico nas Américas (FAO, 2016).

Assim como para as espécies de lula e polvo encontradas, nao
ha registros da situagdo da espécie na Red List da IUCN e também
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nao hé avaliagdo de fraudes no comércio de carne de siri para o
Brasil. Um estudo realizado nos Estados Unidos detectou 38% de
substitui¢coes em “bolinhos de siri azul” que deveriam conter apenas
a espécie Callinectes sapidus, mas detectou outras espécies de siri e
caranguejo nos bolinhos (WARNER et al., 2015).

Assim como no caso dos nomes populares de lulas e polvos,
o nome popular siri também é amplo e pode ser aplicado a muitas
espécies distintas, e, portanto, nao é possivel indicar responsabilidade
ou fraude pela auséncia de regulamentagao clara quanto ao uso dos
nomes populares e do comércio de espécies no Brasil. Aqui também
fica evidenciada a necessidade de mais estudos de levantamento de
pesca industrial e aquicultura no Brasil, pois nao ha como saber
se a espécie encontrada é sobreexplotada ou se ha ameaca a seus
estoques com o ritmo atual de pesca e consumo.

5.3.4 CAMARAO

A espécie conhecida oficialmente como camarao-sete-barbas no
Brasil é a espécie Xiphopenaeus kroyeri. No entanto, na amostra F61,
assim declarada, a espécie identificada molecularmente foi a espécie
Artemesia longinaris, conhecida popularmente como camarao-barba-
ruga (MPA, 2010; UNIVALI / CTTTMar, 2013). Para A. longinaris,
existem 60 sequéncias depositadas nos bancos de dados BOLD e
GenBank, mas nao ha registros da espécie X. kroyeri no BOLD e
14 sequéncias depositadas no GenBank. O método DNA barcoding
baseia-se no uso do marcador genético COI para identificagao de
organismos baseado em classificagoes pré-existentes, mas, por nao
haver registros de X. kroyeri, seria impossivel identifici-la através
do BOLD (HEBERT; RATNASINGHAM; WAARD, 2003; LEAL et al.,
2015). As espécies A. longinaris e X. kroyeri sao morfologicamente
semelhantes, e diferem-se pelo nimero e forma dos espinhos ros-
trais dorsais e a espécie encontrada neste estudo é previstas como
fauna acompanhante da frota autorizada para a pesca de camarao-
sete-barbas (DIAS-NETO; DIAS, 2015). As espécies X. kroyeri e A.
longinaris possuem periodos de defeso que vao de 15 de novembro a
15 de janeiro e de 01 de abril a 31 de maio (BRASIL, 2008).

No entanto, a pesca do camarao-barba-ruca pode ser exage-
rada, justamente por sua captura ser prevista individualmente mas
também como captura acessoria tanto do camarao X. kroyer: quanto



76

do camarao-rosa. Além disso, a pesca da espécie possui conhecidos
impactos sobre sua fauna acompanhante, que inclui fémeas ovigeras
do siri-azul Callinectes sapidus, novamente evidenciando a necessi-
dade de levantamento de estoques das espécies de siri comercializadas
no Brasil (DIAS-NETO; DIAS, 2015; FAO, 2016).

A amostra F69, fornecida corretamente como camarao-vermelho,
foi identificada como Pleoticus muelleri pelas analises moleculares.
A espécie compartilha o mesmo periodo de defeso do que as espécies
X. kroyeri e A. longinaris e pode ainda ser chamada de camarao-
santana ou camarao-vermelho argentino (BRASIL, 2008; FAO, 2016).
A espécie ocorre no oceano Atlantico ocidental desde o Espirito Santo
(Brasil) até a Provincia de Santa Cruz (Argentina) e ¢ o principal
alvo das pescarias comerciais de camarao na Argentina. No Brasil,
ocorre de forma sazonal durante os meses da primera e verao. Sua
captura é vista como alternativa ou como fauna acompanhante da
frota autorizada para a pesca de camarao-rosa e camarao-sete-barbas
(DIAS-NETO; DIAS, 2015; FAO, 2016).

Por fim, a amostra 132, identificada pelos atendentes como
camarao-branco, foi identificada como Farfantepenaeus brasiliensis.
Camarao-branco é o nome popular utilizado no Brasil para as espécies
de camarao Litopenaeus vannamei e L. schmitti, enquanto a espécie
F. brasiliensis corresponde a camarao-rosa ou camarao-pistola (DIAS-
NETO; DIAS, 2015; LINDNER, 2014; MPA, 2010; UNIVALI / CTTTMar,
2013).

As espécies L. schmitti e F. brasiliensis compartilham periodos
de defeso, sendo de 01 de margo a 31 de maio a nivel nacional, e
de 15 de julho a 15 de novembro no Complexo Lagunar de Santa
Catarina (BRASIL, 2008, 2009). Segundo as Instrugoes Normativas
que regulamentam estes periodos de defeso, em até 7 dias apds o
inicio do periodo, deve-se fornecer uma relagao detalhada do estoque
das espécies e o transporte e comercializacao durante o periodo
devem ser acompanhados de comprovacio da origem do produto. A
coleta da amostra 132 foi realizada durante um destes periodos de
defeso, no més de setembro. Porém, néo foi requisitado que fosse
apresentada a declaracao de origem do produto.

A espécie Farfantepenaeus brasiliensis tem ampla distribuicao,
ocorrendo desde a costa leste dos Estados Unidos até o Sul do Brasil,
registrada para todos os estados costeiros do pafs. Embora se repro-
duza o ano inteiro, sdo conhecidos dois picos de maior intensidade de



7

reprodugao: de abril a junho e de setembro a novembro, enquanto
os maiores picos de recrutamento ocorrem de fevereiro a abril e de
outubro a dezembro, justificando os periodos de defeso (DIAS-NETO;
DIAS, 2015). A pesca industrial ocorre por arrasto de fundo e tem
impacto registrado tanto na espécie F. brasiliensis quanto na F.
paulensis, entre os estado do Rio de Janeiro e Santa Catarina (FAO,
2016; UNIVALI / CTTTMar, 2013).

Até 2014, as espécies de camarao Farfantepenaeus brasilien-
sis, F. paulensis, F. subtilis, Litopenaeus schmtti e Xiphopenaeus
kroyeri e o siri azul C. sapidus encontravam-se na “Lista nacional das
espécies de invertebrados aquéaticos e peixes sobrexplotadas ou ame-
acadas de sobreexplotacao”, que era regulamentada pela Instrugao
Normativa n°5 de 21 de maio de 2004 do MMA (VIANA, 2013). No
entanto, a Instrugao em questao foi revogada em 2014 pela Portaria
n° 445/2014, que transformou a lista na “Lista Nacional das Espécies
da Fauna Brasileira Ameacadas de Extincao - Peixes e Invertebrados
Aquéticos”, atualizando os parametros avaliados para inclusao na
lista. Agora, apenas os animais sob ameaca de extingdo estao prote-
gidos pela legislacao e as espécies acima citadas nao constam mais na
lista. Porém é cada vez mais dificil afirmar a situacao das espécies
nos estoques nacionais pois, com a falta de boletins estatisticos e
levantamentos a nivel estadual e nacional para avaliar os niveis de
estoques e exploracdo pesqueira no pais, nao é possivel afirmar se as
espécies sao ou nao sobreexplotadas atualmente. Mais uma vez, os
esforcos de conservacao de espécies a longo prazo sdo prejudicados,
principalmente se for levado em conta as previsoes feitas do aumento
de consumo e pesca no mundo para os proximos anos (FAO, 2016).
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Figura 10. Em vermelho, distribui¢do conhecida da espécie Ente-
roctopus megalocyathus. Fonte: (ROPER; NIGMATULLIN; JEREB,
2010).
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Figura 11. Em vermelho, distribui¢ao conhecida da espécie Dosidicus
gigas. Fonte: (ROPER; NIGMATULLIN; JEREB, 2010).
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5.4 BANCO DE DADOS

A ideia de desenvolver neste trabalho um prototipo de banco
de dados biologicos para uso interno prevé o armazenamento das
informacoes coletadas ao longo do projeto “Gato por Lebre”, desen-
volvido no LAPOGE, que tem perspectivas de crescimento néo sé no
nimero de amostras analisadas de peixes e invertebrados marinhos,
mas também de outras frentes de pesquisa de fraudes e substituicoes.
As amostras coletadas e identificadas dentro do projeto ndo podem
ser depositadas nos bancos de dados BOLD e GenBank por nao
serem provenientes de amostras voucher, mas armazenando-as em
um banco de dados interno é possivel utilizé-las para informagoes
cruzadas, principalmente nas situagoes encontradas em que nao ha
muitos dados disponiveis para certas espécies, como por exemplo, a
espécie de polvo Enteroctopus megalocyathus.



80



81

6 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Em relagdo ao processamento culinério, a técnica DNA barco-
ding mostrou-se eficiente para a maior parte das anélises feitas e, se
combinada com outro conjunto de marcadores para estudos futuros,
pode-se ampliar ainda mais suas possibilidades de uso.

Por ser o primeiro estudo realizado com invertebrados mari-
nhos no Brasil, ndo é surpreendente que as espécies efetivamente
encontradas (de acordo com as informagoes obtidas através dos
bancos de dados BOLD e GenBank) sejam distintas das espécies
esperadas e registradas anteriormente nos Boletins estatisticos, tanto
nacional quanto estadual. Também pesa neste ponto o fato dos
iltimos boletins divulgados serem datados de 2011 e 2013, equivalen-
tes ainda a periodos de pesca ainda mais antigos (2008-2010). Isso
significa um periodo de 10 anos sem informagoes precisas sobre o
que estd sendo pescado no Brasil.

Em nenhum caso deste estudo é possivel configurar fraude
econdmica ou substitui¢ao pois nao hé legislacao vigente no pais para
designar os nomes vulgares corretos para os nomes cientificos nem
para rotulagem de produtos de invertebrados marinhos. No entanto,
considerando as listas utilizadas pelos boletins estatisticos e pela
nomenclatura utilizada pela FAQO, é possivel fazer algumas afirmacoes
em relagdo a nomenclatura encontrada dos camaroes. Constatou-se
que a consolidagao por nomes vulgares é um problema por si s6, mas
considerando a variedade de nomes populares ao longo dos estados
do Brasil, é ainda mais grave pela dificuldade de identificar-se qual
é a espécie sendo consumida. Assim, os boletins nacionais que néo
consideram esta informacao do estado de origem em conta na hora
de fazer a relagao entre os nomes vulgares e os nomes cientificos, tem
sua importancia diminuida para fins de analise da pesca nacional.
O melhor exemplo disso é o camarao rosa. A espécie da costa
norte, Farfantepenaeus subtilis, é totalmente diferente das espécies
chamadas camaréo rosa na costa sul e no sudeste (F. brasiliensis e
F. paulensis). Além dos seus estoques serem diferentes, sua gestao
também necessita ser diferente (DIAS-NETO; DIAS, 2015). Néao s6
isso, a espécie F. brasiliensis foi fornecida como camarao-branco,
cujo nome comum corresponde & espécies que teriam condigoes de
manejo totalmente diferentes, especialmente por ser o nome utilizado
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para a unica espécie cultivada por aquicultura no pais, o Litopenaeus
vannames.

Para ampliar as possibilidades de identificacao, é necessario
que mais esforgos de identificacao de espécies sejam realizados e que
espécies voucher de espécies como o camarao Xiphopenaeus kroyeri
e o polvo Enteroctopus megalocyathus sejam depositados nos bancos
de dados piblicos para ampliar o poder de resolucao da técnica para
estas espécies.

Por fim, dentro do projeto “Gato por Lebre”, considerando
os periodos variados de defeso e de reproducao das espécies comer-
cializadas no pafs (mesmo as que ndo possuem periodos de defeso
definidos), coletas sazonais nas peixarias e restaurantes poderiam
aumentar as informacoes disponiveis sobre o comércio de frutos do
mar no paifs.
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APENDICE A - Esquema dos processos envolvidos na
parte laboratorial
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A.1 ESQUEMA DOS PRINCIPAIS PROCESSOS ENVOLVIDOS
NA PARTE LABORATORIAL

Teste dos protocolos

QUALIFICAGAO

(Gel de agarose) ETAPA2 (Gel de agarose)
QUANTIFICAGAO - Quantificagéo

(Nanodrop) (Nanodrop)

¥ ¥
A 20ng/|l
AMPLIFICAGAO DOS
FRAGMENTOS DE DNA
VERIFICAGAO DA AMPLIFICAGAO \ ‘e'e“;” el °.'“°’t':’ it
Gel de agarose) bt I
( Fervura e fritura

Qualificagao

9

Processamento culinério
Fervura e fritura

PURIFICACAO dos produtos de PCR
(Exosap-IT)

REAGAO DE SEQUENCIAMENTO
Primers F e R para cruas ETAPAL
Primer F para processadas 01 AMOSTRA DE CADA GRUPO PRINCIPAL

(Big Dye) ETAPA2
‘ TOTAL DE 33 AMOSTRAS CRUAS

ETAPA3
SE°UENCIAMENT° 03 AMOSTRAS DE CADA GRUPO PRINCIPAL
I ETAPA4

ANALISE 03 AMOSTRAS DE CADA GRUPO PRINCIPAL NAS 03
CONDICOES DE TRATAMENTO: CRUA, FRITA E FERVIDA
Edigéo no Chromas

Comparagao com bancos de dados
BOLD e NCBI

Fonte: elaborado pela autora.
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APENDICE B - Tabela completa de coletas






B.1 TABELA COMPLETA DE COLETAS

99

Coédigos das amostras, nomes declarados e local de coleta das amos-
tras que compoe o estudo. PMP = Peixaria do Mercado Publico,

onde a numeragao diferencia as peixarias. PL. = Peixaria de Laguna.
PRT = Peixaria do Rio Tavares.

Cadigo Declarado Peixaria
F61 Camarao 7 Barbas PMPO1
F62 Camarao Cinza PMPO1
F63 Polvo PMPO1
F65 Lula PMPO1
F67 Camarao Cinza PMPO1
F68 Carne de Siri PMPO1
F69 Camarao Vermelho PMPO1
F73 Polvo PMP02
F75 Lula PMPO2
F76 Camarao 7 Barbas PMPO02
F80 Camarao Branco PMPO02
F81 Camarao 7 Barbas PMPO3
F&3 Camarao Cinza PMPO3
F88 Polvo PMPO3
F92 Camarao 7 Barbas PMP04
F93 Camarao Cinza PMPO04
Fo94 Camarao Vermelho PMP04
F103 Camarao Cinza PMPO05
F111 Camarao Branco Colinha PMPO06
F113 Camarao Vermelho Grande PMPO06
F114 Camarao Vermelho Pequeno PMP06
F117 Camarao Cativeiro PMPO06
17 Camarao Branco PMPO7
18 Lula Chilena PMPO8
19 Carne de Siri (Laguna) PMPOS8
110 Camarao Colinha PMPO08
111 Camarao da Armacao PMPO08
112 Lula do Pacifico PMPO05
113 Camarao Cativeiro da Bahia PMPO05
115 Carne de Siri PMP04
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Continuagao da tabela.

Codigo Declarado Peixaria
116 Camarao 7 Barbas PMP0O4
117 Lula do Pacifico PMPO06
118 Camarao da Armacao PMPO06
119 Camarao de Cativeiro PMPO06
120 Camarao de Laguna PMPO0O6
121 Lula Exportada PMPO3
122 Camarao 7 Barbas PMPO3
123 Camarao de Laguna PMPO1
124 Polvo PMPO1
125 Camarao Rosa PMPO1
126 Lula Chilena PMPO1
127 Polvo PMP02
128 Lula internacional PMPO02
129 Camarao 7 Barbas PMP02
130 Lula (de fora) PMP09
131 Camarao de Laguna PMPO09
132 Camarao Branco PMP09
133 Camarao Rosa PMP09
134 Carne de Siri PLO1
135 Carne de Siri PLO1
136 Carne de Siri PLO1
137 Carne de Siri PLO1
138 Carne de Siri PLO1
139 Carne de Siri PLO1
C1 Carne de Siri PRTO01




ANEXO A - Extracao de DNA - Protocolo Acetato de
Potassio
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Protocolo Acetato de Potassio - modificado de Laboratorio de Imunologia
Aplicada & Aquicultura (LIAA)

1.Macerar manualmente em torno de 20mg de tecido com tesoura e
pinga apo6s deixar o etanol evaporar da amostra, incubando o tubo a
temperatura ambiente (TA) por 5min;

2.Acrescentar 200 pl de dgua destilada e dar um spin (20 segs a 14000
RPM). Retirar a agua do tubo e repetir mais 2 lavagens, com um spin
final mais longo. Retirar totalmente a agua;

3.Adicionar 400l de tampao de lise (0,1M Tris-HCI1 pH 8.5; 0,1M NaCl;
0,05M EDTA pH 7,4; SDS 1%; completar volume com agua miliQ) e
em seguida homogeneizar com vortex;

4.Adicionar RNAse (1mg/ml) e incubar a 37°C por 40min;

5.Adicionar 5ul de proteinase K a 20mg/ml e incubar por 4h a 55°C,
dando leves batidas no tubo eventualmente para auxiliar na lise do
tecido. Nao vortexar;

6.Spin down (15000 RPM por 1min) e transferir o sobrenadante para
um novo tubo;

7.Adicionar 200ul de acetato de potassio 3M. Up and down;
8.Incubar em gelo por 30min;
9.Centrigurar a 15000 RPM por 10min a 4°C;
10.Transferir o sobrenadante para um novo tubo;
11.Adicionar 250ul de isopropanol 100%;
12.Incubar as amostras por 3h a —20°C ou overnight;

13.Centrifugar a 15000 RPM por 30min a 4°C e descartar o sobrenadante,
vertendo o tubo e secando com papel toalha;

14.Reidratar o precipitado com 500l de etanol 70%;
15.Inverter os tubos 10x e incubar por 1min a TA;
16.Centrifugar a 15000 RPM por 10min a 4°C;

17.Descartar o sobrenadante retirando-o com o auxilio de pipetas. Incubar
o tubo aberto a TA por 5min para completa evaporagao do etanol;

18.Ressuspender o pellet em 50ul de dgua miliQ) previamente aquecida a
70°C. Caso necessario, acrescentar mais agua.
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ANEXO B - Extragdao de DNA - Protocolo Cloreto de Sédio
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Protocolo Cloreto de Sodio - proposto por Aljanabi e Martinez (1997), com
modificagbes

1.Macerar manualmente em torno de 20mg de tecido com tesoura e
pinga apo6s deixar o etanol evaporar da amostra, incubando o tubo a
temperatura ambiente (TA) por 5min;

2.Acrescentar 200 pl de dgua destilada e dar um spin (20 segs a 14000
RPM). Retirar a agua do tubo e repetir mais 2 lavagens, com um spin
final mais longo. Retirar totalmente a agua;

3.Acrescentar 400ul de tampao de lise (10mM Tris-HCI pH 8.0; 0,4M
NaCl; 2mM EDTA pH 8.0; completar volume com agua miliQ) e
vortexar por 30 segundos;

4.Adicionar 20ul de SDS 20% (para uma concentragao final de 2%) e
7pl de RNAse. Incubar a 37°C por 30min;

5.Adicionar 8ul de proteinase K a 20mg/ml e vortexar por 30 segundos;
6.Incubar a 55°C por 4h, agitando eventualmente o tubo;

7.Adicionar 300ul de NaCl 6M e mexer os tubos por inversdo manual
por 3min;

8.Centrifugar por 30min a 13000 RPM;
9.Transferir 500—600u] de sobrenadante para microtubos de 1,5ml novos;

10.Adicionar igual volume de isopropanol gelado e virar os tubos suave-
mente até visualizar o DNA;

11.Colocar no freezer por 1h ou overnight;

12.Centrifugar por 15min a 13000 RPM;

13.Verter cuidadosamente para nao perder o pellet;

14.Adicionar 200ul de etanol 70% e deixar descansar em TA por 5min;
15.Centrifugar por 15min a 13000 RPM;

16.Verter cuidadosamente o sobrenadante para nao perder o pellet;
17.Adicionar 200l de etanol 100%;

18.Centrifugar por 15min a 13000 RPM;

19.Descartar o sobrenadante e deixar o pellet secar bem;

20.Eluir o pellet em 50ul de dgua miliQ e deixar em TA por 1 hora.
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ANEXO C - Extragao de DNA - Protocolo Fenol-Cloroférmio
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Protocolo Fenol-Cloroférmio - adaptado de Sambrook e Russel (2001)

1.Macerar manualmente em torno de 50mg de tecido com tesoura e
pinga ap6és deixar o etanol evaporar da amostra, incubando o tubo a
temperatura ambiente (TA) por 5min;

2.Acrescentar 200 pl de agua destilada e dar um spin (20 segs a 14000
RPM). Retirar a agua do tubo e repetir mais 2 lavagens, com um spin
final mais longo. Retirar totalmente a 4gua;

3.Adicionar 600ul de tampao de lise (50mM NaCl; 50mM Tris-HCl pH
7.5; 5bmM EDTA pH 8.0; SDS 0,5%; completar volume com agua
miliQ), 5ul de RNAse a 10mg/ml e incubar a 37°C por 30min;

4.Adicionar 5ul de proteinase K (10mg/ml), misturar bem e incubar a
55°C por 4h;

5.Deixar esfriar até TA, adicionar 700l de fenol-cloroférmio-alcool isoa-
mil (25:24:1) e misturar manualmente por 10 min para homogeneizar
a mistura;

6.Centrifugar a 10000 RPM por 10min, em seguida, remover o sobrena-
dante e transferi-lo para um novo tubo;

7.Adicionar 700ul de cloroférmio-alcool isoamil (24:1) e misturar manu-
almente por 10min para homogeneizar a mistura;

8.Centrifugar a 10000 RPM por 10min, em seguida, remover o sobrena-
dante e transferi-lo para um novo tubo;

9.Adicionar 100l de acetato de s6dio (AcNa 3M, pH 4.8), misturar bem
e adicionar 700ul de isopropanol absoluto gelado para precipitar o
DNA, agitando gentilmente até visualizar a nuvem de DNA. Se nao
aparecer nuvem de DNA | congelar overnight a —30°C;

10.Centrifugar a 10000 RPM por 10min; o DNA precipitara no fundo do
tubo na forma de um pellet;

11.Descartar o sobrenadante por inversao do tubo cuidadosamente;

12.Adicionar 200l de etanol 70% e centrifugar a 10000 RPM por 5min e
em seguida descartar cuidadosamente o sobrenadante;

13.Secar o pellet de DNA na estufa a 37°C, até a completa evaporagao
do alcool;

14.Dissolver o pellet de DNA em agua miliQ, agitando o tubo eventual-
mente.



