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Resumo

A necessidade de existéncia de métodos moleculares eficazes, expeditos e
capazes de identificar e comprovar que as espeécies presentes num dado alimento
processado sdo realmente as indicadas no rotulo de cada produto torna-se hoje
fundamental. Esta necessidade deriva ndo s6 da crescente globalizacéo e introducéo
de novas espécies pesqueiras no mercado europeu, com um consequente aumento do
consumo de produtos da pesca, essencialmente produtos processados, onde as
caracteristicas morfolégicas foram adulteradas ou eliminadas, assim como do
crescente consumo de produtos congelados, enlatados e filetados. Devido as recentes
crises no sector alimentar, desde a “doenca das vacas loucas” da década de 90 até ao
mais recente caso da presenca de carne de cavalo em preparados de carne de suino
e bovino, a confianga dos consumidores foi abalada. Por estes motivos a existéncia de
métodos que comprovem a autenticidade dos produtos é de extrema importancia nao
s6 pelo crescimento das exigéncias do consumidor mas, principalmente, por razdes de
fraude e de legislagdo imposta pela Unido Europeia.

Para a determinar a autenticidade de produtos e subprodutos de varias
espécies da familia dos gadideos foi feito o desenvolvimento de um método de PCR-
RFLP (Polymerase Chain Reaction — Restriction Fragment Length Polymorphism).
Para tal, um fragmento pertencente ao citocromo b mitocondrial de aproximadamente
332 pb foi amplificado por PCR. A técnica testada incluida a digestdo pelas enzimas
de restricdo, Alul, Sspl e EcoRV, e visualizacdo dos padrdes de restricdo obtidos por
eletroforese em gel de agarose. O método de PCR-RFLP desenvolvido ndo permitiu a
correta identificacdo das espécies em estudo, pelo que se apresenta e discute uma
série de fatores que poderéo ter condicionado o sucesso do método desenvolvido dos
guais podemos salientar o grau de incerteza associado as sequéncias provenientes de
base de dados internacionais, a analise de amostras degradadas por tratamentos
industriais e a necessidade de refinar e melhorar o desenho dos primers, assim como

a escolha das enzimas de restricao.

Palavras-chave: Métodos moleculares, PCR-RFLP, gadideos, citocromo b

mitocondrial, enzimas de restrigao.
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Abstract

The need for the existence of effective molecular methods, expeditious and able
to identify and certify that the fish species that were packed are really the ones
indicated on the label of each product has become essential. This need is not only due
to the globalization and introduction of new fish species in the European market with a
consequent increase in the consumption of fishery products, mainly products that have
been processed, where the morphological features were adulterated or eliminated, as
well as the increasing consumption of frozen products, canned and filleted. Due to
recent food crisis, from the "mad cow disease" of the 90's to the latest scandal of the
discovery of horse meat in products made of pork and beef, which have shaken
consumer confidence. For these reasons the existence of methods to prove the
authenticity of the products is of utmost importance not only by the growth of consumer
demand but mainly for reasons of fraud and legislation imposed by the European
Union.

To determine the authenticity of products and sub-products of various species
of the gadoids family it was developed and applied the PCR-RFLP (Polymerase Chain
Reaction — Restriction Fragment Length Polymorphism) method. For this purpose, a
fragment belonging to the mitochondrial cytochrome b approximately of 332 bp was
amplified by PCR. Following digestion by restriction enzymes Alul, Sspl and EcoRV,
and restriction profiles were observed by electrophoresis on an agarose gel. The PCR-
RFLP method did not allow correct identification of the species under study, so various
factors are presented in this study that probably may have influenced the success of
the method developed, which we can emphasize the degree of uncertainty associated
with sequences from international data base, the analysis of degraded samples by
industrial treatments and the need to refine and improve the design of the primers, as

well as choice of restriction enzymes.

Keywords: molecular methods, PCR-RFLP, gadoids, mitochondrial cytochrome b,

restriction enzymes.
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