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RESUMO

A Amplificacdo Isotérmica Mediada por loop (LAMP) é uma técnica molecular que tem sido
amplamente utilizada em diversos campos biol6gicos, devido a facilidade com que pode ser aplicada na
identificacdo de espécies. O desenho de primers core e loop para a sua utilizacdo é mais complexo do
gue de primers para PCR, pois sdo seis pares especificos que reconhecem até seis sequéncias distintas
do DNA alvo. Ela possibilita a identificacdo de espécies e permite uma analise rapida, precisa e de baixo
custo, utilizando temperatura constante (de 60 a 65°C) por cerca de 30 minutos. A técnica dispensa o
uso de equipamentos caros, o que amplia e facilita sua utilizacdo nas analises moleculares em campo e
em outras aplicacGes. A identificacdo precisa e rapida de espécies de peixes através da LAMP permite
o diagnostico e analises objetivas, para as problematicas de piscicultura de hibridos, bem como da
autenticagdo de produtos processados de peixes mesmo em ambientes com pouca infraestrutura. O
objetivo do trabalho foi padronizar e otimizar ensaios de LAMP para amostras de Pangasianodon
hypophthalmus e Piaractus mesopotamicus submetidas a extracdo de DNA gendmico, em comparacdo
com amostras processadas por Cell lysis solution e amostras de tecido in natura, por meio de marcadores
moleculares. Foi feito o isolamento, design e aplicagéo dos trés pares de primers, bem como a otimizagdo
do ensaio LAMP de ambas as espécies e a aplicacdo de genes como marcadores moleculares (citocromo
b e RAG2) por PCR convencional nas amostras submetidas aos diferentes processamentos. Foram
obtidos 6 primers para P. hypophthalmus e 5 para P. mesopotamicus, cujas especificidades foram
testadas pelo ensaio LAMP, através da visualizagdo a olho nu da mudanca de coloracdo nos tubos. Os
resultados demonstraram que, de maneira geral, os primers LAMP obtidos para P. mesopotamicus
podem ser espécie-especificos e os para P. hypophthalmus ndo, pois houve amplificagdo cruzada com
amostras de DNA de outras espécies. Além disso, as amostras de tecido in natura e as processadas por
Cell lysis solution apresentaram presenca de produtos de amplificacdo em ambas as espécies,
comparavel as amostras de DNA extraido, o que confirma a possibilidade de utilizagdo de amostras n&o
submetidas a extracdo de DNA genémico em reacdes LAMP futuras. Portanto, o presente estudo
descreve a aplicacdo dessa metodologia de identificacdo de espécies de peixes como mais uma
ferramenta genética para estudos aplicados & aquicultura, relacionados a orientagcdo de programas de
conservacdo e ao manejo adequado de plantéis reprodutores naturais e cultivados, bem como ao
monitoramento da autenticidade genética na producéo e comércio de produtos de peixes.

Palavras-chave: LAMP; Autenticacdo alimentar; Piscicultura de hibridos



ABSTRACT

The Loop-mediated Isothermal Amplification (LAMP) is a molecular technique that has been
widely used in several biological research fields, due to its efficient use in species identification. The
design of its core and loop primers for the amplification is rather more complex than that of the PCR
primer design, because there are six specific pairs for the identification of six distinct sequences in the
target DNA. It does not require expensive equipment, such as thermal cyclers, and the reaction can be
incubated in water baths, which expands and facilitates its use in field molecular analysis for on-site
species identity tests, and other applications, for it enables species identification and allows a rapid,
precise and low-cost analysis, under isothermal conditions (60 — 65°C), for approximately 30 minutes.
The precise and rapid identification of fish species through LAMP allows objective diagnosis and
analysis in the aquaculture of fish hybrids, such as in processed food products authentication, even in
places with low infrastructure. The aim of this study was to standardize and optimize LAMP assays for
Pangasianodon hypophthalmus and Piaractus mesopotamicus samples of extracted DNA, in
comparison with samples processed only by Cell lysis solution, as well as in natura fish tissue, through
the use of molecular markers. The three pairs of LAMP primers were isolated, designed and applied and
the optimization of the assay was performed for both species, as well as the use of genes as molecular
markers in a standard PCR reaction, in the samples processed by different techniques. Six primers for
P. hypophthalmus and five for P. mesopotamicus were obtained and their specificity was tested by
LAMP assays, through the visualization of color change in the tubes. The results showed that, generally,
the LAMP primers obtained for P. Mesopotamicus may be species-specific, although the ones for P.
hypophthalmus are not, because there was cross reaction with DNA samples of other species. Besides
that, the samples of in natura tissue and the ones processed by Cell lysis solution showed presence of
amplification products in both species comparable to the ones of extracted DNA, which confirms the
possibility of using such samples in further LAMP reactions. So, the present study describes the
application of this fish species identification methodology as one more tool for genetic studies applied
to aquaculture, regarding the orientation of conservation programs and the adequate management of
natural and cultivated reproductive stocks, as well as to genetic authenticity monitoring of the production
and trade of fish products.

Keywords: LAMP; Food authentication; Hybrids aquiculture
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1 INTRODUCAO

1.1 Descrigdo da técnica Amplificacdo Isotérmica Mediada por Loop (LAMP)

A reacdo de amplificacdo isotérmica de DNA mediada por loop (LAMP) é uma técnica
que amplifica fragmentos com alta especificidade, eficiéncia e rapidez, sob condic¢oes
isotérmicas, por um mecanismo de deslocamento de fitas (strand-displacement). Foi
desenvolvida em 1998 por uma empresa japonesa chamada Eiken Chemical Co., Ltd. e proposta
pela primeira vez em 2000 por Notomi et al. A técnica consiste na sintese de DNA por
autociclagem, que € realizada pela enzima Bst (enzima isolada de Bacillus stearothermophilus
com atividade de polimerase e transcriptase reversa) com alta atividade de separacao de fitas e
um conjunto de dois pares de primers: internos, forward inner primer (FIP) e backwards inner
primer (BIP), e externos, forward 3 (F3) e backwards 3 (B3), desenhados para reconhecer, de
maneira altamente especifica, seis sequéncias distintas no DNA alvo, sob uma temperatura
constante de 65°C na maioria dos protocolos (Figura 1). (CHAOUCH, 2020; NAGAMINE;
HASE; NOTOMI, 2002; NOTOMI et al., 2000; SOROKA; WASOWICZ; RYMASZEWSKA,

2021).
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Figura 1: Representacdo esquematica do ensaio LAMP. Fonte: Soroka; Wasowicz; Rymaszewska
(2021) e adaptado pela autora.

Os primers da LAMP sdo complexos, altamente especificos e se anelam a sequéncias
em diferentes regides ao longo do DNA alvo (Figura 2). O forward inner primer (FIP) e 0
backwards inner primer (BIP) sdo longos (de 45 a 49 pares de bases) e formados por duas
sequéncias distintas que correspondem as sequéncias senso e antisenso do DNA alvo, sendo
que o FIP contém a sequéncia F1c (complementar a F1) e a F2 (complementar a F2c), espacadas
por uma sequéncia TTTT; e o BIP, a sequéncia B1c (complementar a B1), o espacador TTTT
e a B2 (complementar a B2c). Os primers externos sdo as sequéncias F3 (complementar a F3c)
e B3 (complementar a B3c), que sdo mais curtas (de 21 a 24 pares de bases) e aplicadas em
concentragdes menores na reacao, para que elas flanqueiem a regido alvo mais lentamente do
que os primers internos (NAGAMINE; HASE; NOTOMI, 2002; NOTOMI et al., 2000;
SOROKA; WASOWICZ; RYMASZEWSKA, 2021). As caracteristicas dos primers internos

sdo as responsaveis pela maior especificidade da técnica (NOTOMI et al., 2015).
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A reacdo ¢ dividida em trés momentos: (1) producdo inicial do alvo; (2) ciclagem e
amplificacdo e (3) elongacéo e reciclagem (Figura 3). Ela se inicia pela adi¢do da enzima Bst e
acdo do primer interno FIP, que se anela a regido F2c do DNA alvo e inicia a sintese da fita
complementar (Figura 5, passo 1). Em seguida, o primer externo F3 se hibridiza a regido F3c
no alvo e inicia a sintese de uma nova fita, 0 que acarreta na separacao das duas fitas anteriores
(Figura 5, passos 2 e 3), com a liberacdo de uma delas acoplada ao FIP, resultando na formacéo
de uma estrutura em loop em uma das suas pontas (Figura 5, passo 4). Depois, 0 mesmo
processo acontece com os primers backwards BIP e B3 (Figura 5, passo 4 e 5). Ap0s a acao
desses quatro primers, o resultado é a fita de DNA com estruturas em loop nas duas pontas
(dumb-bell) (Figura 5, passo 6; Figura 4). O passo final dessa etapa consiste na finalizagcdo da
preparacdo inicial do alvo para a amplificagdo através da conversdo da estrutura dumb-bell em
stem-loop, através da acdo do FIP novamente, processo que é critico para a correta ciclagem na

reacao (Figura 3) (NAGAMINE; HASE; NOTOMI, 2002; NOTOMI et al., 2000).

Internal

Primer FIP
\ Loop
Extarnal fic F2 Primer FL
Primer F3 > g
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5" - — [ ] i e — 3
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Loop / \ \
Primer BL ,:‘ External
/ Primer B3
Internal
Primer BIP

Figura 2 Nomenclaturas das seis regides alvo na fita 3°5” do DNA alvo, trés forward (F3c; F2c e F1c)
e trés backward (B1; B2 e B3), bem como suas regides complementares na fita 5’3’ e representagao
esquematica dos primers da LAMP. Os primers internos FIP e BIP sdo compostos pelas regides F2 e
Flc, e B2 e B2c, respectivamente. Os primers externos se anelam as regides F3 e B3 e 0s primers loop
LF e LB entre Flc e F2c, e Blc e B2c, respectivamente. Fonte: Soroka, Wasowicz e Rymaszewska
(2021).
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Figura 3: Representacdo esquematica do mecanismo da LAMP, destacando a etapa de producao inicial
do alvo (“target DNA”), a de ciclagem e amplificagdo (“cycle reaction”) e a de elongagao e reciclagem
(“elongation reaction”). Fonte:: Notomi et al. (2015).
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Figura 4: Representacdo esquematica da estrutura de fita simples de DNA em dumb-bell. Um template
artificial utilizado na primeira etapa da LAMP. Fonte: Soroka, Wasowicz e Rymaszewska (2021).
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Figura 5: Representacdo esquematica do mecanismo da etapa de producdo inicial do alvo da reacao
LAMP. Fonte: Notomi, et al. (2000).

As estruturas de DNA alvo em stem-loop séo as que iniciam a segunda etapa da reacao,
a de ciclagem e amplifica¢do, por meio da hibridacdo do FIP com a regido do loop. Nesse
momento, o FIP se anela a porcao fita simples da estrutura stem-loop e dé inicio a uma nova
sintese, liberando a fita gerada anteriormente, que, por sua vez, forma uma nova estrutura stem-
loop, que da continuidade ao processo. Mais adiante, de forma semelhante, o BIP se anela a
regido alvo e também continua a amplificagdo (NAGAMINE; HASE; NOTOMI, 2002;

NOTOMI et al., 2000; 2015).

No terceiro momento, da elongacdo e reciclagem, as reacdes de sintese por
deslocamento de fitas sdo novamente mediadas pela Bst, a partir dos stem-loop e séo
sequencialmente repetitivas, exponencialmente produzindo inimeros produtos de amplificagéo.
Os produtos finais ndo séo cdpias lineares de fita dupla ou simples do alvo, sdo de diferentes
propor¢des, uns sdo estruturas stem-loop de DNA e outros sdo mais complexos, estruturas

compostas por varios loops que se formam pelo anelamento de sequéncias copiadas invertidas
15



na mesma fita (estruturas em “formato de couve-flor”) (Figura 6). Posteriormente, para as
andlises, fragmentos de DNA fita-simples podem ser isolados desses produtos (NAGAMINE;
HASE; NOTOMI, 2002; NOTOMI et al, 2000; 2015; SOROKA; WASOWICZ;

RYMASZEWSKA, 2021).
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Figura 6: Representacdo esquematica das etapas 2 e 3 da LAMP, com destaque para os produtos de
amplificacdo de diferentes tamanhos e estruturas que sdo produzidos. Fonte: Eiken Chemical Co., Ltd
(2005).

Como a reacdo inteira acontece de forma isotérmica, ndo ha a etapa de desnaturacao da
fita, sendo essa funcdo realizada pela enzima Bst, que realiza a desnaturacdo de uma fita
enguanto outra é formada, sem a necessidade de elevar a temperatura a 95°C. Esse e outros
fatores permitem com que a LAMP seja extremamente eficaz e rapida, quando comparada com
a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), por exemplo; em menos de 1 hora, os ciclos da

reagdo acumulam 10° copias da sequéncia alvo, uma vez que o produto de um ciclo serve como
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substrato para a gera¢ao de novos produtos; enquanto que, na PCR, sdo produzidos cerca de um
milhdo (10°) de cdpias. Pelo fato de a reagdo reconhecer o DNA alvo inicialmente por seis
sequéncias e, nos estadgios mais posteriores, por quatro sequéncias, € esperado que a
amplificacdo seja de alta seletividade (NAGAMINE; HASE; NOTOMI, 2002; NOTOMI et al.,

2000; SOROKA; WASOWICZ; RYMASZEWSKA, 2021; XIONG et al., 2021b).

Posteriormente, um segundo trabalho, de Nagamine, Hase e Notomi (2002), apresentou
uma alternativa acelerada da LAMP, que reduz o tempo da reacdo ainda mais, para trinta
minutos, através da adicdo de mais um par de primers ao protocolo, os primers loop forward
(LF) e backwards (LB), que reconhecem mais duas sequéncias distintas do DNA, além das seis
anteriores reconhecidas pelos primers core (internos e externos). O primer LF flanqueia a
regido entre F2 e F1, na direcdo F1 e F2, e 0 LB entre B1 e B2 (Figura 2; figura 7). Esses dois
primers extra se hibridizam as estruturas stem-loop que néo sofreram acao dos primers internos
e iniciam mais uma etapa de sintese de DNA por strand-displacement, durante a terceira etapa
da reacdo, a de elongacéo e reciclagem. Mais adiante, esses primers sao ativados apenas uma
vez quando novas estruturas artificiais séo criadas, um fator que aumenta a seletividade da

reacio (SOROKA; WASOWICZ; RYMASZEWSKA, 2021).

GCTCATAGGAGATATGGTAGAGCCGCAGACACGTCGTATGCAGGAACGTGC
F2 -

lcop F

TGCGCECTGCCTGCTGAACTTCCGATAGTGCGGGTGTTGAATGATTTCCAGT
Fl

TGCTACCGATTTTACATATTTTTTGCATGAGAGAATTTGTACCACCTCCCA
El

CCGACCATCTATGACTGTACGCCACTGTCCCTAGGACTGCTATGTGCC
> B2
loop B

Figura 7: Sequéncias de nucleotideos do DNA alvo evidenciando a regido de anelamento dos primers
loop forward (loop F) e backward (loop B). Fonte: Nagamine, Hase e Notomi (2002).
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Dessa maneira, a reacdo padrdo da LAMP utilizada nos trabalhos mais recentes é a
alternativa acelerada de Nagamine, Hase e Notomi (2002), que consiste na repeticdo de dois
tipos de elongagéo: (1) auto-elongacgéo a partir das estruturas em stem—loop e (2) anelamento
dos primers LF e LB e elongacdo na regido do loop (NOTOMI et al., 2015; SOROKA;

WASOWICZ; RYMASZEWSKA, 2021).

Com o avanco das pesquisas e aumento do interesse na técnica, foram desenvolvidas
algumas variagdes, como a Amplificacdo Isotérmica Mediada por Loop de Transcrigdo Reversa
(RT-LAMP) (possibilitada pela acdo da enzima Bst) para sequéncias de RNA; a LAMP
multiplex e a LAMP com visualizagdo em real-time (com alteracdo do protocolo original)
(CHAOUCH, 2020; NOTOMI et al, 2000; 2015, SOROKA; WASOWICZ,;

RYMASZEWSKA, 2021).

A deteccdo de seus produtos é relativamente simples e se utiliza de métodos comuns a
outras técnicas de amplificacdo, como por turbidez (Figura 8), colorimetria, fluorescéncia
(corantes SYBR Green e EvaGreen) e, também, por visualizacao real-time, isso devido a alta
especificidade e grande quantidade de produtos gerados pela reacdo. O resultado pode ser
observado logo apds a reacdo e até enguanto a reacdo esta acontecendo, sem nenhum
procedimento adicional, sendo, no entanto, mais indicada a observacdo ap6s um curto periodo
de descanso a temperatura ambiente (KUNDAPUR; NEMA, 2016; NOTOMI et al., 2015;

MORI; NOTOMI, 2009; SOROKA; WASOWICZ; RYMASZEWSKA, 2021).

N&o ha a necessidade da separacdo dos produtos por eletroforese com gel de agarose,
com a utilizacdo de corantes artificiais, no entanto, é possivel utiliza-la para visualizacdo. Em
contraste com a PCR, os produtos da LAMP formam bandas de diferentes tamanhos e pesos
moleculares, pois seus produtos sdo estruturas variadas (Figura 9). Essa é uma alternativa mais
lenta e desgastante, com a possibilidade de contaminacdo cruzada das amostras, pela grande

quantidade de amplicons gerados, ndo sendo, portanto, o método de deteccdo mais
18



recomendado (CHAOUCH, 2020; NOTOMI et al., 2000; 2015; SOROKA; WASOWICZ;

RYMASZEWSKA, 2021).

Figura 8: Exemplo de deteccdo de produtos LAMP por visualizagdo a olho nu. (A) Deteccdo por
turbidez: tubo da esquerda transparente, auséncia de produto (negativo) e tubo da direita opaco, presenca
de produto (positivo). (B) Deteccéo por fluorescéncia: tubo da esquerda, auséncia de produto (negativo)
e tubo da direita fluorescente, presenca de produto (positivo). Fonte: Mori e Notomi (2009).
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Figura 9: Exemplo de uma eletroforese em gel de agarose de amostras de DNA amplificado por LAMP.
Fonte: Rahman et al. (2017).

A visualizagdo qualitativa por turbidez é a mais simples e rapida. Um produto residual
da LAMP é o pirofosfato de magnesio (Mg2P207), gerado enquanto 0s nucleotideos sé&o
adicionados a nova cadeia de DNA sintetizada e depositado em suspenséo ou sedimentado na

solucéo da reacdo, possibilitando, assim, a sua visualizacdo a olho nu. Portanto, se o tubo esta
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opaco, houve a formagao do produto residual, indicando presenca de amplificacdo, enquanto
que um tubo transparente, indica auséncia de reacdo (Figura 8). Para uma visualizacédo
quantitativa, é possivel o pareamento com andlises real-time (MORI; NOTOMI, 2009;

SOROKA; WASOWICZ; RYMASZEWSKA, 2021; XIONG et al., 2020).

O maior numero de primers e regides reconhecidas no DNA alvo so as caracteristicas
marcantes que definem a alta sensibilidade da LAMP em reconhecer um minimo de seis copias
de DNA em toda a mistura da reacdo. Além disso, € observada também uma maior resisténcia
a backgrounds (fragmentos de DNA irrelevantes e agentes inibidores de reacéo), o que reduz
as limitacGes em relacdo as outras técnicas de amplificacdo de acidos nucleicos (CHAOUCH,
2020; KUNDAPUR; NEMA, 2016; NOTOMI et al.,, 2000; SOROKA; WASOWICZ;
RYMASZEWSKA, 2021). Além disso, os resultados apresentados por Nagamine, Hase e
Notomi (2002) sugerem que a LAMP acelerada pelo uso de loop primers aumenta ainda mais

a sensibilidade da reagéo.

1.2 Vantagens e limitacGes da técnica LAMP

A técnica LAMP ¢ relativamente nova e apresenta uma série de vantagens para usos
diversos em biologia molecular, comparado a outras técnicas de amplificacdo. Os motivos pelos
quais ela atrai muito a atencdo de pesquisadores de diversas &reas sdo: a reacdo pode ser
realizada em qualquer laborat6rio de biologia molecular, com uso de equipamentos simples
(como banho-maria ou banho seco, dispensando o uso de equipamentos caros, cOmo
termocicladores); tem duragdo de alguns minutos; com alta sensibilidade e seletividade da
amplificacdo; ndo requer um template de DNA desnaturado para a amplificacdo; é menos

sensivel a inibidores de reacdo que a PCR; requer apenas uma enzima para a sintese de DNA e
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a deteccdo dos produtos pode ser feita a olho nu (CHAOUCH, 2020; MORI; KANDA;
NOTOMI, 2013; NAGAMINE; HASE; NOTOMI, 2002; NOTOMI et al., 2000, 2015;
SOROKA; WASOWICZ; RYMASZEWSKA, 2021; XIONG et al., 2021b). Além disso, em
teoria, raramente ha a producdo de produtos nao especificos por meio da LAMP acelerada
(NAGAMINE; HASE; NOTOMI, 2002). A técnica é especialmente vantajosa para trabalhos
de campo e diagnosticos point-of-care ou em hospitais, devido a sua velocidade e tempo
reduzido de reacdo (MORI; KANDA; NOTOMI, 2013; NAGAMINE; HASE; NOTOMI, 2002;
NOTOMI et al., 2015; SOROKA; WASOWICZ; RYMASZEWSKA, 2021; XIONG et al.,

2021b).

Diante dessas vantagens, sua principal limitacdo esta relacionada ao desenho dos seis
primers espécie-especificos (KASHIR; YAQINUDDIN, 2020; NAGAMINE; HASE;
NOTOMI, 2002; NOTOMI et al., 2000, 2015; XIONG et al., 2021b), que devem seguir
rigorosos critérios de otimizacdo: concentracdo; localizacdo dos pares de nucleotideos;
distancia entre regides do DNA e os primers devem apresentar estrutura de fita simples a 60 -
65°C, sem criarem uma fita dupla. Esses detalhes requerem atencdo, porque o uso de maltiplos
pares de primers para amplificar a mesma sequéncia pode aumentar 0 nimero de interacGes
entre eles. Além disso, dependendo do alvo da pesquisa, para a escolha correta dos primers,
deve ser feita uma analise entre a sequéncia selecionada e outras de organismos e espécies
semelhantes e de proximidade filogenética com a espécie alvo, para verificar regides
flanqueadoras adequadas. Para isso, ha disponiveis softwares proprios de suporte que
simplificam o design apropriado dos primers (NOTOMI et al., 2015; SOROKA; WASOWICZ;

RYMASZEWSKA, 2021; XIONG et al., 2020; 2021).

Uma outra limitacdo da técnica reside no fato de que, apesar de ser uma excelente
ferramenta diagndstica, seus produtos de amplificagdo ndo podem ser aproveitados para futuras
analises, como clonagem e sequenciamento, como 0s da PCR (KASHIR; YAQINUDDIN,
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2020; KUNDAPUR; NEMA, 2016; NOTOMI et al. 2002; 2015; SOROKA; WASOWICZ;
RYMASZEWSKA, 2021). Também requer atencdo a sua sensibilidade a possiveis
contaminagfes cruzadas, por exemplo por particulas contidas no ar (KUNDAPUR; NEMA,

2016).

1.3 Aplicacdes da técnica LAMP

Essa técnica é excelente para aplicacbes que demandam velocidade, tolerancia a
inibidores e baixo custo e os esforgos extensivos em pesquisas de base dessa técnica
contribuiram e facilitaram o seu uso em diversas aplicacbes, como em trabalhos de campo;
point-of-care testing na deteccdo de patdgenos em cenarios clinicos e identificacdo de espécies
para 0 monitoramento genético de produtos alimentares comercializados e de amostras
ambientais (CHAOUCH, 2020; KUNDAPUR; NEMA, 2016; NAGAMINE; HASE;

NOTOMI, 2002; NOTOMI et al., 2015; SOROKA; WASOWICZ; RYMASZEWSKA, 2021).

Atualmente, ha inimeros trabalhos desenvolvidos com o uso da LAMP como técnica
de amplificacdo e esse nimero vem crescendo, principalmente nos ultimos anos, devido a
pandemia da Covid19, pois € um método de diagndstico da infeccéo pelo SARS-Cov-2 (MORI;
KANDA; NOTOMI, 2013; REF). As possiveis aplicacdes da LAMP excedem o escopo deste

trabalho, todavia, nos préximos subtopicos serdo exploradas algumas das mais relevantes.

1.3.1. Identificagdo de patdgenos humanos e animais
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Desde o desenvolvimento da técnica LAMP, foram padronizadas reagdes especificas
para a identificagdo de diversos patdgenos para o diagndsticos de doengas por varios grupos de
pesquisas e utilizados métodos comparativos entre a LAMP e outras técnicas de amplificacao,

como a PCR (MORI; KANDA; NOTOMI, 2013).

Na medicina, j& foram desenvolvidos uma variedade de primers e sdo utilizados Kits
especificos para a deteccdo de virus, bactérias, fungos e parasitas humanos, como: SARS-Cov;
SARS-Cov-2; virus da Influenza; papiloma virus humano; virus HIV; Mycobacterium
tuberculosis; Escherichia coli; Mycoplasma pneumoniae; Plasmodium falciparum; Legionella
sp.; Plasmodium falciparum; Clostridium difficile; Staphylococcus aureus e S. pneumoniae;
Salmonella sp. Leishmania sp. e Trypanosoma brucei. Além disso, também foram padronizados
ensaios LAMP para a detecgdo de quatro sorotipos do virus da dengue, virus da encefalite
japonesa e virus do Nilo Ocidental em pacientes com infeccdo aguda, bem como em mosquitos
vetores em seus respectivos paises endémicos (ERBER et al., 2022; KASHIR, YAQINUDDIN,
2020; LI et al., 2017; MORI; KANDA; NOTOMI, 2013; NZELU; KATO; OU et al., 2021,

PETERS, 2019; SOROKA; TORRES et al., 2011; WASOWICZ; RYMASZEWSKA, 2021).

A LAMP tem se mostrado extremamente Util no que tange ao diagndéstico das doengas
tropicais negligenciadas (DTN), sendo que, das 17 reconhecidas pela OMS, 14 foram analisadas
utilizando essa técnica. Desse modo, ela se apresenta como uma alternativa viavel e promissora
para o diagndstico e monitoramento epidemiolégico das DNTs (MORI; KANDA; NOTOMI,
2013), diante da possibilidade de sua aplicagdo em locais de acesso limitado a recursos em
paises sub-desenvolvidos ou em desenvolvimento, principalmente quando associada a um
processamento simplificado das amostras (NOTOMI et al.,, 2015). Um exemplo muito
interessante é um ensaio LAMP descrito no trabalho de Sako et al. (2013), cuja reacdo foi
incubada em uma garrafa térmica e apresentou uma capacidade comparavel de detecgdo da
presenca de Taenia sp. em amostras de fezes a das reagdes incubadas em termociclador.

23



Atualmente, o método referéncia para os testes de deteccdo de COVID-19 é 0 RT-qPCR,
no entanto, a possibilidade da sua substituicdo pelo RT-LAMP vem sendo alvo de pesquisas e
os testes desenvolvidos durante a pandemia tém se mostrado extremamente efetivos na deteccao
de infecgdes ativa. Kashir e Yaginuddin, (2020) apontam 0 sucesso desses testes, que Sao
capazes de detectar de uma a dez cdpias de DNA viral na reacdo, sendo significativamente mais
sensivel que a PCR. Além disso, mais uma vez, a grande vantagem da técnica esta na sua
possibilidade de uso em campo e outras condi¢des nédo-laboratoriais, como aeroportos,
pequenos hospitais e clinicas (CHAOUCH, 2020; FOWLER et al., 2021; KASHIR;
YAQINUDDIN, 2020; NAWATTANAPAIBOON et al., 2021; SOROKA; WASOWICZ;

RYMASZEWSKA, 2021).

Extrapolando a area de identificacdo de patdgenos, no Japdo foi desenvolvido um
sistema de deteccdo molecular automatizado, utilizando RT-LAMP para detectar células
cancerigenas que sofreram metéastase e invadiram linfonodos em pacientes com cancer de mama

(TAMAKI et al., 2009).

Sua importancia na medicina veterinaria esta principalmente na detec¢do de patdgenos,
com destaque para doencas de importdncia econdmica, sanitaria e epidemiolégica, em
contextos de utilizagdo point-of-care em campo e em locais com pouca infraestrutura (PADZIL
et al., 2022; SOROKA; WASOWICZ; RYMASZEWSKA, 2021). Ja foram descritos na
literatura veterinaria ensaios para a deteccdo das seguintes infecgdes: leishmaniose visceral e
cutdnea (NZELU; KATO; PETERS, 2019); infec¢do pelo virus da Influenza A, subtipos H1,
H5, H7 e HY; circovirus; virus da bronquite infecciosa e polyomavirus hemorragico de gansos
em aves (PADZIL et al., 2022); doenga da cabe¢a amarela em camardes (KHUNTHONG et al.,
2013); infecgdo por kobuvirus entérico suino (LI et al., 2014); toxoplasmose em gatos e cées

(XUE et al., 2021), entre varias outras (SOROKA; WASOWICZ; RYMASZEWSKA, 2021).
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1.3.2. Aplicagdes em plantas

No contexto da agricultura, a possibilidade do diagnéstico rapido e eficiente de
infeccbes vegetais provida pela LAMP em laborat6ério ou em campo pode contribuir para a
prevencdo do espalhamento do patdgeno em outras plantas saudaveis. Isso pode minimizar
danos no comeércio e transporte de produtos vegetais, bem como, ser aplicado no controle e
monitoramento de doencas quarentenarias e ndo quarentenarias. Trabalhos que ja foram
desenvolvidos com a LAMP para a deteccdo de infecgdes virais apresentam sensibilidade de
100 até 1000 vezes maior do que reacdes de PCR de especificidade comparavel (SOROKA,;
WASOWICZ; RYMASZEWSKA, 2021). Como exemplo tem-se o ensaio LAMP desenvolvido

por Ortega et al. (2019) para a detecgéo de infec¢des por Monilinia spp. em nectarinas.

Outro uso seria na identificacdo de pragas, como a lagarta-do-cartucho (Spodoptera
frugiperda) (OSABUTEY et al., 2022), além da identificacdo de plantas geneticamente
modificadas (PGMs), podendo serem feitas analises em campo, e na identificacdo de espécies
de importancia econémica, medicinal e ambiental (KUNDAPUR; NEMA, 2016; SOROKA;

WASOWICZ; RYMASZEWSKA, 2021).

1.3.3. Identificacdo de espécies animais

No contexto da conservacdo ambiental, a LAMP tem se mostrado bastante promissora
por sua habilidade de rapida identificacdo de espécies. O trabalho de Suzuki et al. (2021)
exemplifica isso, ao utilizad-la na identificacdo de uma espécie de salamandra japonesa

(Hynobius tokyoensis) nacionalmente ameacada de extingdo, em um contexto em que a
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identificacdo ndo ambigua do grupo morfologicamente muito semelhante a outros é vital para

0 Seu manejo e conservagéo.

Outro exemplo se encontra no trabalho de But et al. (2020), que apresenta a LAMP
como uma alternativa para uma identificacdo mais vantajosa das 12 espécies de tubardes
listadas pela Convencéo sobre o Comércio Internacional das Espécies Silvestres Ameagadas de
Extin¢do (CITES), que ainda sdo alvo de superexploracdo e correm sérios riscos de extingao.
Dessa maneira, a identificacdo rapida e simples auxiliaria os 6rgaos e agentes de fiscalizagdo a
monitorar efetivamente o comércio ilegal dessas espécies, bem como nas pesquisas, para o

manejo e desenvolvimento de técnicas de peixamento legais e sustentaveis (BUT et al., 2020).

A aplicabilidade da LAMP para a identificacdo de espécies pode ser estendida para a
identificacdo de tracos de seres vivos, 0 que amplia 0 seu uso para 0 comercio e investigacdes
de autenticidade de produtos animais e vegetais comercializados (SOROKA; WASOWICZ;

RYMASZEWSKA, 2021).

Na andlise desenvolvida por Yu et al. (2019), a LAMP foi utilizada para a identificacao
e rastreamento de produtos de peles de animais aplicadas a inspe¢des em campo, sendo sua alta
sensibilidade, tolerancia a inibidores e possibilidade de uso de amostras de DNA de menor
qualidade fatores determinantes para os resultados obtidos. Nesse caso, a técnica contrasta com
0 PCR que é consideravelmente menos resistente a inibidores, como 0s pigmentos e outras

substéncias utilizadas no preparo das peles para a fabricacéo dos produtos.

Outra aplicacdo importante é o uso da LAMP para testes de identificagdo de espécies
em produtos alimentares processados. A industria de alimentos sofre muito com fraudes e
identificacdo cruzada de carnes e produtos processados, cenario esse que abre precedentes para
métodos simples, rapidos e efetivos para identificacdo correta de produtos no campo para o

controle de qualidade. Essa situacdo € prevalente em paises subdesenvolvidos e em
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desenvolvimento, muito populosos e com alta demanda por carnes e produtos derivados; sendo
os principais alvos, os de origem suina, bovina e de peixes (CLANJAK-KUDRA et al., 2021;

RAN et al., 2016; SOROKA; WASOWICZ; RYMASZEWSKA, 2021; TATULLI et al., 2020).

Peixes e derivados de peixe compde 17% do consumo mundial de proteina animal e
dentro desse mercado h4 um elevado indice de fraude através da rotulagem errada e substituicéo
de espécies de valor mais alto por de valor mais baixo para obtencdo ilegal de lucro. Essa prética
trés tanto prejuizos financeiros quanto sanitarios para o consumidor (CLANJAK-KUDRA et
al., 2021). Para o ambiente, uma das consequéncias dessas fraudes é que ela subestima e
mascara a biodiversidade explorada comercialmente, o que pode conduzir a um consumo

inadvertido de espécies ameacadas (TATULLI et al., 2020; XIONG et al., 2021a).

Os principais exemplos na literatura de autenticacdo de alimentos derivados de peixes
utilizando a LAMP s&o: produtos processados de salméo (Salmo salar) (XIONG et al., 2021b;
2020b; LI et al., 2022); de truta (Oncorhynchus mykiss) (XIONG et al., 2020); de atum
(Katsuwonus pelamis) (XIONG et al., 2021a) e de bacalhau (LI et al., 2021). Dentre esses
trabalhos mencionados, o de Xiong et al. (2021b) se destaca, tendo sido desenvolvido um ensaio
LAMP real time para a deteccdo rapida de Salmo salar através de fragmento do gene
mitocondrial Citocromo b, em amostras de produtos processados comercializados. Nas reacoes
ndo houve amplificag@o cruzada com outras espécies analisadas a sensibilidade foi de deteccao

de um minimo de 5 pg de DNA.

1.4 Reacdo LAMP em amostras com processamento simplificado

Além da alta especificidade, outro aspecto muito relevante da técnica é o fato de a

enzima polimerase utilizada ser resistente a inibidores, permitindo com que haja uma
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simplificacdo do processo de extracdo do DNA alvo da amostra (MORI; KANDA; NOTOMI,

2013; NOTOMI et al., 2015; SOROKA; WASOWICZ; RYMASZEWSKA, 2021)

No caso da LAMP, ha trabalhos que utilizaram técnicas alternativas a extracdo de DNA
para a preparagdo das amostras. Uma vez que ha enzimas polimerases que foram desenvolvidas
com menor sensibilidade a inibidores e a sequéncias de DNA irrelevantes, sendo capazes de
realizar amplificagéo de alta eficiéncia mesmo na presenca deles, o que sugere a possibilidade
do uso de amostras submetidas a processamentos mais simplificados e, até, sem a extracao de
DNA convencional (CHAOUCH, 2020; MORI; KANDA; NOTOMI, 2013; NOTOMI et al.,

2000, 2015; SOROKA; WASOWICZ; RYMASZEWSKA, 2021).

Fowler et al. (2021) descrevem o uso da LAMP para o diagnostico efetivo de COVID-
19 a partir de amostras de RNA extraido, bem como diretamente de meios de transporte de virus
(swabs naso e orofaringeos) sem extracdo. As amostras nao extraidas foram diluidas em agua
livre de nuclease, em um total de 5 minutos de preparacdo. Essa simplicidade se mostra
extremamente Util para a realizacdo de testes proximos a pacientes sintomaticos e para a triagem

de pacientes assintomaticos (FOWLER et al., 2021).

No trabalho de Tatulli et al. (2020) a LAMP também foi utilizada tanto em amostras
submetidas a extracdo convencional de DNA, quanto em outras que passaram por um protocolo
de extracdo rapida. Dentro da problematica de autenticagcdo de produtos processados de frutos
do mar, a espécie alvo Loligo vulgaris foi identificada e discriminada das duas espécies

préximas, Loligo reynaudii e Loligo forbesii.

Desse modo, a simplificagcdo do processamento das amostras anterior & amplificacdo
por LAMP abre precedentes para inimeras aplica¢cdes que demandem simplicidade, rapidez e
eficacia (CHAOUCH, 2020; FOWLER et al., 2021; MORI; KANDA; NOTOMI, 2013;

NOTOMI et al., 2000, 2015; SOROKA; WASOWICZ; RYMASZEWSKA, 2021)
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1.5. Consideragdes sobre as espécies modelo

1.5.1. Pangasianodon hypophthalmus

O Pangasianodon hypophthalmus, popularmente chamado de panga ou bagre-tubarao-
tra, € um peixe continental, pertencente a familia de bagres siluriformes Pangasiidae e é original
do do Delta do Rio Mekong no Vietnd, podendo ser encontrado no sul e sudeste asiatico. Eles
sdo comercializados principalmente na forma de filés congelados e sdo conservados em
estoques por longos periodos de tempo (HA et al., 2020; SOUZA et al., 2020; WANG; HSIEH,

2016; WAYCOTT, 2015).

Essa espécie tem elevada importancia econdmica, uma vez que esta entre as espéecies de
peixes mais consumidas no Brasil e € muito aceita por consumidores em diversos paises, por
apresentar sabor suave, coloracdo branca e auséncia de 0ssos nos filés. Para os produtores, sua
producdo apresenta favoravel custo-beneficio, sdo peixes de facil manejo, com alto potencial
de cultivo e muito férteis (HA et al., 2020; SOUZA et al., 2020; WANG; HSIEH, 2016;
WAYCOTT, 2015). Grande parte do panga comercializado no Brasil é importada do Vietnd,
que esté no ranking global de exportacdo desse pescado, devido ao grande cultivo da espécie
no pais. Entre os anos de 2008 e 2010, a producéo global de peixes panga excedeu a quantia de
um milh&o de toneladas e, em 2012, a do Vietnd compds 75% da producédo global (HA et al.,
2020; SOUZA et al., 2020; THO; TUYET; TOJO, 2021). Atualmente € uma mercadoria
exportada para mais de 100 paises, tendo como principal mercado a Europa, os Estados Unidos

e a Russia (WANG; HSIEH, 2016; WAYCOTT, 2015).

No contexto da piscicultura da espécie, semelhante ao de outros grupos de peixes, ha

ocorréncia de hibridizacdo entre espécies proximas, o que pode comprometer a producdo, uma
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vez que alguns hibridos sao férteis. No caso de P. hypophthalmus, a identificagdo morfoldgica
nos estagios larvais ndo é muito bem estabelecida e os hibridos adultos ndo s&o facilmente
distinguidos dos parentais puros, o que pode resultar em uma mistura e contaminacao genética

dos estoques e plantéis reprodutores (SRIPHAIROJ; NA-NAKORN; KLINBUNGA, 2018).

No comércio de filés de panga, bem como de produtos processados, ha a identificacdo
cruzada e substituicdo fraudulenta de produtos de valor mais alto por mais baratos, como
apresentado no topico 1.3 desta secdo. Nesses casos, a identificacdo com base em morfologia é
totalmente inadequada, surgindo, portanto, a necessidade de ferramentas de identificacdo
molecular inovadoras, rapidas e de baixo custo, para a garantia da autenticidade e rastreamento
desses produtos, desde a producdo, até o consumo (SRIPHAIROJ; NA-NAKORN;
KLINBUNGA, 2018; WANG; HSIEH, 2016; WONG et al., 2014). E nesse contexto que a
LAMP se mostra, mais uma vez, como uma alternativa promissora para 0 monitoramento

genético da producdo e comércio dessa espécie.

1.5.2. Piaractus mesopotamicus

A espécie Piaractus mesopotamicus, popularmente chamada de Pacu-caranha ou
Pacuguacu, sdo peixes de agua doce caracideos pertencentes a subfamilia Serrasalminae, da
familia Serrasalmidae. Esses peixes sdo de grande interesse econdémico, e se destacam como
maior produgdo de peixes continentais nativos no Brasil devido a alta qualidade da carne e
rendimento produtivo. O seu cultivo é uma alternativa para suprir a demanda comercial e evitar
a superexploracgéo dos estoques de populac¢des naturais. No contexto das pisciculturas do Brasil,
muitos produtores intercruzam as espécies, para obterem hibridos, por causa das possiveis

vantagens zootécnicas: maior taxa de crescimento, maior resisténcia a variagdes ambientais e
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doencas (vigor hibrido) e menores taxas de canibalismo (HASHIMOTO, 2011; HASHIMOTO

etal., 2011; MARTINS, 2017).

Nesse contexto, a LAMP se apresenta como um método mais efetivo, rapido e de baixo
custo de identificacdo de espécies alternativo a identificagdo morfoldgica, que pode ser aplicado
pelos produtores de pisciculturas em campo para 0 monitoramento de suas matrizes genéticas
e, assim, prevenir danos e prejuizos as produgdes e ao meio ambiente (NAGAMINE; HASE;

NOTOMI, 2002; NOTOMI et al., 2000, 2015; HASHIMOTO et al., 2011).

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Padronizar e otimizar ensaios de amplificacdo isotérmica mediada por loop para
amostras de Pangasianodon hypophthalmus e Piaractus mesopotamicus submetidas a extracdo
de DNA genémico, em comparagdo com amostras processadas por Cell lysis solution e

amostras de tecido in natura, por meio de marcadores moleculares.

2.2 Objetivos especificos

- Desenhar primers LAMP espécie-especificos para a identificacdo de Pangasianodon

hypophthalmus e Piaractus mesopotamicus;

- Otimizar reacbes LAMP para aplicar os marcadores em amostras de DNA de

Pangasianodon hypophthalmus e Piaractus mesopotamicus extraidas por kit comercial;
31



- Comparar a sensibilidade das reac6es aplicando-as em amostras submetidas a diferentes

processamentos por Cell lysis solution;

- Comparar a sensibilidade das reagdes aplicando-as em amostras de tecido in natura, ndo

submetidas a nenhum tipo de processamento;

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao das amostras bioldgicas

No presente trabalho, foram utilizadas amostras de Pangasianodon hypophthalmus e
Piaractus mesopotamicus para avaliar a especificidade do ensaio de LAMP na identificacdo de
espécies. Foi realizada uma Unica coleta de exemplares de P. hypophthalmus em uma peixaria
situada na cidade de Bauru, SP, no dia 27 de outubro de 2021, e foi realizada uma amostragem
de dois filés congelados de individuos comercializados com a Nomenclatura Comum do
Mercosul (NCM) de panga (No 0304.32.90) (FAZCOMEX, 2022). Dez amostras de tecidos de
cada filé foram fixadas em élcool absoluto para a posterior analise molecular, totalizando 20
amostras. Apos a identificacdo com cddigos internos, todo o material foi incorporado ao banco

de tecidos do Laboratorio de Genética de Peixes (LaGenPe) da UNESP de Bauru/SP.

Em relacdo ao Piaractus mesopotamicus, foram utilizadas amostras de fragmentos de
nadadeira caudal congelados de individuos puros do banco de tecidos do LaGenPe previamente

coletados e identificados molecularmente por Hashimoto (2011).

3.2 Extracdo do DNA genémico
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A extracdo e purificagio do DNA genbmico total de cada individuo de P.
hypophthalmus foi feita a partir de amostras de tecido de musculos coletadas dos filés e dos P.
mesopotamicus, a partir de fragmentos da nadadeira caudal. Foi utilizado o kit comercial
“Wizard Genomic DNA Purification kit - Promega (Prodimol Biotecnologia, Belo Horizonte,
Minas Gerais Brazil), de acordo com o protocolo padrao do laboratério. Cada amostra de tecido
foi adicionada a 300 pl de Nuclei Lysis Solution e 4 pl de Proteinase K e incubadas
posteriormente por 2 horas em banho-maria a 60°C. Em seguida, foi adicionado 3,0 pl de

RNAse incubadas 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 ul de isopropanol.
Novamente foram centrifugadas por 4 minutos a 13.000 rpm, descartando o sobrenadante e
adicionando 600 pl 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 temperatura ambiente
por 16 horas e posteriormente foram adicionados 35 pl da solugdo 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).

3.3 Processamento das amostras de tecido

Aleém da tradicional extracdo de DNA, amostras selecionadas de ambas as espécies

foram submetidas a diferentes processamentos alternativos para tentativa de extragdo de DNA
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de maneira mais simples e rapida. Foi selecionada a amostra de P. hypophthalmus denominada
Pgl, em referéncia ao nome popular da espécie (“panga”), ¢ a amostra PA-15 de P.
mesopotamicus, também referenciando seu nome comum (“pacu”) e foram utilizados quatro
fragmentos de tecido da mesma amostra para cada espécie para os testes. Todos os 8 tubos
contendo os fragmentos de tecido foram homogeneizados e acrescido de 1 mL de Cell lysis
solution do kit comercial da Promega (item 3.2), sendo posteriormente incubados a 60°C em

banho-maria em periodos de tempo indicados na Tabela 1.

Tabela 1: Processamento por Cell lysis solution das quatro amostras de P. hypophthalmus e quatro de
P. mesopotamicus, submetidas & mesma temperatura (60°C) com tempos de incubacdo de: 20 horas, 3
horas, 1 hora e 30 minutos.

Identificacdo da Espécie Tempo de Temperatura

amostra incubacéo de incubacéo
Pgl cell lysis 1 Pangasianodon hypophthalmus 20 horas 60°C
Pg1 cell lysis 2 Pangasianodon hypophthalmus 3 horas 60°C
Pg1 cell lysis 3 Pangasianodon hypophthalmus 1 hora 60°C
Pgl cell lysis 4 Pangasianodon hypophthalmus 30 minutos 60°C
PA-15 cell lysis 1 Piaractus mesopotamicus 20 horas 60°C
PA-15 cell lysis 2 Piaractus mesopotamicus 3 horas 60°C
PA-15 cell lysis 3 Piaractus mesopotamicus 1 hora 60°C
PA-15 cell lysis 4 Piaractus mesopotamicus 30 minutos 60°C

3.4 Amplificacdo dos genes Citocromo b e RAG2 por PCR convencional

Apos a extracdo de DNA dos individuos de ambas as espécies pelo kit da Promega,
foram aplicados os respectivos marcadores nucleares na reacdo de PCR. Para a amplificacdo

dos genes nas 5 amostras de P. mesopotamicus, foi aplicado o marcador previamente
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desenvolvido e caracterizado por Hashimoto (2011), o gene nuclear ativador da recombinacao
2 (RAG2), denominado de RAG2 Serra pelo autor, através do par de primers forward (F) e
reverse (R) espécie-especificos. O volume total foi de 25 pl por amostra, contendo: 100 ul de
cada dNTP; 1,5 mM MgCly; 1X de Buffer; 1 mM de cada primer; 0,5 U de Taq e 10-50 ng de
DNA. As sequéncias foram amplificadas no termociclador Veriti 96-Well Thermal Cycler
(Applied Biosystems), seguindo as condi¢Oes de desnaturacdo inicial a 95° C por 5 minutos,
seguida de 35 ciclos, com desnaturacéo a 95°C por 30 segundos, temperatura de anelamento de
52° C por 30 segundos, 72°C por 40 segundos e extensdo a 72°C por 7 a 10 minutos (Tabela
4). Por fim, o tamanho dos produtos da PCR foi quantificado em gel de agarose 2,5% através
da comparagdo com o padrdo do marcador ladder Low DNA Mass Ladder (Invitrogen), que

possui peso molecular e concentragdo conhecidos.

Para 0 PCR com amostras de Pangasianodon hypophthalmus, os primers foram
desenhados usando como molde uma sequéncia do gene mitocondrial Citocromo b da espécie
(GenBank  MT441543.1), com o auxilio do programa Primer3Plus (disponivel em:
https://primer3plus.com/) e as reacGes para as 20 amostras da espécie foram realizadas de
maneira semelhante as anteriores, no termociclador Veriti 96-Well Thermal Cycler (Applied
Biosystems), de acordo com a referéncia de HA et al. (2020), com um volume final de 50ul por
amostra, contendo as seguintes concentracdes e volumes: 2,5ul de cada dNTP; 2ul de MgCly;
10X de Buffer; 0,01 mM de cada primer; 1,2 U de Tag e 10-50 ng de DNA. O programa
utilizado na PCR foi: desnaturacdo inicial a 94° C por 3 minutos, seguida de 35 ciclos, com
desnaturacdo a 94°C por 45 segundos, temperatura de anelamento de 54° C por 50 segundos,

72°C por 1 minuto e 20 segundos e extensdo a 72°C por 10 minutos (Tabela 2).

Tabela 2: Condi¢cbes da PCR para Pangasianodon hypophthalmus (Citocromo b) e Piaractus
mesopotamicus (RAG2).

Gene Desnaturacao Ciclos Extenséo (72°C)
(95°C)
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Citocromo b 3 minutos 35x 94°C/45s, 54°C/50s, 72°C/80s 10 minutos

RAG2 5 minutos 35x 95°C/30 s, 52°/C/30's, 72°C/30 s 7 minutos

3.5 Otimizacéo do ensaio LAMP para a amplificacdo dos genes Citocromo b e RAG2

Foi realizada a otimizag&o do ensaio LAMP em ambas as espécies para maior eficiéncia
na amplificagdo e diagnostico. Foram utilizadas as amostras submetidas aos tratamentos com
solucdo Cell lysis, bem como amostras de DNA extraido pelo kit da Promega de cada espécie
e amostras de fragmento de tecido in natura sem qualquer tipo de tratamento. Os primers
especificos de LAMP foram desenhados utilizando NEB LAMP Primer Design Tool, versdo

1.0.1 (disponivel em: www.https://lamp.neb.com/#!/).

Inicialmente, o volume total das reacGes foi de 25 pl por amostra, contendo: 12,5 pl de
WarmStart Colorimetric LAMP 2X Master Mix (New England BioLabs ® inc.); 2,5 ul do
primer mix (10X) contendo aliquotas dos 3 pares de primers; 9 ul de dH>O e 50 ng (1pl) de
DNA alvo. A reacdo foi incubada a 65°C por 30 minutos e deixada em temperatura ambiente
fora do termociclador por cerca de 30 minutos, seguindo o protocolo fornecido pela empresa
New England BioLabs ® inc. (NEW ENGLAND BIOLABS, 2022). Foi feita a verificacdo dos
produtos de amplificagdo por meio da visualizacdo a olho nu em um padrdo de cores do rosa ao
amarelo, onde a coloragdo amarelo intenso indica alta concentragdo de amplicons (NEW

ENGLAND BIOLABS, 2022).

Em todas as reagdes para ambas as espécies foi utilizado um controle negativo: um tubo
de microcentrifuga contendo apenas 12,5 pl de WarmStart Colorimetric LAMP 2X Master Mix
(New England BioLabs ® inc.); 2,5 ul do primer mix (10X) contendo aliquotas dos 3 pares de
primers de cada espécie e 9 ul de dH20, ndo contendo nenhuma amostra de DNA, conforme

recomendado pelo protocolo (NEW ENGLAND BIOLABS, 2022).
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Para averiguar a especificidade dos primers e das reacdes para as respectivas espécies,
foram realizadas reagdes cruzadas entre P. mesopotamicus e P. hypophthalmus e com duas
amostras de DNA de outras duas espécies, Astyanax lacustris e Hoplias malabaricus, incubadas
a 65°C, por uma hora, com as mesma concentragdes utilizadas para P. mesopotamicus e P.

hypophthalmus. As amostras foram obtidas do banco de tecidos do laboratério.

4 RESULTADOS

Para a identificacdo molecular das espécies, foram utilizados marcadores com base no
gene nuclear RAG2, para P. mesopotamicus, e no gene mitocondrial Citocromo b, para P.
hypophthalmus. A amplificacdo das amostras de ambas as espécies foi obtida por meio das
reacOes de PCR, com os marcadores selecionados e, em seguida, uma amostragem dos
individuos foi submetida a analises e testes por meio da LAMP, que sdo discriminados nos

topicos correspondentes.

4.1 Obtencao dos primers espécie-especificos

Tendo em vista que um dos objetivos do presente trabalho foi o desenho de primers
especie-especifico para P. hypophthalmus e P. mesopotamicus, a partir de marcadores
moleculares amplamente descritos na literatura, Citocromo b (HA et al., 2020) e RAG2
(HASHIMOTO, 2011), respectivamente, foram obtidos os resultados apresentados nos topicos

a sequir.
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3.4.1. Obtencé&o dos primers PCR e LAMP para Pangasianodon hypophthalmus

Para o desenho dos primers de PCR de Pangasianodon hypophthalmus, foi utilizado o
programa Primer3Plus (disponivel em: https://primer3plus.com/), com os seguintes critérios
observados: serem constituidos de 18 a 22 pares de bases; temperaturas de melting (Tm)
similares entre os primers forward e reverse (entre 55 e 60°C); percentual de G/C entre 40 e
60% e apresentando menores taxas de complementaridade ou formagdo de dimeros. Os loci
obtidos foram nomeados Cytbph F (primer forward) e Cytbph R (primer reverse) em referéncia
ao gene selecionado (Cytb) e ao nome da espécie P. hypophthalmus, abreviando-se 0 nome do

género (p) e da espécie (h) (Tabela 3).

Tabela 3: Primers utilizados para amplificacdo de parte do gene mitocondrial e nuclear de
Pangasianodon hypophthalmus e Piaractus mesopotamicus por PCR.

Primer Sequéncia do primer Referéncia
Cytbph F 5’- GCCCCATCCAATATTTCCGC - 3° Presente trabalho
Cytbph R 5’- AAACATATCCGACGAAGGCG - 3°

RAG2 Serra F 5’- AGCTGCGTGCCATCTCATTCT -3’ HASHIMOTO, 2011
RAG2 SerraR 5’- GTGGCTCTCGAGGTTCCATA -3’

Para as reacdes de LAMP com, cinco sequéncias disponiveis do gene mitocondrial
Citocromo b (Cytb) da especie foram obtidas do GenBank (MT441543.1; KY586036.1;
KY586035.1; KY586031.1 e KY586033.1) e alinhadas utilizando o Geneious (versdo 7.1.3)
para selecionar as regides conservadas, obtendo sitios de ligacdo diagndsticos dos primers que
abrangem essas regides. Todos os 3 pares de primers da espécie foram desenhados (Tabela 4)

e identificados como “Cytbph”, seguido da abreviagao do respectivo primer (Tabela 5).
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Tabela 4: Primers utilizados para amplificacdo de parte do gene mitocondrial e nuclear de
Pangasianodon hypophthalmus, Piaractus mesopotamicus e Colossoma macropomum por LAMP.

Espécie/gene Primer Sequéncia do primer
Pangasianodon F3 5’- CAGGACTTTTCCTAGCCATA -3’
hypophthalmus B3 5’- GGTTTCTTTATATAAGTAAGAGCCA - 3’
(Citocromo b) FIP 5’-CCGTAATTTACATCTCGACAGATGTCATTATACCTCAGACATCTCTACTG-3”
BIP 5’- ATGAGTCATCCGCAACTTACATGTCCTCGTCCGATGTGTAG - 3’
LF 5’-GGGCTACGGATGAGAAGG - 3’
LB 5’- CCAACGGAGCTTCATTCTTT - 3°
Piaractus F3 5’- ACCAGTCAGACTCCCAGAAG - 3’
mesopotamicus B3 5’- GCAGGATTTCCCTCCGAC - 3’
(RAG2) FIP 5’- ACTGTGGTGGCTCTCGAGGTTCCGAATGCAGTGCACCTACG - 3’
BIP 5’- CAGTGAGATCAGCCAGAGCCGCAATCAATGCGCTCCCCTT - 3°
LF 5’- ACGTATGCCTACATCATCCAG - 3’
LB -
Colossoma F3 5’- TGGCTCGAGAGGATTGTGTT - 3’
macropomum B3 5’- TGGTAGCCACCAAGGATGA - 3°
(RAG2) FIP 5’- GAGAAGCTCCACACGCAGCCGCCACATTCTCTCCACCG -3’
BIP 5’- AGGCAGCCCAGTTCTCTCTTGTCCCACAGGAGTTGCAATGG - 3’
LF -
LB 5’- AATGATGGTCTGTCTATTACAAGCG - 3

Tabela 5: Relagéo de todas as reagdes LAMP para as espécies P. hypophthalmus, P. mesopotamicus,
A. lacustris e H. malabaricus, especificadas as condigdes de processamento das amostras, tempo e
temperatura de incubacdo da reacdo, bem como os primers especificos utilizados e a identificacdo das
amostras, além do resultado da detecgdo de produto de amplificagdo (Amplificacdo).

Espécie Identificacéo Processamento Primer Tempo Tempera- Amplifi-
da amostra de tura de cacéo
incubacdo | incubacéo

Pgl extracdo Extracdo Completa
Pg2 extracéo Extragéo Incompleta
Pg3 extracdo Extracdo Incompleta
Pg4 extracdo Extracdo Incompleta

Pg8 extracdo Extracao Ausente
Pg10 extracdo Extragéo Incompleta

Pg11 extracéo Extracdo Ausente

Pangasianodon Pg13 extracdo Extracdo Completa
hypophthalmus Pg14 extracdo Extracdo Cytbph 1 hora 65°C Completa
Pgl cell lysis 1 Cell lysis 20h Completa

Pgl cell lysis 2 Cell lysis 3h Completa
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Pgl cell lysis 3 Cell lysis 1h Completa
Pgl cell lysis 4 Cell lysis 30min Completa
Pgl tecido Ausente Completa
Pg2 tecido Ausente Completa
Pg3 tecido Ausente Completa
Pg4 tecido Ausente Completa
PA-15 extracdo Extragéo Cytbph Incompleta
PA-16 extracdo Extracao Cytbph Incompleta
PA-17 extracdo Extracdo Cytbph Incompleta
PA-18 extracdo Extragéo Cytbph Incompleta
PA-19 extracdo Extracdo Cytbph Incompleta
PA-16 tecido Ausente Cytbph Ausente
PA-17 tecido Ausente Cytbph Incompleta
Piaractus PA-18 tecido Ausente Cytbph Ausente
mesopotamicus PA-19 tecido Ausente Cytbph 2 horas 65°C Ausente
PA-15 extracdo Extragéo RAG2pm Completa
PA-16 extracdo Extragéo RAG2pm Incompleta
PA-17 extracdo Extracdo RAG2pm Incompleta
PA-18 extracdo Extracdo RAG2pm Incompleta
PA-19 extracdo Extragéo RAG2pm Incompleta
PA-15 cell lysis 1 | Cell lysis 20h RAG2pm Incompleta
PA-15 cell lysis2 | Cell lysis 3h RAG2pm Incompleta
PA-15 cell lysis 3 [ Cell lysis 1h RAG2pm Ausente
PA-15 cell lysis 4 Cell lysis 30min | RAG2pm Incompleta
PA-16 tecido Ausente RAG2pm Incompleta
PA-17 tecido Ausente RAG2pm Incompleta
PA-18 tecido Ausente RAG2pm Completa
PA-19 tecido Ausente RAG2pm Incompleta
Astyanax A. lacu Il Cytbph Extracdo Cytbph 1 hora 65°C Completa
lacustris A. lacu Il RAG2pm Extragéo RAG2pm Incompleta
Hoplias H. mala Il A Cytbph Extracédo Cytbph 1 hora 65°C Completa
malabaricus H. mala Il A RAG2pm Extragéo RAG2pm Incompleta

3.4.1. Obtencgé&o dos primers LAMP para Piaractus mesopotamicus

Os primers utilizados no ensaio LAMP com P. mesopotamicus foram desenhados da

seguinte maneira: seis sequéncias disponiveis do gene nuclear RAG2 das espécies Piaractus

mesopotamicus (AY804118.1; HQ420867.1, HQ420866.1;, HQ420865.1; HQ420864.1 e

HQ420863.1) e Colossoma macropomum (AY804061.1; HQ420877.1; HQ420876.1;

HQ420875.1; HQ420874.1 e HQ420873.1) foram obtidas do GenBank e alinhadas utilizando
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o software de bioinformatica Geneious (versdo 7.1.3) para selecionar as regides conservadas
dentro de cada espécie. Foi escolhida a espécie C. macropomum para a comparagdo das
sequéncias, devido a sua proximidade filogenética e semelhanca dos genes entre as espécies.
Posteriormente, foi feito um novo alinhamento entre as sequéncias do RAG2 das duas espécies
para que fossem selecionadas as regides diagnosticas, com maior quantidade de polimorfismos
e disparidades entre elas (Figura 10 e Figura 11). Ao final, os primers de P. mesopotamicus,
com excec¢do do LB, foram desenhados utilizando NEB LAMP Primer Design Tool (verséo
1.0.1), baseado nas regides de anelamento de primers do gene que apresentaram maiores
diferencgas entre as espécies (Tabela 4) e foram identificados como RAG2pm e a sigla do

respectivo primer (Tabela 5).

4a0 500 510 520
Consensus IG.G.GG-G.G 'd E
idenity I S B S
[+ 1. RAGZ pacu 1 GAGAGGATTGTCGTETACTTETTGSGTEGCCACATTC TC TCCACHGAC
[+ 2 RAG2 pacu 2 CAGAGGATTGTGTETACTTETTGGEG TGO CACATTC TC TCCACHIGAC
B+ 3 RAGZ pacu 3 CAGAGGATTGTETETACTTETTGESG TGO CACATTC TC TCCACHGAC
[+ 4 RAG2 pacu 4 CAGAGCGATTCTCTETACTTETTGSGTCGCCACATTC TC TCCACHGAC
[+ 5 RAG2 pacu & CAGAGGATTGTGTETACTTETTGGEG TGO CACATTC TC TCCACHIGAC
4+ 6. RAGZ pacu B CAGAGGATTGTETETACTTETTGESG TGO CACATTC TC TCCACHGAC
B¢ 7.RAG2 tambagui1 'GAGAGGAT TG TG THTACTTET TEGCGC TGGCCACATTC TC TCCACEGAC
B¢ B RAG2 tambagui 2 'GAGAGGATTGTGTEHTACTTETTERCGCGTZECCACATTC TC TCCACEGALC
B¢ 9 RAG2tambagui 3 'GAGAGGATTGTGTHTACTTEHTTRGS TGO CACATTC TC TCCACEBGAC
¢ 10 RAG2 tambaquid 'GAGAGGAT TG TG THTAC TTET TEGCGCS TGGCCACATTC TC TCCACEGAC
B¢ 11. RAG2 tambagui 5 ' GAGAGGAT TG TG T TAC TT T TERCGTEECCACATTC TC TCCACEBGALC
B¢ 12 RAGZ2 tambaqui B 'GAGAGGAT TG TG THTAC TTHTTRGS TEGCCACATTC TC TCCACEGAC

Figura 10: Alinhamento das regides conservadas de seis sequéncias do gene RAG2 de P.
mesopotamicus (pacu) e C. macropomum (tambaqui). Secdo de 479 bp to 524 visivel.

670 880 a0 700 710
Consensus CATCETTGGTGCETACCA G TECACADTECCAGAAGE GAATGEAG T GEACE TACIT
ldentity

[+ 1. RAG2 pacu 1 'CATCCTTGGTGGC TACCAGTCAGACTC GAAGCGAATGCAGTGCACCT |
[# 2. RAGZ pacu 2 'CATCCTTGGETGGCTACCAGTCAGACTC GAAGCGAATGCAGTGCACCT |
[+ 3. RAGZ pacu 3 'CATCCTTGGTGGC TACCAGTCAGACTC GAAGCGAATGCAGTGCACCT |
[+ 4 RAGZ pacud 'CATCCTTGGTEGEC TACCAGTCAGACTC GAAGCGAATGCAGTGCACCT |
[+ 5 RAGZ pacu & 'CATCCTTGGTGGCTACCAGTCAGACTC GAAGCGAATGCAGTGCACCT |
[+ 6. RAGZ pacu B 'CATCCTTGGTGGC TACCAGTCAGACTC GAAGCGAATGCAGTGCACCT |
L& 7.RAGZ2tambaquil 'CATCCTTITGGTGGCTACCAGTCAGACTC GAAGCGAATGCAGTGCACCT |
[+ 8. RAGZ2tambaqui2 'CATCCTIGGTGGCTACCAGTCAGACTC GAAGCGAATGCAGTGCACCT |
[+ 9 RAGZ tambaquid 'CATCCTTGGTGGCTACCAGTCAGACTC GAAGCGAATGCAGTGCACCT ]l
¢ 10. RAG2tambaqui4 'CATCCTITGGTGGC TACCAGTCAGACTC GAAGCGAATGCAGTGCACCT |
[& 11 RAGZ2 tambaquis 'CATCCTTGG TGO TACCAGTCAGACTC GAAGCGAATGCAGTGCACCT |
[+ 12 RAGZ2 tambaqui6 'CATCCTTGGTGGC TACCAGTCAGACTC GAAGCGAATGCAGTGCACCT Tl

Figura 11: Alinhamento das regiGes conservadas de seis sequéncias do gene RAG2 de P.
mesopotamicus (pacu) e C. macropomum (tambaqui). Secdo de 665 pb a 716 pb visivel. Regido
polimdrfica destacada em vermelho.
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Para averiguar a especificidade dos primers desenhados, foi feito um ultimo
alinhamento entre as sequéncias dos genes e as sequéncias dos primers FIP de P.
mesopotamicus e C. macropomum, para averiguar o anelamento na regido diagndstica com um
polimorfismo entre as espécies em sua extremidade 5’ (Figura 12). Foram selecionados os
primers internos para o alinhamento, uma vez que suas caracteristicas sdo as responsaveis pela

maior especificidade do ensaio LAMP (NOTOMI et al., 2015; XIONG et al.2020).

670 680 690 700 710
Consensus TECTTG G TG GEITACTAGTEAGACTECTAGCAAGEGAATGREAG TCRIACCT AEIG!

Identity

C# 1. FIP RAG2 pacu

[« 2 FIF RAGZ tambagui
[+ 3 RAGZ pacu 1

[+ 4 RAGZ pacu 2

[+ 5 RAGZ pacu 3

C+ 6. RAGZ pacu 4

& 7. RAGZ pacu &

[+ B. RAG2 pacu 6

[+ 9 RAG2 tambagui 1 .
[+ 10. RAGZ tambaqui 2 .
[+ 11. RAGZ tambaqui3 .
[+ 12 RAGZ tambaqui 4 .
B+ 13 RAG2 tambaqui s .
L+ 14 RAG2 tambaquif .

CGTGEGECT CCAA

HHEaHEEEEEEaaaa B
HHEAHAHEEEE3Eaa3a @
HHEHAHEAEAEAEEAa A

9]

HHHHHHE3dda3494

e L
-

Figura 12: Alinhamento entre as 12 sequéncias do gene RAG2 de P. mesopotamicus (pacu) e C.
macropomum (tambaqui) e os primers FIP das duas espécies. Secdo de 665 pb a 716 pb visivel.
Evidenciando a regido de anelamento do primer FIP de P. mesopotamicus em vermelho.

Anteriormente a escolha do RAG2 como marcador molecular para a espécie, foram
feitos testes e tentativas de design de primers utilizando outros genes nucleares, como TROP;
GLOB; EFla e 18S (HASHIMOTO, 2011). No entanto, nenhum deles se mostrou espécie-

especifico, com excecdo do RAG2.

4.2 Anélise por LAMP para a identificacdo de amostras

Ao visualizar os produtos, a cor amarelo-clara indica moderada concentragdo de
amplicons, alaranjada, amplificacdo incompleta e baixa concentragdo de amplicons e, por
ultimo, a permanéncia da coloracao rosa indica auséncia de amplificacdo. Para as analises do

presente trabalho foram considerados como resultados positivos para amplificacdo completa as
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coloragbes amarelo intenso e amarelo claro; como resultados intermediarios de amplificagdo
incompleta, a coloracdo alaranjada e para resultados negativos pela auséncia de produtos de

amplificacdo, a coloracdo rosa (NEW ENGLAND BIOLABS, 2022).

Para ambas as espécies, com um tempo de reacdo de apenas 30 minutos foi obtida
apenas a coloracéo laranja nos tubos, indicando amplificagdo incompleta, portanto, eles foram
incubados novamente por mais 30 minutos. Para P. mesopotamicus, uma hora de incubacéo
ainda ndo foi suficiente, portanto, apés 30 minutos em temperatura ambiente, foi estendida por

mais 1 hora, totalizando 2 horas de incubacéo (Tabela 5) (NEW ENGLAND BIOLABS, 2022).

4.2.1. Amostras de Pangasianodon hypophthalmus

Dentre os resultados das reaces LAMP de P. hypophthalmus utilizando seu primer
especifico, observou-se amplificacdo completa em 11 das 17 amostras, destacados pela
coloracdo amarela dos tubos, que indica resultado positivo pela presenca de amplicons.
Surpreendentemente, as amostras de tecido in natura e as processadas por cell lysis solution
apresentaram o0s melhores resultados visuais, com coloracdo amarela intensa, indicando
amplificacdo completa pela alta concentracdo de amplicons nos tubos, sendo que nenhuma
apresentou auséncia de amplicons, pela permanéncia da coloracdo rosa (Tabela 5, Figura 13;

14).

Em contrapartida, dentre as amostras submetidas a extragdo convencional de DNA
gendmico, 4 das 9 apresentaram um resultado intermediario (coloracdo alaranjada), indicando
amplificacdo incompleta ou pouca concentragdo de produtos; duas apresentaram auséncia de
amplificacdo, resultado negativo e apenas trés apresentaram amplificagdo completa, resultado

positivo (Tabela 5, Figura 15; 16).
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Figura 13: Visualizacdo a olho nu dos resultados de mudanca de coloracdo das amostras de P.
hypophthalmus, submetidas a reagdo LAMP com primers desenhados para P. hypophthalmus. a
esquerda para a direita, (1) controle negativo, manutencdo da coloracdo rosa, indicando auséncia de
amplificacdo. (2) Amostra “Pgl extracdo”, anteriormente submetida a extragdo convencional de DNA,
apresentando mudanca da coloragdo rosa para amarela, indicando presenca de amplicons. (3) Amostra
“Pgl cell lysis 17, anteriormente processada por cell lysis solution durante 20 horas, indicando presenga
de amplicons. (4) Amostra “Pg1 cell lysis 2”, anteriormente processada por cell lysis solution durante 3
horas, indicando presenca de amplicons. (5) “Amostra Pgl cell lysis 3”, anteriormente processada por
cell lysis solution durante 1 hora, indicando presenca de amplicons. (6) Amostra “Pgl cell lysis 47,
anteriormente processada por cell lysis solution durante 30 minutos, indicando presenca de amplicons.
(7) Amostra “Pgl tecido”, fragmento de tecido sem nenhum tratamento, indicando presenca de
amplicons.

Figura 14: Visualizacdo a olho nu dos resultados de mudanca de coloragcdo das amostras de P.
hypophthalmus, submetidas & reagdo LAMP com primers desenhados para P. hypophthalmus. Da
esquerda para a direita, (1) controle negativo, manutencdo da coloragéo rosa, indicando auséncia de
amplificacdo. (2) Amostra “Pgl tecido”, fragmento de tecido sem nenhum tratamento, apresentando
mudanca da coloracdo rosa para amarela, indicando presenga de amplicons. (3) Amostra “Pg2 tecido”,
indicando presenca de amplicons. (4) Amostra “Pg3 tecido”, indicando presenca de amplicons. (5)
Amostra “Pg4 tecido”, indicando presenca de amplicons.
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Figura 15: Visualizacdo a olho nu dos resultados de mudanca de coloracdo das amostras de P.
hypophthalmus, submetidas a reagio LAMP com primers desenhados para P. hypophthalmus. Da
esquerda para a direita, (1) controle negativo, manutencdo da coloragéo rosa, indicando auséncia de
amplificacdo. (2) Amostra “Pgl extragdo”, anteriormente submetida a extragdo convencional de DNA,
apresentando mudanca da coloragéo rosa para amarela, indicando presenga de amplicons. (3) Amostra
“Pg2 extra¢do”, indicando presenga de amplicons. (4) Amostra “Pg3 extra¢do”, indicando presenga de
amplicons. (5) Amostra “Pg4 extra¢do”, indicando presenga de amplicons.
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Figura 16: Visualizagdo a olho nu dos resultados de mudanga de coloragdo das amostras de P.
hypophthalmus e P. mesopotamicus, submetidas a reacdo LAMP com primers desenhados para P.
hypophthalmus. Da esquerda para a direita, (1) controle negativo, manutengdo da coloragdo rosa,
indicando auséncia de amplificacdo. (2) Amostra “Pg8 extragcdo”, anteriormente submetida a extragdo
convencional de DNA, apresentando modesta mudanga da coloragdo rosa para amarela, indicando
presenca de pequena concentracdo de amplicons. (3) Amostra “Pgl0 extra¢do”, indicando presenca de
amplicons. (4) Amostra “Pgl1 extra¢do”, apresentando modesta mudanga da colorag@o rosa para
amarela, indicando presenca de pequena concentragdo de amplicons. (5) “Pgl3 extra¢do”, indicando
presenca de amplicons. (6) Amostra “Pgl4 extracdo”, indicando presenca de amplicons. (7) Amostra
“PA-15 extra¢do”, indicando presenga de amplicons; (8) Amostra “PA-16 extragdo”, indicando presenga
de amplicons; (9) Amostra “PA-17 extragdo”, indicando presenca de amplicons; (10) Amostra “PA-18
extracdo”, indicando presenca de amplicons; (11) Amostra “PA-19 extragdo”, indicando presenga de
amplicons.

Na reacdo cruzada de amostras de individuos de A. lacustris e H. malabaricus

amplificadas pelo primer especificamente desenhado para P. hypophthalmus, os resultados
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também foram inesperados, pois ambas apresentaram coloracdo amarela, indicando
amplificacdo completa (Tabela 5, Figura 17). Na amplificacdo cruzada com amostras de DNA
extraido de individuos de P. mesopotamicus, todas apresentaram amplificacdo incompleta
(Tabela 5, Figura 17 e 18). Em contrapartida, as amostras de tecido in natura demonstraram
auséncia de amplificagcdo, com excecdo de uma que apresentou coloracgdo alaranjada (Tabela 4,

Figura 18).

Todos tubos de controle negativo para os primers de P. hypophthalmus da reagdo na
auséncia de template de DNA permaneceram com a coloragao rosa, expressando auséncia de
amplicons e demonstrando, assim, néo ter havido auto-amplificagdo por interacdo entre os

primers.

Figura 17: Visualizagdo a olho nu dos resultados de mudanga de coloragdo das amostras de P.
hypophthalmus, A. lacustris, H. malabaricus e P. mesopotamicus, submetidas & reacdo LAMP com
primers desenhados para P. hypophthalmus (trés tubos da esquerda) e para P. mesopotamicus (trés tubos
da direita). Da esquerda para a direita, (1) Amostra “Pgl extra¢dao”, amplificada pelo primer desenhados
para P. hypophthalmus (Cytbph), apresentando mudanca de coloracéo rosa para a amarela, indicando
presenca de amplicons. (2) Amostra “A. lacu II Cytbph”, amplificada pelo primer Cytbph, indicando
presenca de amplicons. (3) Amostra “H. mala II A Cytbph”, indicando presenga de amplicons. (4)
Amostra “PA-15 extragdo”, amplificada pelo primer desenhados para P. mesopotamicus (RAG2pm),
ndo apresentando mudanca de coloragdo rosa para a amarela, indicando auséncia de amplicons. (5)
Amostra “A. lacu IT RAG2pm”, amplificada pelo primer RAG2pm, apresentando leve mudanca de
coloracdo rosa para a alaranjada, indicando baixa concentracdo de amplicons. (6) Amostra “H. mala Il
A RAG2pm”, indicando baixa concentragdo de amplicons.

4.3.1. Amostras de Piaractus mesopotamicus
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As reacfes LAMP com amostras de P. mesopotamicus utilizando seu primer especifico
apresentaram resultados inesperados, pela predominéncia da coloracdo alaranjada,
amplificacdo incompleta. Todas as amostras de DNA extraido apresentaram coloracgéo
alaranjada, com exce¢éo de uma amostra que obteve amplificacdo completa (Tabela 5, Figura
21); as processadas por Cell lysis solution também, com excecdo de uma que permaneceu com
a coloracgéo rosa (Tabela 5, Figura 20) e, das quatro amostras de tecido in natura, trés indicaram

amplificacdo incompleta e uma completa (Tabela 5, Figura 19).

H& uma discrepancia entre os resultados apresentados na Tabela 5, com os
demonstrados nas figuras, pois foi observado que, ap6s o fim das reagdes e armazenamento a
temperatura ambiente, no intervalo de dias, alguns tubos de coloracdo alaranjada mudaram para

amarelo.

Figura 18: Visualizacdo a olho nu dos resultados de mudanca de coloracdo das amostras de P.
mesopotamicus, submetidas a reagdo LAMP com primers desenhados para P. hypophthalmus. Da
esquerda para a direita, (1) Amostra “PA-16 tecido”, fragmento de tecido sem nenhum tratamento, ndo
apresentando mudanca da coloragdo rosa para amarela, indicando auséncia de amplicons. (2) Amostra
“PA-17 tecido”, apresentando sutil mudanca da coloragdo rosa para amarela indicando baixa
concentracdo de amplicons. (3) Amostra “PA-18 tecido”, indicando auséncia de amplicons. (4) Amostra
“PA-19 tecido”, indicando auséncia de amplicons. (5) Amostra “PA-16 extragdo”, apresentando sutil
mudanga de coloracdo do rosa para o alaranjado, indicando pequena concentracdo de amplicons. (6)
Amostra “PA-17 extragdo”, indicando pequena concentragdo de amplicons. (7) Amostra “PA-18
extragdo”, indicando pequena concentracdo de amplicons. (8) Amostra “PA-19 extra¢do”, indicando
pequena concentracdo de amplicons. (9) Controle negativo, manutencdo da coloracdo rosa, indicando
auséncia de amplificacéo.
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Figura 19: Visualizagdo a olho nu dos resultados de mudanca de coloragcdo das amostras de P.
mesopotamicus, submetidas a reagcdo LAMP com primers desenhados para P. mesopotamicus. Da
esquerda para a direita, (1) controle negativo, manutengdo da coloracdo rosa, indicando auséncia de
amplificacdo. (2) Amostra “PA-16 tecido”, fragmento de tecido sem nenhum tratamento, apresentando
mudanga da coloracdo rosa para amarela, indicando presenca de amplicons. (3) Amostra “PA-17 tecido”,
indicando presencga de amplicons. (4) Amostra “PA-18 tecido”, indicando presenca de amplicons. (5)
Amostra “PA-19 tecido”, indicando presenca de amplicons.

Figura 20: Visualizagdo a olho nu dos resultados de mudanga de coloragdo das amostras de P.
mesopotamicus, submetidas a reacio LAMP com primers desenhados para P. mesopotamicus. Da
esquerda para a direita, (1) controle negativo, manutencdo da coloragéo rosa, indicando auséncia de
amplificacdo. (2) Amostra “PA-15 extragdo”, anteriormente submetida a extracdo convencional de
DNA, apresentando mudanca da coloracdo rosa para amarela, indicando presenca de amplicons. (3)
Amostra “PA-15 cell lysis 17, anteriormente processada por cell lysis solution durante 20 horas,
indicando presenca de amplicons. (4) Amostra “PA-15 cell lysis 2”, anteriormente processada por cell
lysis solution durante 3 horas, indicando presenca de amplicons. (5) Amostra “PA-15 cell lysis 37,
anteriormente processada por cell lysis solution durante 1 hora, apresentando sutil mudanca de coloracgdo
do rosa para o alaranjado, indicando pequena concentragéo de amplicons. (6) Amostra “PA-15 cell lysis
4”, anteriormente processada por cell lysis solution durante 30 minutos, indicando presenca de
amplicons.
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Figura 21: Visualizacdo a olho nu dos resultados de mudanca de coloracdo das amostras de P.
mesopotamicus, submetidas a reacio LAMP com primers desenhados para P. mesopotamicus. Da
esquerda para a direita, (1) controle negativo, manutencdo da coloracdo rosa, indicando auséncia de
amplificacdo. (2) Amostra “PA-16 extragdo”, anteriormente submetida a extracdo convencional de
DNA, apresentando mudanca da coloracdo rosa para amarela, indicando presenca de amplicons. (3)
Amostra “PA-17 extragdo”, indicando presenca de amplicons. (4) Amostra “PA-18 extragdo”, indicando
presenca de amplicons. (5) Amostra “PA-19 extragdo”, indicando presenga de amplicons.

Na amplificacdo cruzada de amostras de A. lacustris e H. malabaricus com os primers
especificos de P. mesopotamicus, os resultados foram mais proximos do esperado, uma vez que
ambas as reacdes apresentaram coloracao alaranjada (Tabela 5, Figura 17). Além disso, assim
como para os primers de P. hypophthalmus, os tubos de controle negativo para os de P.
mesopotamicus permaneceram com a coloracdo rosa demonstrando ndo ter havido interacao

entre os primers e auto-amplificagao.
5 DISCUSSAO

A técnica de Amplificacdo Isotérmica Mediada por Loop é um método bastante préatico
guando equiparado a outras metodologias de diagndstico molecular, pois ela pode ser realizada
de maneira simples, em contextos de auséncia de equipamentos sofisticados e pessoas com

treinamento especializado. Muitos estudos descrevem a utilizagdo da técnica para identificagdo
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de patogenos para o diagnostico de doencas infecciosas em plantas, animais e seres humanos;
para a identificacdo de espécies de seres vivos, com enfoque em conservacao ou fiscalizacdo
de produtos comercializados e dando destaque para aplicagdes em campo e point-of-care

testing.

Mais recentemente, a LAMP vem sendo utilizada em ensaios de detec¢do do virus
SARS-Cov 2 em infec¢bes de COVID-19, motivo esse que trouxe uma maior atencdo para a
técnica e incentivou mais estudos para sua descrigdo, padronizacéo e otimizacdo (CHAOUCH,
2020; KUNDAPUR; NEMA, 2016; NAGAMINE; HASE; NOTOMI, 2002; NOTOMI et al.,
2015; SOROKA; WASOWICZ; RYMASZEWSKA, 2021; XIONG et al., 2021b). A partir
disso, foi aplicada a técnica para a identificacdo de espécies de peixes dentro da problematica
da piscicultura de hibridos de Piaractus mesopotamicus, bem como da autenticacdo de produtos

processados de Pangasianodon hypophthalmus.

5.1 Marcadores de LAMP e PCR convencional na identificagdo de Pangasianodon

hypophthalmus

Como mencionado anteriormente, o contexto de comercializacdo de produtos
processados de P. hypophthalmus se insere na problematica de fraudes, rotulagem errada e
substituicdo de espécies. Para a autenticacdo desses produtos, a identificacdo morfologica é
totalmente inadequada, ja que eles sdo descaracterizados e tratados com produtos quimicos e
processos fisicos que alteram suas caracteristicas fenotipicas distintivas, além de a carne do
panga ser muito semelhante a de diversas outras espécies comumente comercializadas, como a

merluza, a tildpia e a pescada (CLANJAK-KUDRA et al., 2021; HA et al., 2020; SOUZA et
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al., 2020; SRIPHAIROJ; NA-NAKORN; KLINBUNGA, 2018, WANG; HSIEH, 2016;

WONG et al., 2014; WAYCOTT, 2015).

Nesse cendrio é urgente um método de determinacdo de espécies que seja simples, de
baixo custo e com capacidade de identificacdo especifica de amostras submetidas a diferentes
condicGes fisicas e quimicas, como cruas, cozidas, defumadas e congeladas, para a garantia dos
direitos e protegdo da saude e bem estar dos consumidores (CLANJAK—KUDRA et al., 2021;
XIONG et al., 2021a). O DNA barcoding é o método mais comumente utilizado, no entanto, a
LAMP compreende os critérios e ¢ mais vantajosa (CLANJAK—KUDRA et al., 2021, XIONG
etal., 2020, YU et al., 2019), sendo proposta no presente trabalho como uma técnica viavel de

identificacdo de P. hypophthalmus em filés de peixes congelados.

Para o desenvolvimento e otimizacdo das reacdes LAMP e PCR especifica para P.
hypophthalmus foi escolhido como marcador molecular o gene mitocondrial Citocromo b, que
atendia aos critérios propostos por Notomi et al. (2000) de que os melhores resultados foram
obtidos com sequéncias de DNA de 130 a 200 pares de bases. Além disso, as variacdes de
sequéncias desse gene ja foram amplamente utilizadas e padronizadas como marcadores
moleculares excelentes para a caracterizacao de diferentes recursos genéticos, assim como para
estudos de variagdo genética, relacdes filogenéticas e taxonomia de espécies de peixes
(CLANJAK-KUDRA et al., 2021; HA et al., 2020; XIONG et al., 2020). O DNA mitocondrial
é especialmente vantajoso, por possuir multiplas copias, alta taxa evolutiva e heranga materna

(XIONG et al., 2020).

Apos a escolha do marcador molecular, o principal desafio para uma reagdo altamente
eficiente de LAMP ¢é o design do conjunto de primers espécie-especificos, que devem se
adequar a critérios rigorosos como concentragdo; porcentagem de G/C; localizagdo dos pares
de nucleotideos; distancia entre regides do DNA e 0s primers ndo devem criar uma estrutura de

fita dupla a 60 - 65°C (XIONG et al., 2020). Outro ponto importante é que deve ser feita uma
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escolha de regides de anelamento de primers na extremidade 3’ de F3; F2; B2 e B3 ena 5” de
Flc eBlc que garantam suficientes incompatibilidades entre a espécie alvo e as ndo-alvo
(NAGAMINE; HASE; NOTOMI, 2002; NOTOMI et al. 2000, 2015; XIONG et al., 2020; YU

etal., 2019).

A escolha da regido de anelamento desses primers foi especialmente desafiadora, uma
vez que ndo foram realizados alinhamentos entre as sequéncias de Citocromo b da espécie com
outras semelhantes e filogeneticamente préximas anteriores ao design pelo software. A
sequéncia foi depositada no software e a regido flanqueadora foi determinada de acordo com
seus critérios default. Em seu ensaio LAMP para a identificacdo de Salmo salar em produtos
processados derivados de peixes, Xiong et al. (2021b) fez um alinhamento entre as sequéncias
do gene Citocromo b da espécie-alvo com as de outras espécies relacionadas. Seus resultados
indicaram que ndo houve reacdo-cruzada com outras espécies ndo-alvo e que, portanto, 0s
primers obtidos sdo espécie-especificos para o alvo, diferentemente do que foi obtido no

presente trabalho para P. hypophthalmus.

Isso comprometeu a especificidade da reacdo e no momento de visualizacdo dos
resultados, foi observada amplificacdo ndo especifica nas espécies ndo-alvo, Piaractus
mesopotamicus, Astyanax lacustris e Hoplias malabaricus. Diante disso, pode-se concluir que
0 conjunto de primers LAMP provavelmente foi desenhado em uma regido muito conservada
entre as espécies e inespecifica para P. hypophthalmus. Esses resultados também sdo contrarios
aos de Xiong et al. (2021a), que fizeram os alinhamentos entre Katsuwonus pelamis (espécie -
alvo) e varias outras préximas que poderiam resultar em falsos positivos, obtendo regides de

anelamento de primers em regifes com diferencas suficientes entre as sequéncias.

Apesar da inespecificidade da reacdo, os resultados apresentaram congruéncia com
outros trabalhos ao demonstrar sua habilidade de amplificar sequéncias de DNA presentes na

mistura da reagdo submetidas a diferentes processamentos, uma vez que houve um espectro de
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mudanca notavel de coloracdo nos tubos (NAGAMINE; HASE; NOTOMI, 2002; NOTOMI et
al. 2000, 2015; XIONG et al., 2020; XIONG et al., 2021a; XIONG et al., 2021b; YU et al.,

2019).

5.2 Marcadores de LAMP e PCR convencional na identificagdo de Piaractus

mesopotamicus

Na piscicultura brasileira de peixes continentais, com énfase em Piaractus
mesopotamicus, o principal problema se encontra na identificacdo de individuos puros e
hibridos no manejo e monitoramento dos estoques dos reprodutores e matrizes (HASHIMOTO
etal., 2011, 2016; PORTO-FORESTI et al., 2013; PRADO et al., 2017). O uso de marcadores
morfolégicos para a identificacdo é falho e prejudicial para a piscicultura, pois pode conduzir a
uma subestimativa da frequéncia dos hibridos, que tem potencial de comprometer a integridade
genética do plantel e diminuir o lucro e/ou a producdo. Os hibridos interespecificos desses
peixes, quando ndo identificados e mal manejados, podem apresentar prejuizos aos produtores
e sérios danos ao meio ambiente, pois muitos individuos de cativeiro escapam e podem
contaminar as populac@es naturais, levando a uma introgressao genética, sendo, portanto, uma
ameagca para a biodiversidade (ALLENDOREF et al., 2010; HASHIMOTO et al., 2011, 2016;

PORTO-FORESTI et al., 2013; PRADO et al., 2017).

Diante disso, os marcadores moleculares de DNA permitem o conhecimento do perfil
genético dos individuos e sdo muito mais eficientes no monitoramento de hibridos de peixes;
podendo minimizar e, até, eliminar esses problemas (HASHIMOTO et al., 2011, 2016;
PORTO-FORESTI et al., 2013; PORTO-FORESTI et al., 2013; PRADO et al., 2017). O

monitoramento genético de hibridos de P. mesopotamicus por analises de PCR é amplamente
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descrito na literatura, no entanto, trabalhos que utilizam a LAMP para esse proposito sdo
inexistentes. Diante disso, no presente trabalho, pela primeira vez foi proposto o uso da LAMP
como método mais efetivo, rapido e de baixo custo, que no futuro pode ser aplicado pelos
produtores de pisciculturas em campo para 0 monitoramento de suas matrizes genéticas
(NAGAMINE et al. 2002; NOTOMI et al., 2000, 2015) e, assim, prevenir danos e prejuizos as

producdes e ao meio ambiente (HASHIMOTO et al., 2011)

Para a aplicacdo na LAMP de P. mesopotamicus, o marcador molecular baseado no
gene nuclear RAG2 descrito por Hashimoto (2011) foi selecionado de acordo com 0S mesmos
critérios técnicos que os de P. hypophthalmus, sendo ele confirmadamente especifico para a
identificacdo de individuos puros e hibridos de peixes serrasalmideos (HASHIMOTO, 2011;
HASHIMOTO et al.,, 2011, 2016). O erro no design do conjunto de primers de P.
hypophthalmus foi corrigido para os de P. mesopotamicus, a partir do alinhamento feito entre
as sequéncias do gene da espécie com as de outra ndo-alvo, Colossoma macropomum. Os
alinhamentos foram extremamente Uteis ao fornecer a regido especifica para o anelamento dos
primers da espécie que ndo resultasse em reacdo cruzada com outras ndo-alvo e que abrangesse
os polimorfismos interespecificos, de maneira condizente com o recomendado nos trabalhos de
Nagamine, Hase e Notomi (2002); Notomi et al. (2000 e 2015); Tatulli et al. (2020); Xiong et

al. (2020) e Yu et al. (2019).

No entanto, para a espécie, ndo foi desenhado o primer loop backwards (LB)
complementar ao LF devido a uma falha de identificacdo da sequéncia pelo software NEB
LAMP Primer Design Tool. Isso foi critico para os resultados da amplificacdo, uma vez que
todas as amostras, com excecdo de duas, apresentaram amplificagdo incompleta (coloragéo
alaranjada), muito provavelmente devido a auséncia desse primer, que afeta a eficacia da
reacdo. Esse tambem foi o motivo pelo qual as amostras de P. mesopotamicus necessitaram de
um tempo maior de incubacdo (2 horas) que as de P. hypophthalmus (1 hora), j& que a
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incorporagdo dos primers loop ao protocolo aumenta a velocidade e seletividade da reagéo
(NAGAMINE; HASE; NOTOMI 2002, SOROKA; WASOWICZ; RYMASZEWSKA, 2021).
No entanto, os tubos mudaram de coloragdo do rosa para o alaranjado, indicado haver tido
reacdo, porque a sua especificidade esta relacionada aos primers internos (NOTOMI et al.,

2015).

De maneira analoga ao desempenhado para P. hypophthalmus, a especificidade da
LAMP para P. mesopotamicus foi averiguada a partir da reacdo cruzada com amostras de P.
hypophthalmus, Astyanax lacustris e Hoplias malabaricus. Nos resultados para o pacu, nesse
caso, foi observada auséncia de reacdo completa cruzada nas amostras das trés espécies, pois
0s tubos permaneceram na coloracdo rosa. Esses dados podem indicar a possibilidade de essa
reacdo ser espécie-especifica para a identificacdo de P. mesopotamicus. Resultados semelhantes
foram obtidos por Yu et al. (2019), que realizaram amplificacdo cruzada entre as duas espécies-
alvo, felis e vulpes, e mais oito espécies morfologicamente semelhantes comumente trocadas

no comércio de peles, ndo obtendo reatividade, demonstrando alta seletividade da reag&o.

Como os primers de PCR utilizados para a espécie foram extensivamente testados por
Hashimoto (2011), eles forneceram um diagndstico confiavel para a confirmacao da identidade

das amostras, o que valida o diagndstico LAMP.

5.3 Analise molecular das amostras com processamento simplificado

Nos ultimos anos, vem crescendo as tentativas de simplificar ainda mais o LAMP para
expandir e apresentar maiores vantagens em suas principais aplicac6es laboratoriais, em campo
e point-of-care testing. Uma maneira de simplifica-la é processando ou preparando as amostras

de maneiras alternativas a extragéo convencional de DNA ou utilizando amostras sem extragdo
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de material genético (MORI; KANDA; NOTOMI, 2013; SOROKA; WASOWICZ,

RYMASZEWSKA, 2021).

No ensaio de Tatulli et al. (2020), foi utilizado um protocolo alternativo de extracéo
rpida de DNA que apresentou resultados tdo especificos quanto as amostras extraidas de forma
convencional. Os tecidos de lula Loligo vulgaris foram homogeneizados com o auxilio de um
pildo pléastica esteril, seguido da adi¢do de InstaGene Matrix (Bio-Rad, Minchen, Germany)
(solucdo de extracdo rapida) de acordo com o protocolo da empresa. Desse modo, 0 material
genético foi extraido em 15 minutos, sem a necessidade de purificacdo ou outros tratamentos

antes de sua utilizacdo na LAMP.

De maneira semelhante e em concordancia com o obtido por Tatulli et al. (2020), no
presente estudo, todas as amostras de P. hypophthalmus processadas por Cell lysis solution
apresentaram amplificacdo completa, com alta concentracdo de amplicons (coloracdo amarela
intensa), com 0s mesmos resultados colorimétricos que a amostra de DNA extraido
correspondente. Todavia, os resultados de P. mesopotamicus ndo concordaram totalmente, uma
vez que a amostra de DNA extraido obteve amplificacdo completa e as de Cell lysis solution,

incompleta.

Sdo poucos ou provavelmente ausentes os registros na literatura de utilizacdo de
amostras de tecido in natura de peixes para a determinacdo de espécies atraves da LAMP.
Diante disso, 0 embasamento tedrico para os testes executados de amplificagdo dessas amostras
foi o ensaio de Fowler et al. (2021), cujas reacOes para a deteccdo de SARS-Cov 2 foram a
partir de amostras retiradas diretamente de swabs naso e orofagicos diluidas em agua livre de
nuclease. Seus resultados confirmaram a sensibilidade e especificidade da técnica para a
deteccdo de RNA viral nessas amostras, de maneira semelhante a anélise de amostras de RNA

extraido.
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Com metodologia semelhante para o diagnostico da Covid-19, o trabalho de Taki et al.
(2021) traz resultados contrarios aos de Fowler et al. (2021), demonstrando que h& menor
sensibilidade em reagcBes com amostras ndo submetidas a extracdo de RNA, sendo, portanto,

critica para a eficécia na detecgdo de particulas virais em amostras de pacientes.

No presente trabalho, condizendo com os resultados de Fowler et al. (2021), a maioria
das amostras de P. mesopotamicus de tecido in natura apresentaram os mesmos resultados
colorimétricos que as amostras de DNA extraido. Para P. hypophthalmus, no entanto, todas as
amostras de tecido in natura apresentaram amplificagdo completa, com alta concentragédo de
amplicons (coloragdo amarela intensa), enquanto que as amostras correspondentes de DNA
extraido foram amplificadas parcialmente, o que vai de encontro com o sugerido por Taki et al.

(2021).

6 CONCLUSOES

As principais conclusdes do presente trabalho foram:

— A escolha dos genes e da regido de anelamento dos primers na sequéncia-alvo é

primordial para a seletividade e especificidade da reacdo LAMP;

— 0s resultados mostraram que a reacdo de LAMP colorimétrico ndo € espécie-especifica

para P. hypophthalmus;

— hé& a possibilidade de os primers desenhados para P. mesopotamicus serem espécie-

especificos e

— foi observado que, no intervalo de dias, alguns tubos de coloracdo alaranjada mudaram

para o amarelo, quando armazenados a temperatura ambiente.
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Portanto, o presente estudo descreve a aplicacdo dessa metodologia de identificacéo de
espécies de peixes como mais uma ferramenta genética para estudos aplicados a aquicultura,
relacionados a orientacdo de programas de conservacdo e ao manejo adequado de plantéis
reprodutores naturais e cultivados, bem como ao monitoramento da autenticidade genética na
producdo e comércio de produtos de peixes e propde, pela primeira vez, 0 seu uso para
identificacdo de Piaractus mesopotamicus, que no futuro pode ser aplicado pelos produtores de

pisciculturas em campo para 0 monitoramento de suas matrizes genéticas.
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