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RESUMO

A amplificacdo isotérmica mediada por loop (LAMP) é uma técnica molecular e tem sido
amplamente utilizada em diversos campos bioldgicos, devido a facilidade com que pode ser
aplicada na identificacdo de espécies. O desenho de primers core e loop para a utilizacdo da
técnica de amplificacdo é mais complexo do que primers para PCR (Polymerase chain
reaction), pois sdao quatro primers core e dois loop especificos que reconhecem seis
sequéncias distintas do DNA alvo para a amplificacdo, em contraste com apenas dois da PCR
normal. Entretanto, essa técnica possibilita a identificacdo de espécies de forma rapida,
precisa e de baixo custo quando comparada a PCR. Na aquicultura, a identificacdo de
espécies parentais e seus respectivos hibridos através da LAMP permite o diagndstico e
analises objetivas que podem ser utilizadas no manejo correto dentro das pisciculturas, na
identificacdo das espécies no inicio do cultivo, além de permitir o aumento do conhecimento
acerca das espécies cultivadas que podem gerar impactos no meio ambiente, afetando as
populacBes selvagens. O objetivo do trabalho foi aplicar e padronizar a técnica LAMP para a
identificacdo de espécies puras de Colossoma macropomum, Piaractus mesopotamicus e seu
hibrido (“tambacu”) e com isso possibilitar analises mais rapidas, precisas, eficientes e de
baixo custo e com visualizagdo rapida, simples e objetiva. No presente trabalho foi possivel
elaborar pela primeira vez um protocolo de LAMP para diagndstico das espécies P.
mesopotamicus e C. macropomum, assim como para o tambacu, utilizando o gene RAG2.
Com os resultados dos produtos de amplificacao, foi possivel a validacdo da técnica LAMP
para a identificacdo das espécies dos peixes em questdo, diagnosticando e diferenciando

individuos puros e hibridos.

Palavras-chave: analise genética; peixes redondos, conservag¢ao, LAMP.



ABSTRACT

Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) is a molecular technique that has been
widely used in several biological fields, due to the ease of application in species
identification. The design of core and loop primers for using the amplification technique is
more complex than PCR primers, as there are four core primers and two loop specific that
recognize six distinct sequences of the target DNA for amplification, in contrast with only
two of the normal PCR. However, this technique makes it possible to identify species quickly,
accurately and at lower cost when compared to PCR. In aquaculture, the identification of
parental species and their respective hybrids through LAMP allows the diagnosis and
objective analysis that can be used to adequately manage fish farms, in the identification of
species at the beginning of the cultivation, and allows increased knowledge regarding
impacts environment impacts caused by cultivated species, affecting wild populations. The
objective of this work was to apply and standardize the LAMP technique for the
identification of pure species of Colossoma macropomum, Piaractus mesopotamicus and its
hybrid (“tambacu”), thus enabling faster, more accurate, efficient and low-cost analysis, with
quick visualization, in a simple and objective manner. It was possible to develop for the first
time a LAMP protocol for the diagnosis of P. mesopotamicus and C. macropomum species, as
well as for tambacu, using the RAG2 gene. It was also possible to validate the LAMP
technique to identify the species of the fish in question, diagnosing and differentiating pure

and hybrid individuals.

Keywords: genetic analysis; round fishes, conservation, LAMP.
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1 INTRODUCAO

Na piscicultura de agua doce no Brasil, a producdo de juvenis (peixes jovens) voltados
para o comércio, apenas se estabeleceu em torno de 1990, o que gerou grandes mudancas
na demanda para consumo. A procura por espécies com caracteristicas mais favoraveis
aumentou, o que levou a busca pela melhoria na piscicultura no pais, incluindo a utilizacao
de programas de melhoramento genético (HASHIMOTO et al., 2011a). Dessa forma, a
utilizacdo de métodos para melhoramento genético, a partir da década de 1980, contribuiu
para os cultivos de peixes, onde a maioria das linhagens de peixes geneticamente
melhoradas dentro da industria foram desenvolvidas por meio de métodos cldssicos de
manipulacdo genética, incluindo a hibridacdo, selecdo e endogamia, sendo a hibridacdo um
dos métodos mais usados no mundo e no Brasil (HASHIMOTO et al., 2011a, 2012; SATO,
2015).

A piscicultura brasileira vem se destacando cada vez mais, com crescimento de
5,93% em 2020 e com cerca de 802.930 toneladas produzidas (MACIEL et al., 2021).
Segundo Maciel et al. (2021) entre 2013 e 2016, as espécies de peixes mais cultivadas no
Brasil incluem o Colossoma macropomum (Cuvier, 1816), com cerca de 74%, o tambacu
(hibridos entre C. macropomum e P. mesopotamicus) e tambatinga (hibridos entre C.
macropomum e Piaractus brachypomus), aproximadamente 3 % e Piaractus mesopotamicus
(Holmberg, 1887) e patinga (hibridos entre P. mesopotamicus e P. brachypomus) com cerca
de 2%. Ainda, segundo Aguiar (2012) o recente aumento da produgdo na aquicultura
brasileira pode ser atribuida ao cultivo de peixes como o tambaqui (Colossoma
macropomum) e o pacu (Piaractus mesopotamicus) incluindo seus hibridos (tambacu e

paqui) obtidos pelo cruzamento entre essas espécies que sdo amplamente aceitos pelo



comércio e produzidos praticamente por todo o pais. No Brasil, o cultivo dessas espécies
representa a maior parte de espécies nativas produzidas na aquicultura, o que se tornou
uma alternativa para as demandas do mercado e para a reducdo de impactos em populac¢des
naturais gerados pelo comércio de peixes (HASHIMOTO et al., 2011b , MACIEL, 2022).

A familia Serrasalmidae inclui 101 espécies e 16 géneros, pertence a Ordem
Characiformes, Classe Actinopterygii, e Filo Chordata, além disso, sdo distribuidos
estritamente em dreas neotropicais ao longo dos principais rios na América do Sul (AGUIAR,
2012; FAVARATO, 2019; MASTROCHIRICO-FILHO et al., 2021). Embora seja monofilética, é
dividida em trés grandes clados (“pacus”, “Myleus” e “piranha”), apresentando alta
diversidade morfoldgica e cromossomica e, dentro dos Serraselmideos, encontram-se o
Piaractus mesopotamicus (conhecido popularmente como pacu) e o Colossoma
macropomum (conhecido como tambaqui) que sdo espécies de grande relevancia
econd6mica devido a sua qualidade como alimento (FAVARATO, 2019).

O pacu (Piaractus mesopotamicus) é uma espécie Neotropical de extrema
importancia cultivada no Brasil e se encontra distribuido ao longo das bacias dos rios Parana,
Paraguai e Prata, ocorrendo principalmente nas planicies alagadas do Pantanal, entretanto,
seus estoques de populagdes selvagens vém apresentando diminuicdo ao longo dos ultimos
anos em decorréncia da sobrepesca e das alteragdes ambientais em seu habitat
(MASTROCHIRICO-FILHO, 2016). Diversos estudos genéticos acerca dessa espécie foram
realizados nos ultimos anos (HASHIMOTO et al.,, 2011a; MASTROCHIRICO-FILHO, 2016;
MARTINS, 2017) evidenciando a importancia dos estudos sobre a espécie tanto no ambiente
selvagem quanto em cultivos, principalmente devido a sua importancia na aquicultura e

também pela diminuicdo de populac¢des selvagens (AGUIAR, 2012).
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O tambaqui (Colossoma macropomum) é considerado o segundo maior peixe de
escamas da Bacia Amazonica, ocorrendo apenas na América do Sul, atingindo cerca de 100
centimetros de comprimento e pesando até 30 kg, sendo encontrado nos Rios Solimdes-
Amazonas, Orinoco, assim como em seus afluentes (AGUIAR, 2012; Val & OLIVEIRA, 2021;
HILSDORF et al., 2021). Esta espécie consegue resistir a baixas concentracdes de oxigénio,
vive em locais ricos em nutrientes (possui hdabito alimentar muito amplo) e com
temperaturas entre 252C e 349C (AGUIAR, 2012; MACIEL, 2021). Além disso, apresenta uma
coloragdo preta na regiao dorsal e entre amarelo e verde oliva na regiao ventral, entretanto,
a coloracdo pode ser afetada pela transparéncia da agua dependendo do local no qual se
encontra (AGUIAR, 2012). Os hibridos de tambaqui apresentam grande semelhanca as
espécies parentais, assim, os individuos cultivados podem apresentar riscos para populacées
nativas, devido a diferenca de genes em relacdo as populagGes selvagens, e de cativeiro
devido a baixa diversidade genética (AGUIAR, 2012).

Entre os hibridos que envolvem as duas espécies citadas, o que possui maior
relevancia comercial é o “tambacu”, obtido a partir do cruzamento entre fémea de C.
macropomum e macho de P. mesopotamicus, que se popularizou no Brasil pelas
caracteristicas favoraveis das duas espécies combinadas, como a robustez, a resisténcia as
baixas temperaturas e o crescimento rapido (HASHIMOTO et al.,, 2011a, de PAULA et al.,
2021). A hibridacdo é feita a partir do cruzamento de individuos ou de grupos geneticamente
distintos, ocorrendo dentro de uma mesma espécie ou entre espécies diferentes, na qual
esta ultima é chamada de hibridagao interespecifica e que pode ocorrer naturalmente ou
induzida por humanos, ocorrendo em cerca de 6 a 10% das espécies na natureza e sendo
comum em peixes de agua doce. Além disso, sdao utilizadas para obter melhores

caracteristicas voltadas a piscicultura (HASHIMOTO et al.,, 2011a; LIMA et al.,, 2019). A
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hibridacdo interespecifica, por exemplo, é uma pratica comum em pisciculturas no Brasil em
busca de caracteristicas zootécnicas favordveis a producdo (HASHIMOTO et al.,, 2011b;
MARTINS, 2017; PRADO et al., 2017) e que sdo desenvolvidas por métodos cldssicos de
manipulacdo genética, incluindo a hibridacdo e endogamia, onde a hibridacdo é amplamente
utilizada em pisciculturas (HASHIMOTO et al., 2011b; MARTINS, 2017).

A hibridacdo em peixes é muito comum devido as caracteristicas deste grupo, como a
fertilizacdo externa e a abundancia de espécies e também pode ser atribuida a intervencao
humana, através da aquicultura e da introducdo de espécies em locais diferentes do de

origem, assim como as alteragdes de habitat (HASHIMOTO et al., 2011a; LIMA et al., 2019).

Figura 1: Representante de peixe da espécie popularmente chamada de Pacu -

Piaractus mesopotamicus. Fonte: Klima Naturali (2011).
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Figura 2: Representante de peixe da espécie popularmente chamada de tambaqui -

Colossoma macropomum. Fonte: Portal amazonia (2021).

Figura 3: Representante de hibrido entre as espécies pacu (macho) e tambaqui (fémea),

popularmente chamada de tambacu Fonte: Portal amazonia (2021)




Cruzamentos entre pacu e tambaqui sdo comumente realizados devido a taxa de
crescimento rapido, resisténcia a baixas temperaturas e a melhor qualidade da carne em
relacdo as espécies parentais. Alguns locais no Brasil apresentam taxa de producdo do
"tambacu" em cerca de 8359 toneladas, enquanto que as espécies puras de pacu e tambaqui
alcanca cerca de 7953 e 6645 toneladas respectivamente (HASHIMOTO, 2011a; FANTINATTI
et al, 2021).

A presenca de individuos hibridos em estoques reprodutores ja foi verificada para
diversos grupos, em varias localidades, dentre eles, os peixes redondos e bagres no Brasil
(HASHIMOTO et al., 2016). Segundo Martins (2017), apesar dos possiveis ganhos através da
hibridacdo interespecifica artificial, alguns problemas graves podem surgir pelo manejo
incorreto e execucgGes indevidas nos projetos de cultivo devido a semelhanca dos hibridos os
individuos parentais puros, que pode gerar misturas e comprometer a integridade e
desempenho do cultivo, principalmente devido a possibilidade de espécimes férteis
reproduzirem com seus parentais, levando a contaminagao e introgressao genética, que por
sua vez, pode ser responsavel pela perda de caracteristicas desejaveis a producdo, além
intensificar eventos como a extingdo genética e contribuir para o aumento da taxa de
mortalidade das linhagens produzidas (MIA et al., 2005; HASHIMOTO et al., 2013; PRADO et
al., 2014; MARTINS, 2017).

Além de representar riscos para a produtividade, também ha a possibilidade de gerar
impactos no ambiente pela introducdo desses hibridos em estoques selvagens. Isso pode
ocorrer pelo esvaziamento dos tanques de producdo, além dos chamados “pesque-pague”

gue sdao um dos principais responsaveis pela introducdo de espécies exdticas em ambientes

14



selvagens (HASHIMOTO et al., 2011b, 2012; PRADO et al, 2014), sendo dificil prever os
impactos causados pela introducdo desses hibridos (MARTINS, 2017). Essa problematica
representa uma ameaga para a conservagdao de espécies nativas por fatores como: a
competicdo por espaco e recursos (que se intensifica), a predacdo por parte dos hibridos
(que pode causar a reducdo de popula¢bes nativas de presas) e restricdes em locais de
desova (SATO, 2015).

A fim de monitorar as espécies de peixes produzidas em aquiculturas no Brasil, é
extremamente importante o uso de metodologias acessiveis na identificacdo de espécies
hibridas e parentais. A precisdo na identificacdo de hibridos é de grande importancia a fim
de promover o desenvolvimento sustentdvel dentro da aquicultura e para avaliacbes dos
individuos produzidos, assim como para compreender melhor as relagbes com a
biodiversidade (HASHIMOTO, 2012). Portanto, faz-se necessario o uso de anadlises genéticas
para avaliar esses organismos, sendo fundamental a identificacdo correta das espécies
comercializadas para o manejo correto dentro das pisciculturas, da mesma forma que
possibilita aumentar o conhecimento acerca dos impactos causados no ambiente que
afetam as popula¢des selvagens (AGUIAR, 2012; PRADO et al., 2014; MARTINS, 2017). A
utilizacdo de estudos genéticos permitem a realizacdo do manejo adequado voltado tanto
para a conservacao de estoques selvagens, como também para melhorias na produgao
dentro da aquicultura, proporcionando uma melhor compreensao das espécies em si e da
ocorréncia de hibridos tanto em cultivo quanto em estoques naturais (AGUIAR, 2012; SATO,
2015).

Além disso, a identificacdo de espécies de peixes comercializadas também vem
recebendo mais atencdo internacionalmente devido a possibilidade de adulteracdes em

produtos, visto que espécies ameacadas podem ser vendidas como espécies
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morfologicamente similares e podem causar perdas a biodiversidade (XIONG et al., 2021),
sendo dificil identificar as espécies, especialmente em carnes jd processadas. Dessa maneira,
a identificacdo baseada através da morfologia externa pode levar a resultados incorretos
(XIONG et al., 2020; LIMA et al., 2019;) principalmente nos casos envolvendo juvenis de C.
macropomum e P. mesopotamicus (HASHIMOTO, 2012).

Diversos métodos ja foram propostos para a identificacdo de peixes hibridos, como
por exemplo o uso de técnicas como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Um dos
métodos amplamente utilizado para identificacdo de espécies é através do uso de
marcadores moleculares em conjunto com a PCR, que auxiliam na deteccdo de espécies
puras e hibridas, permitindo compreender os eventos bioldgicos tanto em cultivos quanto
no ambiente natural (LIMA et al., 2019). Assim, os marcadores moleculares diagndsticos de
espécies sdao fundamentais na identificacdo de grupos que apresentam caracteres
morfoldgicos sobrepostos, sendo amplamente utilizados para pesquisas envolvendo hibridos
(SRIPHAIRO!I et al., 2018; HASHIMOTO, 2012). Adicionalmente, métodos como a PCR-RFLP e
PCR multiplex ja foram bem estabelecidos para a identificacdo de hibridos em espécies
hibridas de serraselmideos (HASHIMOTO, 2012).

A técnica de Polymerase Chain Reaction (PCR), permite a producdo e detec¢do de
grandes quantidades de DNA provenientes de diferentes tipos de tecidos, através do uso de
amostras, reagentes especificos e uma fonte de calor (MULLIS, 1990), onde pequenas
guantidades de DNA s3do necessarias para gerar cépias suficientes para analises laboratoriais
e, por isso, a PCR é um método especifico (GARIBYAN & AVASHIA 2013).

A PCR utiliza ciclos de temperatura para iniciar e terminar a amplificacdo do DNA
catalisada por enzimas, consistindo em 3 estdagios distintos: a desnaturacdo da fita de DNA

com calor (geralmente acima de 902C), o anelamento dos primers especificos previamente
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desenhados que sdo complementares a fita desnaturada e, por fim, a extensdo, uma reacao
enzimatica que ocorre entre 552C e 709C catalisada por uma DNA polimerase termoestdvel,
onde o inicio da sintese de DNA ocorre na extremidade 3' de cada primers que foi ligado
(GREEN & SAMBROOK, 2019) .

A PCR é amplamente empregada para identificar diferentes espécies, tendo eficacia
ja estabelecida, sendo que para a aplicacdo da PCR, é necessario a extracdo de DNA dos
espécimes, seguida da amplificacdo genética, que demanda infraestrutura adequada,
fazendo com que seu uso seja, em partes, restrito (NOTOMI, 2015; XIONG et al., 2021), visto
gue demanda equipamentos caros e muito tempo para sua realizacdo, podendo se tornar
um obstaculo em alguns estudos (LI et al., 2017; XIONG et al., 2020).

Alternativamente, nas ultimas duas décadas, a LAMP (Loop Mediated Isothermal
Amplification) vem se tornando uma importante ferramenta para diagndsticos genéticos,
ndo se limitando apenas ao uso clinico, mas também sendo utilizada no controle da
qualidade de alimentos e no monitoramento ambiental (BECHERER et al. 2020).

A técnica de LAMP foi inicialmente desenvolvida por NOTOMI e colaboradores em
2000 como uma nova técnica molecular para um diagndstico mais simples e econdmico,
amplificando os fragmentos de DNA com alta especificidade, rapidez e eficiéncia em
condicdes isotérmicas. Em comparacdao com a PCR, a LAMP apresenta baixos custos, ndo
necessita de equipamentos especificos (visto que ndo precisa de ciclagem controlada de
temperatura) e seus resultados podem ser visualizados a olho nu através da fluorescéncia (LI
et al., 2017; CHAOUCH, 2021; XIONG et al., 2020; XIONG et al., 2021). Sendo assim, pode ser
implementada em campo, nas pisciculturas ou em ambientes com recursos limitados, visto
gue demanda de uma infraestrutura simplificada em relacdo a PCR, ndo exigindo

termocicladores, e dessa forma, facilitando seu uso e permitindo uma rdpida deteccao de
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espécies puras e hibridas em um curto espaco de tempo (CHAOUCH, 2021; XIONG, et al.,

2021).

Figura 5: Representacdo da reacdao de LAMP com a ligacdo dos primers em temperatura

constante. Fonte: Notomi et al, (2000)
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A técnica consiste em trés etapas principais, sendo a primeira a producdo inicial do
alvo, seguido pela ciclagem e amplificacado e por ultimo o alongamento e reciclagem. Utiliza-
se uma DNA polimerase de Bacillus stearothermophilus (Bst), quatro primers no total
(chamados de core), sendo dois primers internos (FIP e BIP) e dois externos (F3 e B3) que sdo

desenhados especificamente para fazer a reacdo e que sdo capazes de reconhecer seis
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regiGes distintas no DNA alvo (NOTOMI et al, 2000; NAGAMINE et al, 2002). Cada um dos
primers internos é complementar a uma regido da fita de amplificacdo na porcdo finalda 3’ e
idéntica a regido interna da mesma fita na porcdo terminal 5’. Primeiramente, uma estrutura
de DNA Joop é construida, possuindo sequéncias das duas extremidades do DNA que sdo
obtidas a partir do primer interno.

Secundariamente, um primer interno se encaixa no loop obtido no primeiro ciclo e
comeca a sintese de DNA que, consequentemente, desloca a fita de DNA original e
produzindo um novo DNA no /oop cujo tamanho passa a ser duas vezes maior. Dessa forma,
o processo de alongamento é repetido sequencialmente através do deslocamento da fita
mediada pela DNA polimerase, através dos loops. Como ndo ocorre o passo inicial de
desnaturacao da fita como ocorre na PCR, a Bst realiza a desnaturacdo juntamente com a
formacdo de outra fita, sem a necessidade de alteracdo da temperatura durante o processo
(NOTOMI et al, 2000; CHAQUCH, 2021; XIONG et al, 2020; XIONG et al, 2021). Assim, ao final
da reacao, as fitas de DNA serdo encontradas com varias repeticdes em loop, amplificando o
DNA em 10° cépias do alvo, que ocorre em menos de uma hora (NAGAMINE et al., 2002). As
caracteristicas dos primers internos faz com que a reagao apresente alta especificidade
mesmo quando comparada a outros métodos (NOTOMI et al, 2015). Entretanto, o design
correto dos primers especificos para a reacdo é a Unica limitacdo para aplicacdo desta
técnica (XIONG et al, 2020).

Na LAMP, a amplificacdo dos genes ocorre pela repeticdao de dois tipos de reagdes de
alongamento, nas regides do loop, dessa forma, ocorre um autoalongamento da fita molde a
partir do loop que foi formado, seguida da ligacdao e alongamento a partir de novos primers
para a regido do loop (NOTOMI, 2015). As reacbes de alongamento sdo repetidas

sequencialmente pela sintese de deslocamento de fita mediada por DNA polimerase usando
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as regides de alca mencionadas acima como um estagio (NAGAMINE et al., 2002; NOTOMI,
2015).

De forma complementar, Nagamine et al., (2002) desenvolveram um método que
acelera a reacdo de LAMP através da adicdo de dois conjuntos de primers denominados
“primers loop”. Esses primers se misturam a porcao que forma os loops, diminuindo o tempo
necessario para realizar a reacdo em menos da metade do tempo inicialmente proposto para
a técnica, ou seja, menos de uma hora, facilitando ainda mais as analises genéticas
(NAGAMINE et al., 2002).

A LAMP se diferencia em diversos aspectos em relacdo a outros métodos de
amplificacdo (como a PCR), por exemplo, apenas um tipo de enzima é necessario e a reacao
pode ser realizada em temperatura constante em menos de uma hora.

Figura 6: Reacdo de LAMP otimizada com a adicdo de dois primers loop, também chamados

3 302 g

: =4 f — 3
F3 primer o F2
Fic FIP primer

> etELON 2w F ¥
3 e & B3 primer
B2 5
l BIP primer Blc
3 " 5
w1 WE20={F1Q

|

Loop F l l Loop B
d v |
= -
FIP primer k 5 3 Q & 3 5 m

BIP primer

Exponential Amplification

21



de LF e LB. Fonte: Chaouch, M. (2021).

Uma das principais vantagens da LAMP é a capacidade de amplificar diretamente as
sequéncias de DNA em condicOes isotérmicas, sem necessitar de um molde para a
desnaturacdo do DNA, sendo também possivel amplificar RNA com eficiéncia utilizando em
conjunto a transcricdo reversa (NOTOMI, 2015).

Devido as suas vantagens, a LAMP vem ganhando grande destaque em dareas como
testes virais rapidos para COVID-19 (KASHIR, YAQINUDDIN, 2020; CHAOUCH, 2021), na
deteccdo de patégenos como Escherichia coli, Influenza A, Mycobacterium tuberculosis
Salmonella, Vibrio parahaemolyticus, Listeria monocytogenes e Staphylococcus (MORI et al,
2013; Ll et al, 2017) e na deteccdo da autenticidade de alimentos processados de salmao e
truta (XIONG et al, 2020; XIONG et al, 2021, 2021) assim como em nadadeiras de tubardes
(BUT et al., 2020).

No presente estudo serdo analisados os peixes da familia Serrasalmidae: Piaractus
mesopotamicus (pacu), Colossoma macropomum (tambaqui) e seus hibridos interespecificos
devido ao seu grande interesse comercial e econbmico e que podem causar danos
ambientais pelo manejo incorreto. (HASHIMOTO et al, 2012; MARTINS, 2017).

Ainda ndo existem trabalhos que utilizam a LAMP com esse objetivo e, dessa forma,
este trabalho visa estabelecer um protocolo e propor o uso da LAMP como método mais
rapido, eficaz e de baixo custo para a identificacdao de espécies em trabalhos de campo e por

produtores em pisciculturas.
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2 OBIJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo, aplicar e padronizar a técnica LAMP para
identificar as espécies Colossoma macropomum e Piaractus mesopotamicus e seu hibrido

(“tambacu”), utilizados na piscicultura brasileira.

3 MATERIAIS E METODOS

Amostras de peixes redondos puros de Piaractus mesopotamicus (pacu), Colossoma
macropomum (tambaqui) e seu hibrido interespecifico (tambacu) foram obtidas do banco de
tecidos do Laboratdrio de Genética de Peixes, LAGENPE, para avaliar a especificidade do
ensaio de LAMP no diagnéstico de identificacdo de espécies. A identidade de cada individuo
puro e hibrido foi verificada através da técnica de PCR multiplex desenvolvida para
identificacdo dessas espéices e seus respectivos hibridos. No total, foram utilizadas 42
amostras para extra¢do, sendo 18 de exemplares da epécie Piaractus mesopotamicus (pacu),
16 de exemplares da espécie Colossoma macropomum (tambaqui) e 8 de exemplares do
hibrido (tambacu) envolvendo essas duas espécies. Para o ensaio de LAMP, foram utilizadas
apenas amostras com boa qualidade da extracdo do DNA, sendo 20 amostras no total, onde
13 amostras eram de exemplares de pacu, 5 de exemplares de tambaqui e 2 de exemplares
do hibrido.

Inicialmente, foram realizadas extracao e purificacdo do DNA gendmico total de cada
amostra de tecido da nadadeira caudal coletadas dos exemplares amostrados utilizando o kit
comercial “Wizard Genomic DNA Purification kit - Promega (Prodimol Biotecnologia, Belo
Horizonte, Minas Gerais Brazil), de acordo com o protocolo padrdo do laboratério. Apds a

retirada de uma pequena amostra de tecido, cada amostra de tecido foi adicionada a 300 pl
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de Nuclei Lysis Solution e 4 ul de Proteinase K e incubadas posteriormente por 2 horas em
banho-maria a 60°C. Em seguida, foi adicionado 3,0 ul de RNAse incubados por 30 minutos
em banho-maria a 37°C. Foram adicionados 200 ul de Protein Precipitation Solution e
levados a temperatura de -80°C por 5 minutos, seguido de uma etapa de centrifugacdo a
13.000 rpm por 4 minutos, retirando-se o sobrenadante e transferindo para outro tubo
contendo 600 pl de isopropanol. Novamente foi centrifugado por 4 minutos a 13.000 rpm,
descartando o sobrenadante e adicionando 600 ul de etanol 70%. Novamente os tubos
foram centrifugados por 4 minutos a 13.000 rpm, seguido do descarte do sobrenadante. O
material foi seco em estufa a 37°C por 1 hora e posteriormente foram adicionados 35 pl da
solucdo de DNA Rehydration Solution. A integridade e quantidade das amostras de DNA
foram analisadas através de eletroforese em gel de agarose 1%, corado com corante
fluorescente GelRed TM 1X (Uniscience) e visualizados em transiluminador de luz
ultravioleta (Loccus Biotecnologia).

Apds a extracdo de DNA foram aplicados marcadores nucleares previamente
desenvolvidos e caracterizados por Prado et al. (2011), Hashimoto et. (2013) e Palumbi
(1996) na reacao de Reag¢dao em Cadeia da Polimerase (PCR) multiplex para confirmar a
identidade de cada amostra. Para a amplificacdo dos genes, foi empregada a PCR multiplex,
através do uso de pares de primers forward (F) e reverse (R) e os primers espécie-especificos
previamente desenhados, de acordo com o gene a ser analisado. O volume total foi de 25 ul
por amostra, contendo: 150 ul de cada dNTP; 1,5 mM MgCl,; 1X de Buffer; 2 mM de cada
primer; 0,2 U de Tag e 10-30 ng de DNA. O tamanho dos produtos da PCR foi quantificado
em gel de agarose 2,5% através da comparagao com o padrao do marcador ladder Low DNA

Mass Ladder (Invitrogen), que possui peso molecular e concentracdo conhecidos.
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Todos os loci foram amplificados no termociclador Veriti 96-Well Thermal Cycler
(Applied Biosystems), seguindo as condi¢des de desnaturacgdo inicial a 95° C por 5 minutos,
seguida de 35 ciclos, com desnaturacdo a 95°C por 40 segundos, temperatura de
anelamento variando de 50 a 58° C por 40 segundos e extensdo a 72°C por 10 a 20 segundos.

Para identificar qual método seria mais vantajoso e mais rapido, também foram
utilizadas amostras de nadadeiras frescas na reacdo de LAMP, para verificar se a reacdo
pode acontecer sem a necessidade de extracdo de DNA, tornando o método ainda mais
répido. Neste caso, para cada amostra foi aplicado o kit da LAMP, assim como os primers ja
desenhados e colocou-se cada amostra com tempos diferentes entre si em temperatura
constante a 652 C em banho-maria para verificar quanto tempo seria necessario para tal
reacdo ocorrer. As amostras foram entdo divididas em dois grupos: apenas com tecido (sem
nenhum tipo de tratamento), onde aplicou-se a LAMP e os primers diretamente no tecido,
mantendo a reacdo a temperatura constante a 65 2C por duas horas; e utilizando cell lysis,
junto com a LAMP e os primers, onde quatro amostras de um mesmo individuo foram
mantidas em banho-maria a 652C por 20 horas, 3 horas, 1 hora e por fim, por 30 minutos
cada uma delas respectivamente.

Além disso, foi verificada a quantidade de DNA em nanogramas/microlitros em cada
amostra utilizando-se o Kit Qubit por foto fluorescéncia, a fim de padronizar as amostras que
seriam mais adequadas para a utilizacdo da técnica de LAMP posteriormente, dando
preferéncia para aquelas que mais se aproximavam de 50ng/ul,de acordo com a literatura
utilizada. Para isso, foram utilizados 199ul de tampao Qubit BR, 1ul de fluorescéncia para
formar o mix inicial calculado pelo nimero de amostras + 2 (para o standard). A partir disso,

com os 200ul obtidos para cada amostra, sdo adicionados em eppendorfs de 0,5ml préprios
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do kit junto com 2ul de DNA. Feito isso, os eppendorfs sdo passados no vértex e entdo,
limpos e colocados no leitor fluorimétrico para a leitura da quantificacdo de DNA.

O conjunto de primers LAMP diagndsticos foi desenhado utilizando o software NEB
LAMP Primer Design Tool, versdo 1.0.1 (www.https://lamp.neb.com/#!/), baseado nas
regioes de anelamento de primers de cada gene que apresentarem maiores diferencas entre
as espécies. Foram testados os primers previstos na literatura para essas espécies, dando
preferéncia para o que apresentou melhor anelamento dos primers com as regides de
polimorfismos, sendo assim, foi escolhido o gene RAG2 (Gene Ativador da Recombinacdo 2
(Recombination Activating Gene 2). Seis sequéncias disponiveis do gene nuclear RAG2 de
cada uma das espécies foram obtidas do GenBank e alinhadas utilizando o Geneious (versdo
7.1.3) (Bioinformatics Software for Sequence Data Analysis) para selecionar as regides
conservadas, obtendo regides de ligacdo dos primers que abrangem essas regides. Além
disso, foi feito o alinhamento entre as sequéncias do gene RAG2 das espécies P.
mesopotamicus e C. macropomum para que fossem selecionadas as regides diagndsticas,
com maior quantidade de polimorfismos e disparidades entre as espécies. Todos os seis
pares de primers de cada espécie foram desenhados utilizando NEB LAMP Primer Design
Tool (versdao 1.0.1). Além disso, os genes das duas espécies (P. mesopotamicus e C.
macropomum)foram alinhados junto com os primers obtidos pelo software NEB LAMP para a
verificagcdo da especificidade dos primers.

Entdo, foi realizada a otimizacdo do ensaio LAMP para testar e identificar qual
tamanho do fragmento de DNA alvo é mais eficiente para a amplificacao e diagndstico. O
volume total foi de 25 ul por amostra, contendo: 12,5 ul de WarmsStart Colorimetric LAMP
2X Master Mix (New England BiolLabs ® inc.); 2,5 ul do primer mix (10X) contendo aliquotas

dos 3 pares de primers; 9 ul de dH,0 e 50 ng (1ul) de DNA alvo. A reacgao foi incubada a 65°C
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por 60 minutos e a verificacdo do produto foi feita a olho nu, por observacao da mudanca de
cor dos tubos: para cor amarela, significa que ocorreu a amplificacdo total dos primers, para
a cor-de-rosa, indica que ndo houve nenhuma amplificacdo, enquanto que para a cor
alaranjada, indica que a reacdo ndo ocorreu completamente (que pode ser atribuido ao

anelamento incompleto ou parcial dos primers ou pouco periodo de incubac3o).

Figura 7: Tabela com primers desenhados para P. mesopotamicus e C, macropomum a partir

do gene RAG2 através do software NEB LAMP Primer Design Tool, versao 1.0.1.

Primers Tamanho

Espécies LAMP ) Sequéncias
mesop'ztamicus F3 20 ACCAGTCAGACTCCCAGAAG
B3 18 GCAGGATTTCCCTCCGAC
FIP 41 ACTGTGGTGGCTCTCGAGGTTCCGAATGCAGTGCACCTACG
BIP 40 CAGTGAGATCAGCCAGAGCCGCAATCAATGCGCTCCCCTT
LF 21 ACGTATGCCTACATCATCCAG
macro%omum F3 20 TGGCTCGAGAGGATTGTGTT
B3 19 TGGTAGCCACCAAGGATGA
FIP 38 GAGAAGCTCCACACGCAGCCGCCACATTCTCTCCACCG
BIP 41 AGGCAGCCCAGTTCTCTCTTGTCCCACAGGAGTTGCAATGG
LB 25 AATGATGGTCTGTCTATTACAAGCG

4. RESULTADOS

Inicialmente, foi realizada a PCR das amostras para confirmar individuos puros ou
hibridos, verificando que as espécies escolhidas estavam corretamente identificadas. Foi
entdo realizada a LAMP e confirmou-se que o método foi capaz de detectar os individuos

corretamente, obtendo o mesmo resultado da PCR.
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Figura 8: PCR das amostras de pacu, tambacu e tambaqui, respectivamente. Circulado em

vermelho, a amostra de pacu que apresentou outra banda durante a andlise da PCR.
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Algumas amostras ndo apresentaram bandas na PCR e, portanto, ndo foram
utilizadas nos ensaios de LAMP. Aqueles que apresentaram bandas fortes foram escolhidos
para os testes, enquanto para aqueles com poucas ou nenhuma marcagdo satisfatoria,

foram trocadas por amostras por de outros individuos de espécies correspondentes.
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Figura 9: PCR de amostras de pacu e tambaqui.
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Os primers obtidos core e loop, diagndsticos para P. mesopotamicus e C.
macropomum, foram utilizados para aplicagdao da técnica de LAMP. Apds a aplicagao da
LAMP em amostras de DNA de pacus, tambaquis e tambacus, observou-se a mudanca de
coloragdo nos tubos (Figura 8), indicando que a técnica detectou corretamente as espécies

de acordo com os primers utilizados.

No primeiro teste com a LAMP (Figura 8), notou-se que a mudanga de coloragdao
ocorreu como esperada para a maioria das amostras, embora tenha sido necessdrio deixar a
reacao ocorrer por cerca de 2 horas a temperatura constante de 65 2C no termociclador, que
foi utilizado para garantir que a temperatura se mantivesse estavel durante todo o processo.
Além disso, uma das amostras nao corou de acordo com o esperado, porém, analisando-se
novamente a imagem do gel da PCR desses individuos, notou-se marca¢do muito fraca de
uma segunda banda, indicando que a espécie ndo era pura e que a LAMP de fato funcionou

corretamente.
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Figura 10: Primeira reacdo de LAMP. Da esquerda para a direita: (1) Amostra de pacu com
primer diagndstico de pacu, (2) amostra de pacu com primer de tambaqui, (3) amostra de

tambaqui com primer de pacu e (4) amostra de tambaqui com primer de tambaqui.

No segundo teste (Figura 11), foram utilizados individuos puros de pacu (11a) e

tambaqui (11b), assim como um hibrido encontrado através da PCR.

A mudanga na coloracdo significa que houve amplificagdo das amostras. No caso dos
pacus, a amplificagdo ocorreu corretamente, assim como para o individuo hibrido. Ja no caso

dos tambaquis, a amplificacdo ndo ocorreu, ja que o tubo permaneceu na cor rosa.
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Figura 11: Rea¢do de LAMP, em a) tubos contendo amostras de individuos diferentes de
pacu com primer especifico de pacu (1-3) e um hibrido com primer de pacu (4) e em b) Tubos
contendo amostras de individuos de tambaqui com primer de tambaqui (5-7) e um hibrido

com primer de tambaqui (8).

J4 no terceiro teste (Figura 12), apds a confirmac¢do de que a técnica funcionou
corretamente, utilizou-se tecidos da nadadeira dos peixes para testar se a rea¢ao ocorreria
normalmente sem precisar da extracdo de DNA, tornando o método ainda mais rdpido. Para
isso, foram utilizadas as mesmas amostras dos peixes usadas anteriormente nas primeiras
aplicagcbes da LAMP, porém divididas em: apenas com tecido (Figura 12 e 15), com extracado
(Figura 13) e utilizando cell lysis (Figura 15), como descrito na secao 3 (materiais e métodos).

Todas as amostras apresentaram uma pequena variacdo de cor apds a saida da incubacao
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(Figura 14a), porém apenas se tornaram completamente amarelas algumas semanas apds a

aplicacdo da técnica (Figura 14c).

Figura 12: Reacdo de LAMP em tecidos frescos de nadadeira de pacus com primers de pacu.

A amostra numero 5 é o controle negativo para comparacdo de cor entre os tubos.

Figura 13: Amostras de pacus com extracdo de DNA dos mesmos individuos utilizados na
LAMP com tecido fresco (Figura 12) para comparacdo de cor dos tubos, utilizando o primer
de pacu. Neste, a maioria dos tubos ficaram levemente alaranjado claro, enquanto no de
tecido, os tubos apresentaram coloracdo mais rosada. A Ultima amostra (niumero 5) é o

controle negativo para checar a diferenca de cor.
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Figura 14: Coloragdo das amostras de tecido de um mesmo individuo utilizando cell lysis e
apos isso, aplicacdo da reacdo de LAMP. a) Da esquerda para a direita: amostra de extracdo
(numero 1) e amostras de nadadeira com cell lysis deixadas em banho-maria por 20 horas
(numero 2) e 3 horas (nimero 3), respectivamente. b) Coloracdo das mesmas amostras apds
uma semana. c¢) Coloracdo das mesmas amostras apds 4 semanas, com adicdo de novas
amostras tratadas com cell lysis e mantidas por 1 hora (nimero 4) e 30 minutos (nimero 5),

respectivamente, apds 4 semanas de saida do banho-maria.

a)

b)
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Figura 15: Coloragdo das amostras de tecido de pacu com primers de pacu (a) da terceira
aplicagdo de LAMP e de extracdo (b) com os mesmo primers apdés 3 semanas. Em a)
Mudanga de cor observada apds trés semanas em amostras de tecidos a partir da reagdo de
LAMP. O primeiro tubo a esquerda (1) corresponde ao controle negativo e em b) Mudanca
de cor observada apods trés semanas em amostras de extragdo de pacu a partir da reagao de

LAMP. O primeiro tubo a esquerda (1) corresponde ao controle negativo.

a)
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Para confirmar que a quantidade de DNA estava sendo um fator que influenciava nos

resultados, foi feita uma quantificagdo de DNA nas amostras utilizadas, onde, felizmente, as
amostras escolhidas estavam apresentando entre 40 e 88 microlitros de DNA,
correspondendo préximo ao esperado, que era de no minimo 50ul de acordo com a

literatura utilizada.

Ainda, para confirmar se os resultados estavam corretos, foi realizada a PCR das
amostras utilizadas, seguindo o protocolo descrito na secao 3 (materiais e métodos) para o
gene RAG2. Apds isso, foi realizado uma nova aplicagdo da LAMP, desta vez, apenas com
amostras contendo mais de 50ul de DNA, que apresentaram bandas satisfatérias na PCR e
gue ja haviam apresentado mudanca de cor nos testes anteriores, sendo portanto, utilizadas
5 amostras no total. Feito isso, a LAMP foi aplicada novamente para espécies de pacus e

tambaquis, porém desta vez, adicionou-se uma nova amostra de hibrido.

Assim, na quarta vez em que se aplicou a LAMP, a mudanga de cor inicial ndo foi tdo

aparente quanto nas outras aplicagdes (Figura 16), porém, do mesmo modo que
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anteriormente, a mudanca de cor foi gradualmente mudando conforme o tempo, ficando

completamente amarela em individuos puros e laranja no hibrido (Figura 17 e 18).

Figura 16: Aplicagao da LAMP em amostras de extragao de individuos de pacu, tambaqui e
tambacu. a) Aplicagdo de primers de tambaqui em amostras de extra¢do de individuos de
pacu (1 e 2), tambaqui (3 e 4) e tambacu (5), respectivamente. b) Aplicacdo de primers de
pacu em individuos de pacu (1 e 2), tambaqui (3 e 4) e tambacu (5), respectivamente.

a)

b)
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Figura 17: Da esquerda para a direita: Amostra de pacu com primer diagndstico de pacu (1)
(coloracdo amarela), amostra de tambaqui com primer diagnéstico de tambaqui (2)
(coloracdo amarela), tambacu (3) (hibrido corado em laranja) com primer diagnédstico de
tambaqui e, tambacu com primer diagndstico de pacu (4).

Figura 18: Da esquerda para a direita: Amostra de pacu com primer diagndstico de pacu (1)
(coloragao amarela), amostra de pacu com primer diagndstico de tambaqui (2), amostra de
tambaqui com primer diagndstico de pacu (3), amostra de tambaqui com primer diagndstico

de tambaqui (4) (coloragdo amarela) e, por ultimo (5), o controle.
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A coloracdo amarela indica que a reacdao foi completa, assim, os primers foram
amplificados totalmente e portanto, sdo espécies puras, enquanto os individuos hibridos

apresentaram coloragdo igual ao controle e, portanto, indica que a reagdo nio ocorreu.

Para ter certeza de que o teste estava correto, aplicou-se novamente a LAMP com os

mesmos individuos.

Figura 19: Aplicacdo da LAMP em amostras de extracdo de pacu (1), tambaqui (2) e tambacu
(3), todos com primers de pacu. a) Apds saida da incubacdo. b) Apds duas semanas.

a)

b)

Aparentemente a mudanca de coloracdo levou mais tempo nas ultimas amostras,

porém nota-se que os tubos estavam com a cor mais clara do que no inicio.
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Figura 20: Aplicacdo da LAMP em amostras de extracdo de pacu (1), tambaqui (2) e tambacu

(3), todos com primers de tambaqui. a) Apds saida da incubacdo. b) Apds trés semanas.

a)

b)
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A coloracdo dos tubos também permaneceu sem grandes mudancas na cor, onde
apenas a amostra de tambaqui (2) apresentou coloragdo mais intensa em relagdo ao comego
e reducdo da quantidade de liquido presente no tubo, o que pode ter contribuido para a

variacdo de cor.

As espécies puras e hibridas corresponderam aos resultados encontrados na PCR
(Figura 8 e 9), onde notou-se que os individuos escolhidos para a LAMP eram de fato

espécies puras, além do hibrido.

5 DISCUSSAO

Para a obtencdo dos primers, foram verificados os genes: TROP, EF 1 N, 16S, globina e
CitB (Citocromo B), escolhendo-se o gene RAG2 para este trabalho. Porém, a utilizacdo de
outros genes se tornou inviavel devido a impossibilidade de obtencdo de primers LAMP
através do software que foi utilizado. Além disso, o CitB ndo foi utilizado devido a heranga
materna do gene mitocondrial. O RAG2 foi o gene que mais se aproximou do esperado,
ligando-se nas regides diagndsticas de cada espécie, o que tornou sua utilizagcdao vidvel.
Porém, devido a “gaps” encontrados no alinhamento, a obtencdo de um primer loop de cada
espécie, responsavel por acelerar a reacdao ndo foi obtido através do software utilizado e,
dessa forma, a reacdo da LAMP foi realizada em mais tempo do que o encontrado na
literatura, utilizando cerca de uma hora e trinta minutos no minimo e maximo de duas horas

para certificar que o resultado fosse condizente com o esperado.

No inicio, quando a técnica surgiu, Notomi et al.,, 2000, eram utilizados apenas 4

pares de primers (core), sem a utilizacdo dos outros dois pares (loop) que aceleram a reacdo
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e que foram introduzidos posteriormente por Nagamine et al., 2002. Assim concluiu-se que a
técnica funcionaria de maneira similar a descrita originalmente, apenas sendo necessario
aumentar o tempo de incubacdo. Como os testes iniciais ocorreram dentro do esperado,
apresentando mudancas de cor nos tubos, concluiu-se que a técnica funcionou e entao,

prosseguiu-se com o protocolo e os primers.

Apds a aplicacdo da técnica esperavamos que as amostras de pacu ficassem da cor
amarela, porém essa mudanca sé ocorreu apds 3 semanas de espera. Possivelmente, pode-
se atribuir esse resultado a falta de um primer loop de cada espécie, ou no caso dos
tambaquis, a quantidade de DNA que ndo foi suficiente para ocorrer a ligacdo dos primer
atrasando o tempo de reacdo. Posteriormente, foram trocadas as amostras de tambaqui por
outras mais frescas e o resultado foi diferente deste, assim, pode-se concluir que essas
amostras de tambaqui ndo deram certo pela qualidade ou até mesmo quantidade do DNA

presente que foi insuficiente na reacao.

Em uma outra aplicagao da técnica, os resultados deste teste ndo corresponderam
completamente com as expectativas, porém isso pode ser atribuido ao tipo de tecido
utilizado, uma vez que em um trabalho paralelo desenvolvido por Lein, 2022 (em fase de
elaboracdo), notou-se que em tecido muscular houve resposta imediata da técnica, com
mudanc¢a total de coloracdo sem necessidade da incubagdao, demonstrando que a
guantidade de DNA presente nos diferentes tecidos podem influenciar os resultados
obtidos. Entretanto, vale ressaltar que neste trabalho citado havia a presenca de todos os
primers necessarios e que o trabalho foi desenvolvido com o gene Citocromo B,
diferentemente do utilizado para os serraselmideos. Além disso, os resultados com os

serraselmideos podem ter apresentado demora na mudanca de cor em decorréncia da falta
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de dois primers que aceleram a reacdo, sendo possivel atribuir isso a necessidade de mais

tempo na incubacdo e na espera de resultados.

Apds esses resultados, fizemos uma nova etapa de testes e a diferenca de cor entre
este e o primeiro evidencia que a mudanca no tempo de observacdo influenciou na
coloracdo do controle e das amostras, uma vez que as primeiras amostras testadas estavam
ou laranja (para resultado positivo) ou rosa (para resultado negativo), enquanto neste teste
encontrou-se a coloracdo amarela e alaranjada para as mesmas situacdes. Além disso, a
guantidade de DNA observada nessas amostras eram maiores do que as primeiras, o que
pode também ter influenciado no resultado final. O Unico teste na amostra de hibrido que
foi vidvel, ficou de cor alaranjada como o esperado, comprovando que a técnica funcionou
para o proposto, porém com tempo prolongado em temperatura ambiente apds a reagdo

para que a coloracdo do tubo se modificasse totalmente.

Verificou-se que algumas extracoes de amostras de pacu utilizadas ndo apresentaram
qguantidade de DNA dentro do ideal de acordo com a literatura, que pode ser atribuido as
condi¢des de armazenamento, data de coleta e até mesmo do numero de células presentes
na amostra. Assim, foram utilizadas as amostras com valores mais proximos de 50 pl. Para
aplicacdo deste trabalho em pisciculturas e em campo, a otimiza¢ao do ensaio de LAMP sera
necessaria para o gene RAG2, possivelmente através da identificacdo dos primers loop para
aceleracao dos resultados, ou verificacdo da mudanca de tonalidade. Porém ainda vale
ressaltar que a técnica apresentou grande eficacia e serviu ao que foi proposto, sendo assim,
ainda sem otimizar, seria uma técnica alternativa mais barata e vidvel do que a PCR para
locais sem a devida infraestrutura. Além disso, mais estudos sdo necessarios para identificar

guais genes sdo mais adequados para obtencdo dos primers completos (incluindo os primers
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loop) a aplicacdo da técnica garantindo a deteccdo e diferenciacdo de espécies puras e

hibridas.

6 CONCLUSAO

No presente trabalho foi possivel pela primeira vez realizar o diagndéstico das
espécies P. mesopotamicus e C. macropomum, assim como seu hibrido interespecifico
(tambacu) através da técnica de LAMP, sendo desenvolvido um protocolo utilizando o gene
RAG2. A aplicacdo da técnica se mostrou eficiente, notando-se mudancas na coloracdo dos
tubos imediatamente apds a aplicacdo da técnica, porém apenas ficando completamente

distintos apds periodo prolongado.

Os resultados observados foram validados pela comparacdo feita com a PCR
multiplex, que tiveram os mesmo resultados para as espécies estudadas. Embora a coloracao
tenha mudado totalmente apenas apds algumas semanas, a LAMP funcionou corretamente
na identificacdo de espécies puras e seu hibrido, apresentando coloracao diferente para
cada uma delas. Os resultados foram visiveis no momento em que foi retirado da incubacao,
porém foi necessdrio aguardar algum tempo até que mudasse totalmente de cor, ndo
reduzindo sua qualidade e eficacia na deteccdo das espécies. Foi verificado também que
utilizando o tecido do musculo, os resultados sdao mais rapidos e evidentes do que em

amostras da nadadeira, portanto sugere-se utilizar este tecido ao reproduzir a técnica.

Dessa forma, foi possivel a validacdao da técnica LAMP para a identificacdo das

espécies dos peixes em questdo, diagnosticando e diferenciando individuos puros e hibridos.
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Assim, mais trabalhos sd3o necessdrios para otimizar os resultados, assim como o

alinhamento e obtenc¢ado dos primers necessdrios para a aplicacao da técnica.
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