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RESUMO

No Brasil, os peixes Brachyplatystoma filamentosum - filhote, Brachyplatystoma
rousseauxi — dourada e Brachyplatystoma vaillantii — piramutaba, sdo importantes
recursos pesqueiros, cujos filés vém sendo substituidos por peixes de menor valor
econOmico, caracterizando fraude comercial. Portanto, foi desenvolvido protocolo,
baseado em PCR multiplex do COI mitocondrial, para identificar as espécies pelo
padrdo de bandeamento e avaliar a autenticidade dos produtos processados. Desta
forma, o presente trabalho objetivou validar o protocolo multiplex desenvolvido para
identificacdo e autenticacdo destes peixes processados. Foram coletadas 128
amostras de peixes rotulados como filhote (N = 6, 4 postas e 2 filés), dourada (N = 62,
21 postas e 41 filés) e piramutaba (N = 60, 5 postas e 55 filés). O DNA foi extraido e o
protocolo multiplex utilizado, resultando em 85,94% dos produtos contendo a banda
controle (~650 pb) e o fragmento espécie-especifico de ~254 pb para a dourada, ~405
pb para a piramutaba e -466 pb para o filhote. Por outro lado, 14,06% (N = 18) das
amostras ndo correspondiam a espécie descrita no rotulo, e a substituicdo foi
observada apenas na dourada a qual foi trocada por piramutaba (N = 15) e Sciades
proops (N = 3). A dourada possui maior valor agregado que a piramutaba e S. proops,
portanto, sugerimos que as substituicdes sao fraudulentas, visando o lucro das
empresas em detrimento do consumidor. Diante destes resultados, conclui-se que a
PCR multiplex € um protocolo eficiente, rapido, sensivel e econédmico, que pode ser

utilizada para a autenticacdo de produtos processados.

Palavras-chave: Protocolo forense, Autenticacdo Molecular, Pescado processado.
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APRESENTACAO

Este Trabalho de Conclusdo de Curso é constituido por um relatorio
técnico-cientifico final de participacdo em projeto de pesquisa de Iniciacdo
Cientifica (PIBIC) na condicéo de bolsista, entre o periodo de setembro de 2021
a outubro de 2022. Este ¢ intitulado “Validagao de protocolo, baseado em PCR
multiplex, para identificacdo de filés de bagres do género Brachyplatystoma” e foi
desenvolvido sob a orientacdo da Profa. Dra. Simoni Santos da Silva.
Adicionalmente, este projeto de pesquisa foi aceito e apresentado durante o “V
Seminario de Ensino, Pesquisa e Extensédo” (SIEPE) do Campus de Braganca,
realizado no periodo de 7 a 11 de novembro de 2022, quando recebi o prémio
Horécio Schneider, concedido pelo Instituto de Estudos Costeiros ao melhor
trabalho na categoria pesquisa. O trabalho também foi apresentado durante o
“AXXIII Seminario de Iniciagao Cientifica da UFPA”, realizado no mesmo periodo
de modo semipresencial.

Os resultados apresentados neste trabalho fazem parte do projeto
“Avaliagdo da autenticidade de pescado processado comercializado no estado
do Para e desenvolvimento de tecnologias baseadas em DNA para certificacéo
dos produtos pesqueiros processados”, cujo objetivo geral é desenvolver
metodologias baseadas em DNA para autenticar o pescado processado

comercializado no Estado do Para.
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Nome do Orientador: Simoni Santos da Silva

Faculdade: Engenharia de Pesca

Instituto ou Nucleo: Instituto de Estudos Costeiros- Campus Braganca

Titulo do Projeto de Pesquisa: AVALIACAO DA AUTENTICIDADE DE
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Resumo do Projeto de Pesquisa:

O Brasil exerce papel de destaque no comércio de pescado
mundialmente, especialmente do pescado in natura e, em menor grau, na forma
processada tais como filés, postas, enlatados, defumados entre outros. Apesar
de maior aceitacdo e valor agregado, no comércio de pescado processado
caracteres Uteis para identificacdo das espécies sdo removidos, podendo gerar
problemas de substituicdo acidental ou intencional destes recursos, casos que
vém sendo detectados globalmente. Ha também problemas relativos a
similaridade morfolégica de espécies congéneres e ambiguidades na
nomenclatura vernacular o que pode levar a erros de identificagéo e substituicao
de espécies ao longo da cadeia produtiva. Considerando que varios fatores
podem resultar em substituicdo de espécies em diferentes etapas da cadeia
produtiva na inddstria pesqueira, e que as substituicdes, culminam com erros na

rotulagem podendo gerar perdas econdmicas, ecologicas e afetar a seguranca



alimentar, este projeto visa utilizar sequéncias de DNA barcode para avaliar a
autenticidade de pescado processado comercializado no Para e verificar a
ocorréncia de casos de substituicdo destes produtos no estado. Adicionalmente,
0 projeto objetiva desenvolver protocolos baseados em PCR multiplex e/ou PCR-
RFLP como tecnologias rapidas e de baixo custo para autenticacdo do pescado.
Tais métodos poderao ser utilizados para a certificacdo molecular do pescado
processado e a geracao de um selo de certificacdo que agregara valor ao produto

processado comercializado no estado.

Palavras-Chave: Identificacdo de espécies, Autenticacdo molecular, DNA

barcode, pescado processado, substituicdo, Certificacdo molecular.

Titulo do Plano de Trabalho: Validacdo de protocolo, baseado em PCR
multiplex, para identificacdo de filés de bagres do género Brachyplatystoma.
AREA: Ciéncias Bioldgicas

PALAVRAS-CHAVE: Autenticagdo molecular, protocolo forense, pescado
processado, PCR multiplex.

Objetivo geral:

Validar um protocolo PCR multiplex desenvolvido para identificacdo de
files de bagres do género Brachyplatystoma (B. filamentosum - filhote, B.
rousseauxi — dourada e B. vaillantii - piramutaba) que sdo comercializados

processados no Para.

Objetivos Especificos:
e Amostrar filés das trés espécies de bagres comercializadas em
supermercados;
e Avaliar a eficiéncia do protocolo multiplex para identificacdo de espécies
de Brachyplatystoma comercializados como filés;
e Avaliar se as espécies descritas no rétulo sdo aquelas presentes na
embalagem;

e Formacao de pessoal qualificado na area de estudo.



Justificativa

Até a ultima estatistica pesqueira oficial do Brasil os peixes do género
Brachyplatystoma, especialmente, B. filamentosum - filhote, B. rousseauxi —
dourada e B. vaillantii — piramutaba, estavam entre as principais espécies de
bagres de agua doce comercializadas, no Brasil e no estado do Para (IBAMA,
2007; MPA, 2012, 2014). A producao nacional destes bagres foi de 280.099,70
toneladas (t.), 178.716,00 t. e 39.090,50 t. de piramutaba, dourada e filhote,
respectivamente, entre os anos de 2000 e 2011 (IBAMA, 2001 a 2007; MPA
2012, 2014).

Estes bagres sdo comercializados in natura, nos mercados de peixe ou
feiras livres, ou como postas e filés, nas grandes redes de supermercados no
estado do Para. Estes peixes sédo altamente valorizados quando comercializados
processados, sendo o filhote vendido sob preco médio de R$ 56,50/Kg, seguido
da dourada que custa R$ 29,49/kg e a piramutaba vendida por R$ 21,05/kg
(Carvalho, 2018).

Sabe-se que 0 processamento agrega valor, aumenta o tempo de
prateleira e torna o produto atrativo ao consumidor. No entanto, estes produtos
também sdo altamente suscetiveis a substituicdes, pois ndo ha caracteristicas
morfologicas que permitam a facil distingdo das espécies (But et al., 2019; Hu et
al., 2018). Meta-analises estimam que a taxa global de substituicdo em produtos
pesqueiros varia entre 8 e 30% (Luque; Donlan, 2019; Pardo et al., 2016).
Especificamente para espécies de Brachyplatystoma, comercializadas
processadas no Para, foram registrados 17% de substituicdo global, com maior
porcentagem de substituicdo para filhote (29%), seguidos pela dourada (26%) e
piramutaba (9%) (Carvalho, 2018; Carvalho et al., 2020). Considerando que as
substituicbes podem resultar em perdas ecoldgicas, econdmicas, em danos a
saude do consumidor entre outros aspectos negativos (Christiansen et al., 2018;
Carvalho et al., 2020; Helgoe et al., 2020; Barbosa et al., 2021), faz-se necessario
gue sejam avaliadas a autenticidade dos produtos comercializados. Para tal,
varios métodos baseados em DNA podem ser utilizados, dentre eles
sequenciamento, PCR em tempo real e PCR multiplex (B6hme et al., 2019).

Dentre os métodos de autenticacdo, a PCR multiplex € uma alternativa
rapida, sensivel e eficiente, pois é capaz de identificar espécies proximas, pelo

padrdo de bandeamento, quando se utiliza coquetéis de primers especificos que



se ligam apenas no DNA da espécie alvo (Béhme et al., 2019). Adicionalmente,
esta € uma metodologia de baixo custo, pois a autenticacdo de espécies é feita
através de eletroforese em gel de agarose, dispensando a necessidade de
métodos mais caros, como 0 sequenciamento, para a identificacdo das espécies
(Barbosa et al., 2020).

Portanto, considerando a relevancia econbmica das espécies de
Brachyplatystoma e o registro de substituicbes nos produtos processados
comercializados no Par4, foi desenvolvido um protocolo multiplex, baseados na
regido COl do DNA mitocondrial. Este protocolo foi testado em espécies
identificadas morfologicamente, e se mostrou sensivel e eficiente para a
identificacdo inequivoca de filhote, dourada e piramutaba. Portanto, neste
trabalho, pretende-se validar o protocolo multiplex de COI com peixes destas

espécies comercializados filetados em supermercados paraenses.

Material e Métodos:

Serdo realizadas coletas de diferentes lotes de peixes processados,
rotulados como piramutaba, dourada e filhote, em grandes redes de
supermercados em Belém, Castanhal, Capanema ou Braganca.

Todas as amostras terdo o DNA extraido com o kit Wizard Genomics DNA
Purification (Promega), seguida da avaliacdo da concentracdo e pureza do DNA
no Nanodrop 2000 (Thermo Scientific).

As reacdes de PCR multiplex serdo realizadas para um volume final de 15
ML, onde os iniciadores diretos (para dourada, Bro385F: %
GGGGCCATTAACTTTATC 3’; piramutaba, Bva 234F: 5
CCTACTCCTACTCGCCTCAG 3 e filhote, Bfi173F: 5’
CACCAGATATAGCATTCCCT 3’) serdo combinados com o iniciador reverso
universal FishR1 (Ward et al., 2005), utilizando-se 2 yL de dNTPs (1,25 mM), 1,6
ML de solugéo tampéo (10x) contendo MgCI2 (25 mM), 0,35 pL de MgCl2 (25
mM), 0,6 uL de BSA (5mg/ml), 1 yL de DNA total (100 ng/uL), 0,2 uL de
JumpStart Taq DNA polimerase (2,5 U/uL) (Sigma-aldrich) e agua purificada para
completar o volume final. Os volumes de primers utilizados na concentracéo de
10 pmol/pL sera de 0,2 yL de Bro385, 0,1 uL de Bva234 e Bfi173, 0,15 ul de
FishR1, para amplificacdo de fragmentos de 254, 405 e 466 pb em dourada,

piramutaba e filhote, respectivamente. Também serdo incluidos 0,05 pl (10



pmol/pl) dos primers 16SL1987 e 16SH2609 (Palumbi et al., 1991), para
amplificar um fragmento de aproximadamente 650 pb do gene codificador do
DNA ribossomal 16S, o qual servira de controle na reacéo de PCR.

O programa de amplifica¢é@o consistira em desnaturacgéo inicial a 94 °C por
4 minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturacéo a 94 °C por 30 segundos,
hibridizacdo a 60,5 °C por 30 segundos, extensdo a 72 °C por 1 minuto e
extensao final a 72 °C por 7 minutos.

O padrdo de bandeamento sera avaliado através de eletroforese em gel
de agarose a 2%, onde 3uL de PCR sera misturado a 3uL de blue juice contendo
GelRed e, entdo submetidas a eletroforese por 60 minutos a 110V. Ao final, os
resultados serdo fotodocumentados para andlise visual do padrdao do

bandeamento.
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RESUMO

No Brasil, os peixes Brachyplatystoma filamentosum - filhote, Brachyplatystoma
rousseauxi — dourada e Brachyplatystoma vaillantii — piramutaba, sdo importantes
recursos pesqueiros, cujos filés vém sendo substituidos por peixes de menor valor
econdmico, caracterizando fraude comercial. Portanto, foi desenvolvido protocolo,
baseado em PCR multiplex do COI mitocondrial, para identificar as espécies pelo
padrao de bandeamento e avaliar a autenticidade dos produtos processados.
Desta forma, o presente trabalho objetivou validar o protocolo multiplex
desenvolvido para identificacdo e autenticacdo destes peixes processados. Foram
coletadas 128 amostras de peixes rotulados como filhote (N = 6, 4 postas e 2 filés),
dourada (N =62, 21 postas e 41 filés) e piramutaba (N = 60, 5 postas e 55 filés). O
DNA foi extraido e o protocolo multiplex utilizado, resultando em 85,94% dos
produtos contendo a banda controle (~650 pb) e o fragmento espécie-especifico
de ~254 pb para a dourada, ~405 pb para a piramutaba e ~466 pb para o filhote.
Por outro lado, 14,06% (N = 18) das amostras ndo correspondiam a espécie
descrita no rotulo, e a substituicdo foi observada apenas na dourada a qual foi
trocada por piramutaba (N = 15) e Sciades proops (N = 3). A dourada possui maior
valor agregado que a piramutaba e S. proops, portanto, sugerimos que as
substituicbes sao fraudulentas, visando o lucro das empresas em detrimento do
consumidor. Diante destes resultados, conclui-se que a PCR multiplex € um
protocolo eficiente, rapido, sensivel e econémico, que pode ser utilizada para a

autenticacao de produtos processados.

Palavras-chave: Protocolo forense, Autenticacdo Molecular, Pescado

processado.
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1. INTRODUCAO

Os peixes do género Brachyplatystoma, especialmente, B. flamentosum -
filhote, B. rousseauxi — dourada e B. vaillantii — piramutaba (Figura 1), sdo bagres
de agua doce, membros da familia Pimelodidae, distribuidos na regido
Neotropical nas bacias do Amazonas e Orinoco (Lundberg; Littmann, 2003;
Nelson et al., 2016). Estas espécies sdo importantes recursos pesqueiros
comercializados no Brasil, e o Para € um dos principais produtores destes
pescados (IBAMA, 2007; MPA, 2012, 2014). Entre os anos de 2000 e 2011 a
producdo nacional destes bagres foi de 280.099,70 toneladas (t.), 178.716,00 t.
e 39.090,50 t. de piramutaba, dourada e filhote, respectivamente (IBAMA, 2001
a 2007; MPA 2012, 2014).

Figura 1. Espécime de B. vaillantii - piramutaba (a), B. rousseauxii - dourada (b) e B.
filamentosum — filhote (c).

Fonte: Carvalho (2018); Pérez; Henry (2017).

Estes bagres, assim como a maioria do pescado vendido no Brasil, séo
comercializados majoritariamente in natura, nos mercados de peixe ou feiras
livres, e em menor escala, em forma de congelados como postas e filés, nas
grandes redes de supermercados no estado do Para. Estes ultimos sao

altamente valorizados quando comercializados processados, com o filhote
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vendido sob preco médio de R$ 88,90/Kg, seguido da dourada que custa R$
41,78/kg e a piramutaba vendida por R$ 34,04/kg.

Até recentemente, 0s peixes in natura eram 0s mais comercializados no
mundo, no entanto os produtos processados (filés, enlatados, curados entre
outros) vém ganhando mercado pois sdo de facil preparo, apresentam maior
durabilidade, qualidade sensorial e microbioldgica (FAO, 2018; FAO, 2020). Por
outro lado, o processamento acaba eliminando caracteristicas morfologicas
consideradas necessarias para identificacdo de espécies podendo ocasionar
substituicdes e erros de etiquetagem, seja acidental ou intencionalmente (Hu et
al., 2018; But et al., 2019), causando grandes perdas econdmicas e ecoldgicas,
além de comprometer a qualidade e a seguranca alimentar do consumidor
(Christiansen et al., 2018; Carvalho et al., 2020; Helgoe et al., 2020; Barbosa et
al., 2021).

Meta-andlises estimam que a taxa global de substituicio em produtos
pesqueiros varia entre 8 e 30% (Pardo et al., 2016; Luque; Donlan, 2019).
Especificamente para os peixes do género Brachyplatystoma, comercializados
processados no Para, foram registrados 18% de substituicdo global, com maior
porcentagem de substituicdo para filhote (29%), seguidos pela dourada (26%) e
piramutaba (9%) (Carvalho, 2018; Carvalho et al., 2020).

Considerando que a identificacdo de fraudes em produtos processados
requer metodologias sensiveis e acuradas, os métodos baseados em DNA vém
sendo bastante utilizados para autenticacdo de pescado, pois esta molécula
contém regides que permitem a identificacao inequivoca das espécies (Hebert et
al., 2003b) e mantém-se estavel mesmo em produtos altamente processados
(Béhme et al., 2019). Dentre os métodos de autenticacdo, a PCR multiplex € uma
alternativa rapida, sensivel e eficiente, pois € capaz de identificar espécies
proximas, pelo padrdo de bandeamento, quando se utiliza coquetéis de primers
especificos que se ligam apenas no DNA da espécie alvo (Bohme et al., 2019).
Adicionalmente, esta € uma metodologia econdmica, pois a autenticacdo de
espécies é feita através de eletroforese em gel de agarose, dispensando a
necessidade de métodos mais caros, como O Sequenciamento, para a

identificacdo (Barbosa et al., 2020).
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Portanto, considerando a relevancia econ6mica das espécies de
Brachyplatystoma e o0 registro de substituicbes nos produtos processados
comercializados no Para, foi desenvolvido um protocolo multiplex, baseados na
regido COI do DNA mitocondrial (Brito, 2021). Este protocolo foi testado em
espécies identificadas morfologicamente, e se mostrou sensivel e eficiente para
a identificacdo inequivoca de filhote, dourada e piramutaba. Portanto, neste
trabalho, pretende-se validar o protocolo multiplex de COI com peixes destas

espécies comercializados filetados em supermercados paraenses.

2. JUSTIFICATIVA

O consumo de pescado tem aumentado significativamente nos dltimos
anos (FAO, 2018; FAO, 2020; FAO, 2022), com a pesca e aquicultura tendo
contribuido, sobremaneira, para a seguranca alimentar e nutricdo global (FAO,
2022). Além dos produtos in natura, ha a oferta de pescado processado, o qual
apresenta maior praticidade e qualidade e vém ganhando a preferéncia do
consumidor. No entanto, o processamento pode favorecer substituices e erros de
rotulagem, pois caracteres diagndsticos que facilitam a identificacdo morfolégica
de espécies sao removidos (But et al., 2019; Helgoe et al., 2020).

Mundialmente, métodos baseados em DNA vém sendo utilizados para
autenticacdo de pescado e demonstram que as substituicbes sdo comuns e,
geralmente, envolvem fraude comercial onde espécies mais baratas sao
comercializadas no lugar daquelas mais valorizadas (Pardo et al., 2016; Luque;
Donlan, 2019; Helgoe et al., 2020; Barbosa et al., 2021; Vale et al., 2022). Este
cenario também foi identificado para os bagres do género Brachyplatystoma (B.
filamentosum, B. vaillantii e B. roussauxii), através de avaliacdo de autenticidade
dos produtos utilizando-se sequéncias de DNA barcode da COI mitocondrial
(Carvalho, 2018; Carvalho et al., 2020).

No entanto, apesar da eficiéncia do sequenciamento, esta metodologia
ainda tem custos elevados por isso foi desenvolvido um protocolo de
autenticacdo baseado em PCR que também é eficiente para a identificagdo dos
produtos, porém, mais rapida e menos dispendiosa quando comparado com o
sequenciamento de DNA (Brito, 2021). Portanto, este trabalho visa validar o

protocolo de PCR multiplex desenvolvido para autenticar bagres do género



14

Brachyplatystoma, comercializados em grandes redes de supermercados do

Para.

3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

Validar um protocolo PCR multiplex desenvolvido para identificagdo de
files de bagres do género Brachyplatystoma (B. filamentosum - filhote, B.
rousseauxi — dourada e B. valillantii - piramutaba) que sdo comercializados

processados no Para.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
 Amostrar filés das trés espécies de bagres comercializadas em
supermercados;
» Avaliar a eficiéncia do protocolo multiplex para identificacdo de espécies de
Brachyplatystoma comercializados como filés;
» Avaliar se as espécies descritas no rotulo sdo aquelas presentes na
embalagem;

» Formacdao de pessoal qualificado na area de estudo.

4. MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 128 amostras de filés e/ou postas de peixes congelados
comercializados como filhote (B. flamentosum, N = 6, sendo 4 postas e 2 filés),
dourada (B. rousseauxii, N = 62, sendo 21 postas e 41 filés) e piramutaba (B.
vaillantii, N = 60, sendo 5 postas e 55 filés), as quais foram coletadas
bimestralmente (visando evitar a compra de lotes repetidos), entre outubro de 2021
e maio de 2022 em oito grandes redes de supermercados nas cidades de
Braganca, Ananindeua e Belém, no estado do Para.

Um pedaco da por¢cdo mais interna do muasculo destes peixes foi
conservado em etanol absoluto e mantido em freezer no Laboratério de
Microbiologia do Pescado (LAMIP), do Instituto e Estudos Costeiros (IECOS), da
Universidade Federal do Para (UFPA).
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Foi extraido DNA total de todos os peixes, utilizando-se o kit Wizard
Genomics DNA Purification (Promega). Em seguida, a concentracdo e pureza
dos DNAs foram avaliados no espectrofotbmetro Nanodrop 2000 (Thermo
Scientific).

Posteriormente, foram realizadas as reacdes de PCR multiplex de todas
as amostras, utilizando-se os primers diretos (10 pmol/uL) para dourada
(Bro385F: 5 GGGGCCATTAACTTTATC 3’ (0,2 pL)); piramutaba (Bva 234F: 5’
CCTACTCCTACTCGCCTCAG 3 (0,1 pL)) e filhote (Bfi173F: &
CACCAGATATAGCATTCCCT 3’ (0,1 pyL)) combinados com o iniciador reverso
universal FishR1 (10 pmol/ul; 0,15 L) (Ward et al., 2005). As reacdes foram
realizadas, utilizando-se 2 yL de dNTPs (1,25 mM), 1,6 yL de solugdo tampao
(10x) contendo MgCl2 (25 mM), 0,35 yL de MgCl2 (25 mM), 0,6 pL de BSA
(5mg/ml), 1 uL de DNA (10 ng/pL), 0,2 uL de JumpStart Taq DNA polimerase (2,5
U/uL) (Sigma-Aldrich) e agua purificada para completar o volume final. Também
foram incluidos 0,05 ul (10 pmol/ul) dos primers 16SL1987 e 16SH2609 (Palumbi
et al., 1991), para amplificar um fragmento de aproximadamente 650 pb do gene
codificador do DNA ribossomal 16S, o qual serviu de controle na reagéao de PCR.

O programa de amplificacdo consistiu em desnaturacéo inicial a 94 °C por
4 minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 30 segundos,
hibridizacdo a 60,5 °C por 30 segundos, extensdo a 72 °C por 1 minuto e
extensao final a 72 °C por 7 minutos.

O padrao de bandeamento foi avaliado através de eletroforese em gel de
agarose a 2%, onde 3uL de PCR foi misturado a 3pL de blue juice contendo
GelRed e, entdo, submetidos a eletroforese por 60 minutos a 110V. Em todas as
eletroforeses foi incluido PCRs de amostras controle de cada espécie, as quais
foram previamente identificadas por morfologia e sequenciamento. Ao final, os
resultados foram fotodocumentados para andlise visual do padrdo do
bandeamento e identificacdo da espécie comercializada.

Adicionalmente, 3 amostras tiveram o fragmento barcode da COI
amplificado através da PCR utilizando-se os iniciadores, concentracdes de
reagentes e condi¢coes de amplificagdo descrito em Carvalho et al. (2020), pois
estas foram, anteriormente, submetidas a PCR multiplex e apenas o fragmento

do gene codificador do DNA ribossomal 16S foi amplificado. As reagdes positivas
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foram purificadas e submetidas ao sequenciamento pelo método
didesoxiterminal (Sanger et al.,, 1977) utilizando-se reagentes do Kit BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems), seguindo protocolo do
fabricante. As eletroforeses foram realizadas no ABI 3500 XL (Thermo Fisher).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

As reacOes de PCR geraram os padrdes de bandeamento caracteristicos
para as espécies de piramutaba (~405 pb), filhote (~466 pb) e dourada (~254 pb),
0 que foi evidenciado pela comparagdo com as amostras controle (Figura 2 e 3).
Todas as reacfes apresentaram a banda controle do rDNA 16S (~650 pb),
demonstrando a presenca de DNA e auséncia de contaminantes nas reacdes de
PCR (Figuras 2 e 3). Os resultados corroboram a eficiéncia do protocolo multiplex,
desenvolvido por Brito (2021), para identificacéo de peixes congelados do género
Brachyplatystoma, validando o método para a autenticacdo dos produtos
processados. Portanto, o protocolo multiplex pode ser considerado uma
metodologia acurada, rpida e de menor custo para autenticacdo de bagres
Brachyplatystoma, quando comparado ao sequenciamento e outros métodos

baseados em DNA.

Figura 2. Padrdo de bandeamento obtido a partir da PCR multiplex para 18 amostras de peixes
congelados. 1 a5 - B. filamentosum (~466 pb), 6 a 10 - B. rousseauxii (~254 pb) e para 11 a 15
- B. vaillantii (~405pb). Nos pogos 16 a 18 estdo as amostras substituintes que amplificaram
apenas a banda controle. O fragmento de ~650 pb em todas as amostras corresponde a banda
controle do rDNA 16S.

Os resultados mostraram que 85,93% (N = 110) das 128 amostras
submetidas a PCR Multiplex estavam rotuladas corretamente, enquanto 14,06%
(N = 18) foram substituidas, pois apresentaram divergéncia entre o padrdo de
bandeamento em comparacdo com a espécie descrita no rétulo. A taxa de

substituicdo observada no presente trabalho foi menor que os 18% observados
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por Carvalho (2018) quando avaliou filés de filhote, dourada e piramutaba
comercializadas em supermercados do nordeste paraense.

Por outro lado, a substituicdo do presente estudo foi similar aos 16%
observados por Gomes et al. (2019) quando avaliou filés de gurijuba (Sciades
parkeri) comercializados ha mesma regido. Quando comparado com pescadas da
familia Sciaenidae, também comercializadas no nordeste paraense, a taxa de
substituicdo observada no presente trabalho € menor que aquela encontrada para
Cynoscion acoupa (45,4%; Barbosa et al., 2020) e Plagioscion squamosissimus
(entre 73,43 e 86,11%; Brito et al., 2015; Barbosa et al., 2021; Vale et al., 2022),

mas maior que a registrada para Macrodon ancylodon (5,26%; Vale et al., 2022).

Figura 3. Padrdo de bandeamento obtido a partir da PCR multiplex para amostras comercializadas
congeladas. Pocos de 1 a 3 correspondem aos padrbes de bandeamento controle para filhote,
dourada e piramutaba, respectivamente. Nos pocos de 4 a 18 sdo substituicbes. Estas foram
comercializadas sob a designacédo de dourada e apés a eletroforese em gel observou-se que o
padrdo de banda caracteristico de piramutaba. O fragmento de ~650 pb em todas as amostras
corresponde a banda controle do rDNA 16S.

Neste estudo as substituicbes foram registradas apenas nos produtos
rotulados como “dourada”, o que difere dos resultados de Carvalho (2018) e
Carvalho et al. (2020) que encontraram troca de espécies no filhote (29%),
dourada (26%) e piramutaba (9%). Das 18 amostras substituidas, 15 foram
identificadas como “piramutaba” e trés, s6 apresentaram a banda controle, nao
sendo possivel a identificacdo a nivel especifico. No entanto, estas tiveram a
regido barcode da COI sequenciadas e foram comparadas com banco referéncia
do BOLD (https://v4.boldsystems.org/index.php/IDS_IdentificationRequest) e
apresentaram entre 99,8% e 100% de similaridade com sequéncia privada de
Sciades proops, um bagre marinho da familia Ariidae. Quando avaliados o valor

de mercado das substituintes em relacdo a dourada, € possivel inferir que todas
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as substituintes foram espécies de menor valor de mercado, quando comparadas
com a dourada, o que configura fraude comercial onde o principal objetivo das
trocas é o lucro do produtor em detrimento do consumidor.

Fraude comercial € uma das causas mais comuns de substituicbes na
industria do pescado observadas no mundo, e no Brasil esta é a principal
motivacdo das substituicbes em bagres do género Brachyplatystoma (Carvalho,
2018; Carvalho et al., 2020), pargos do género Lutjanus (Veneza et al., 2018) e
pescadas dos géneros Cynoscion (Barbosa et al., 2020) e Plagioscion (Brito et al.,
2015; Barbosa et al., 2021; Vale et al., 2022).

Outros aspectos a serem considerados sé&o que as substituicdes podem
afetar a saude humana, quando as espécies substituintes contém alérgenos ou
toxinas, bem como, podem também mascarar a taxa de exploracdo dos recursos
pesqueiros, promovendo dano a biodiversidade. Este Ultimo ocorre porque a taxa
de exploracéo dos estoques da espécie alvo deve estar superestimada, enquanto
a da substituinte é subnotificada, o que dificultara uma avaliagcdo acurada dos
estoques de cada taxon, dificultando o ordenamento das espécies. Dessa forma,
0 uso de métodos sensiveis e acurados, como a PCR multiplex, sdo importantes
para a fiscalizacdo do comércio destes produtos processados e podem auxiliar as

autoridades na tomada de decisbes para mitigar os impactos das substituicdes.

5. PERSPECTIVAS

Sou aluna em formacéao do curso de Ciéncias Bioldgicas, do IECOS, UFPA
Braganca. Pretendo continuar desenvolvendo atividades de pesquisa como
discente de Iniciacdo Cientifica e almejo aprimorar os trabalhos desenvolvidos para
a elaboracao do trabalho de concluséo de curso (TCC). Adicionalmente, é do meu
interesse, em conformidade com o grupo de trabalho ao qual integro, realizar
submisséo dos trabalhos para apresentacdo em congressos da area, bem como

publica-los na forma de artigo em revista cientifica.

6. DIFICULDADES

A demora na chegada de reagentes foi um dos problemas enfrentados.

Também houve interrupcdo de atividades laboratoriais devido ao cenério de
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aumento de casos de Covid-19 no municipio de Braganca e 0 meu acometimento

de Covid-19 que atrasou o desenvolvimento das atividades.

7. CONCLUSAO

A PCR Multiplex demostrou ser uma técnica eficiente, rapida e econémica,
sendo considera uma ferramenta acurada para autenticacdo de produtos
processados de bagres Brachyplatystoma. Também €& notério que as
substituicOes observadas tém motivagdo econdmica, podendo ser caracterizadas
como fraude comercial. E importante o desenvolvimento de politicas de
monitoramento e fiscalizacdo do comércio dos produtos pesqueiros para mitigar

0s impactos das substituicbes de pescado.
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Certificado

A Pré-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduacao, da Universidade Federal do Par4, certifica que
o (a) bolsista ANA CLAUDIA CARVALHO DA SILVA apresentou o trabalho intitulado "Validacéo de
protocolo, baseado em PCR multiplex, para identificacdo de filés de bagres do género

Brachyplatystoma”, durante o XXXIII Seminario de Iniciacdo Cientifica da UFPA, realizado no
periodo de 7 a 11 de Novembro de 2022.
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