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IGP de queijos tradicionais portugueses.

Marques, M.R; Ribeiro, J.M.B.; Martins, A.P.; Belo, C.C.;
Belo, AT.

Instituto Nacional de Investigacao Agraria e Veterinaria

| Instituto Nacional de
Investigagéo Agréria e
i Veterinaria, LR

68

A fileira do leite dos pequenos ruminantes tem
um elevado défice de rentabilidade em Portugal,
agravado nos Gltimos 10 anos (2009-2019), com a
quebra de producao de 14% do leite de ovelha, a
qual se reflete no abandono da atividade, e inclu-
sive na diminui¢ao do fabrico de produtos quali-
ficados (DOP e IGP). A reduzida valorizacao dos
produtos e dos coprodutos de origem ovina tem
limitado o desenvolvimento do setor. Aumentar
o conhecimento sobre a aptidao tecnologica do
leite das racgas exoticas, que atualmente ¢é utili-
zado em Portugal, e implementar programas de
melhoramento das racas com base em marcado-
res genéticos associados a aptidao tecnolégica do
leite em func¢ao da sua utilizagao sao estratégias
que poderao contribuir para sustentabilidade da
fileira.

As racas ovinas em geral, e ao contrario do que
acontece na principal raca bovina de leite, a
Holstein, preservam uma diversidade genética
que permite estabelecer critérios de selecao em
funcao do destino do leite. A selecao precoce de
animais (Figura 1) com potencial de producao de
leites de elevada qualidade nutricional e funcio-
nalmente mais adequados a producao de queijo
permitira incrementar a diferenciagao e a qualida-
de nutracéutica dos produtos, introduzindo mais
valor acrescentado na fileira e potenciando a sus-
tentabilidade dos sistemas de producao de ovinos
de leite.

Figura 1 - Sele¢do precoce de reprodutores assistida
por marcadores genéticos.
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Figura 2 - Rebanho de ovelhas Assaf a caminho da ordenha da tarde.

A raca

Para melhorar os produtos lacteos e desenvolver
novos produtos é necessario um aprofundado co-
nhecimento das caracteristicas do leite. O teor
em gordura e proteina afetam significativamente a
aptidao tecnologica dos leites para a producao de
queijo®. O fator raca influencia marcadamente a
composicao do leite e a sua aptidao tecnologica pa-
ra o fabrico de queijo. Martins et al.” investigaram
o efeito das ragas Merino, Saloia e Assaf (Figura 2)
na composicao e nas propriedades de coagulacao
do leite, na regiao de producao do queijo de Niza.
Concluiram que as ragas Merino e Saloia apresen-
taram leites com maior teor em so6lidos totais, o que
se refletiu numa producgao potencial de queijo su-
perior em 75% e 27% em relagao a raca Assaf, res-
petivamente. Os autores® observaram diferencas
nos parametros de coagulagdo do leite: a firmeza
da coalhada foi maior no leite da raca Merino e me-
nor no de ovelhas Assaf. A taxa de endurecimento
também foi menor no leite da raga Assaf, sendo su-
perior para o leite das ovelhas da raga Saloia. Os
resultados real¢cam a necessidade de se equacionar
a relacao entre as caracteristicas do leite de cada
raca e o produto potencial que pode ser obtido em
funcao da tecnologia de fabrico.
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A alimentacao

Os produtores que tém animais de uma determi-
nada raga podem melhorar a composigao do leite
através da alimentagao (Figura 3). A gordura ¢ um
constituinte importante que contribui para a qua-
lidade nutricional do leite e produtos lacteos®. As
caracteristicas fisicas e quimicas da forragem e o
tipo de suplemento oferecido as ovelhas leiteiras
afetam a composi¢ao dos acidos gordos da gordura
do leite™®®. Ovelhas leiteiras, com alta necessidade
de energia e proteina para a producao de leite, de-
vem receber forragem de alta qualidade com baixos

Figura 3 - Ovelhas Assaf em pastoreio.
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niveis de NDF” e alta digestibilidade e teor em pro-
teina. Quando a qualidade da erva diminui, a pro-
dugao de leite também diminui e a composicao do
leite altera-set.

As proteinas do leite de ovelha sao compostas prin-
cipalmente por caseinas e proteinas do soro (lac-
talbumina e lactoglobulina). Estas proteinas sao
responsaveis pelas propriedades tnicas do leite de
ovelha para o fabrico de queijo e outros produtos
lacteos. A sua produgao é controlada por fatores
genéticos, sendo dificil de alterar através da mani-
pulacao das dietas dos animais.

O genoétipo

A producao e a composicao do leite sao reguladas
por um conjunto alargado de genes (Figura 4) que
exercem a sua acao funcional ao nivel do desen-
volvimento da glandula mamaria, diferenciagao e
renovagao celular, sintese e secrecao do leite, pro-
movendo o aumento da absorcao de nutrientes ne-
cessarios para a sintese do leite, o aumento da ati-
vidade das células secretoras e a sua manutencao.
O efeito do gendtipo sobre a produgao, a composi-
¢ao do leite e a sua aptidao a coagulacao em ovinos
foi avaliado em diversos estudos®.

Os estudos iniciais nesta area centraram-se So-
bre os efeitos de polimorfismos nos genes que
codificam para as caseinas (Cn), que representam
76-83% das proteinas contidas no leite de ovelha®
. O leite de ovelha tem quatro tipos de caseinas,
as1-Cn, as2-Cn, f-Cn e k-Cn, e seus genes codifica-
dores (CSN1S1, CSNI1S, CSN2 e CSN3, respetivamen-
te) estao agrupados numa regiao do cromossomo
6 ovino (OAR6)™ ™. Polimorfismos nas regioes co-
dificantes dos genes da caseina foram associados
com efeitos na producgao de leite"™ ", nos teores em
gordura™ e proteina do leite™ ™" e nas proprieda-
des tecnoldgicas, como o tempo de coagulagao e a
firmeza da coalhada™.

Entre os genes com efeitos sobre a regulacao en-
docrina da produgao de leite estao os genes da

* NDF - fibra detergente neutro.

hormona do crescimento (GH). O gene da GH apre-
senta-se duplicado em ovinos, tendo sido encon-
trados polimorfismos em ambas as copias (GH2-N
e GH2-Z)"™, os quais foram associados com a pro-
ducao de leite nas racas Serra da Estrela™, Saloia
e Assafl, e Sarda™*!, com a qualidade do leite *”
e com a sua aptidao tecnolégica na raga Serra da
Estrela™. Mais recentemente, com a evolugao das
ferramentas moleculares e bioinformaticas, por
um lado, e com a reducgao dos custos de sequencia-
¢ao dos genomas, foi possivel estudar um grande
namero de polimorfismos distribuidos por todo o
genoma e identificar varios genes candidatos nas
racgas ovinas leiteiras e nao leiteiras®*!, incluindo,
entre outros, a fosfoproteina 1 secretada (SPPI), a
proteina O-fucosiltransferase 1 (POFUT1), o recetor
de prolatina (PRLR), o enzima acetil-CoA carboxi-
lase (ACACA), a a-lactalbumina (LALBA), o recetor
da hormona do crescimento (GHR), o recetor da
hormona liberadora da hormona do crescimento
(GHRHR) e o fator de crescimento semelhante a in-
sulina 1 (IGF1).

Na sequéncia dos estudos desenvolvidos no INIAV!®
"l e de evidéncias que apontam para a associacao
significativa entre os polimorfismos dos genes do
eixo somatotropico e a producao e a qualidade do
leite e a sua aptidao tecnologica, surgiu o projeto
GenPrOv™ com o objetivo de identificar SNPs em
genes candidatos para as referidas caracteristicas
na raga Assaf.

GenprOV

Cofinanciado por:

% oo 95620 Il==-

** Projeto GenPrOv — Marcadores GENéticos para a PRodugdo e qualidade do leite em OVelhas da raga Assaf (ALT20-03-0145-FEDER-000019)
cofinanciado pelo programa Alentejo2020 através do Fundo Europeu de Desenvolvimento Regional.

VIDA RURAL . setembro 2021



DOSSIER TECNICO

LIGACOES

Interagdes Fisicas

Previsto

Caminho

Dominios de proteina compartilhados
= Co-localizagio

Coexpressao

FUNCOES

Desenvolvimento da glandula mamaria
¥ Desenvolvimento da glindula

Resposta celularao estimulo da harmana do crescimento
" Regulagdo do crescimento
Via de sinalizagdo do recetor via JAK-STAT
Crescimento
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Figura 4 - Interagdes entre os genes do eixo somatotréfico com possiveis efeitos sobre a produgdo e a qualidade

do leite.

Nota: Genes estudados no projeto GenPrOv: GH1 — hormona do crescimento 1; GH2 - hormona do crescimento 1; GHR — recetor

da GH; PRL - prolactina, PRLR - recetor da PRL; IGF1 — fator de crescimento semelhante & insulina 1; IGF2 — fator de crescimento
semelhante & insulina 2; IGF1R - recetor do fator de crescimento semelhante & insulina 1; JAK2 — Janus kinase 2; STAT3 - transdutor
de sinal e ativador de transcrigdo 3; STAT5A — transdutor de sinal e ativador de transcri¢cdo 5A; STAT5B — transdutor de sinal e
ativador de transcri¢do 5B; SOCS2 — supressor do sinal da citokina 2; SOCS3 — supressor do sinal da citokina 3; FGFR3 - recetor do
fator de crescimento do fibroblasto 3. Fonte: GeneMANIA (https:/lgenemania.org).

Inicialmente foram estudados através de analises
bioinformaticas 202 polimorfismos de uma tnica
base (SNPs) distribuidos por 22 genes que causam
substituicoes de aminoacidos (aa) nas cadeias das
respetivas proteinas. Destes, foram escolhidos pa-
ra genotipar por SNapShot® os 65 cuja alteracao de
aa se previu poder afetar mais significativamente a
estrutura e a fungao da respetiva proteina. No Qua-
dro 1 sao apresentados os 14 SNPs que afetam sig-
nificativamente os parametros leiteiros estudados.
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Verificaram-se efeitos dos SNPs per si, ou em con-
junto (haplétipos), sobre alguns dos parametros e
também sobre a evolucao dos mesmos ao longo da
lactagao. Encontraram-se SNPs associados com a
producao de leite nos genes GH2-N, PRL, PRLR e
IGF1 e com a quantidade de gordura nos genes IFG1
e IGF1-R. Da observagao do Quadro 1 levanta-se a
hipotese dos haplotipos potenciarem efeitos nao
observaveis na analise individual dos SNPs como
fica evidente para os haplotipos da GH2-N e GHR,
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Quadro 1 - Efeitos dos polimorfismos de uma tnica base (SNPs) encontrados em genes do eixo somatotrapico

associados a caracteres leiteiros em ovelhas da raca Assaf

Gene Nome Chr. SNP Aminoacido Efeito sobre® P-value
g.597T>C LeullPro P
"""""""""" Evolugao da firmeza da coalhada (AR) ao longo da lactagao [~
2.1024T>C Phe78Leu *
O O T N TONCOMCTRERCES :
do crescmento g59TT>C+ | LeultPro; | ] Evolugao do TP 20 longo dallactagdo. :
g1024T>C Phe78Leu Evolucao do TST ao longo da lactacao &
Evolucao da firmeza da coalhada (AR) ao longo da lactacao R
Evolugao do TP ao longo da lactagao *
rs1086611503 SEr3BOPro -
Evolugao do TST ao longo da lactacao *
Recetor pH *
GHR da hormona 16 rs597181420 AlaS29Thr [
do crescimento - Tempodecoagulacao ® *
rs1086611503+ Ser380Pro; Tempo de Coagu]a(;éo (R) *
rs595567866+ | Lys392Glu; [
rs597181420 | Ala529Thr Firmeza da coalhada (AR) *
Producao de leite aos 150 d &
rs412263261 Val7Gly [
Producao total de leite E
Producao total de leite *
PRL Prolactina 20 || T
rs406266481 Arg75= Duracao da lactagao kd
TSTIMG =
8.23731G>T = Tempo de coagulacao (R) &
Producao total de leite *
rs604784916 Arg351Trp [
Recetor Duracao da lactagao *
PRLR . 3
da prolactina TP *
rs600947105 ProS28Leun [«
Evolucao da firmeza da coalhada (AR20) ao longo da lactacao wx
Fator 101098781 Duracao da lactagao *
de crescimento L= N e
1GF semelhante A R R R Quantldadede gordura t
ainsulina 1 rs161082711 = Persisténcia da lactacao T
Recetor do fator Quantidade de gordura *
IGF1-R de crescimento 18 151094731965 Met534Arg Quantidade de solidos totais *
semelhante | | T
ainsulina 1 Evolucao da quantidade de Ureia-N ao longo da lactacao *
Recetor do fator
FGFR3 | de crescimento 6 2.128784747A>C | Val559Glu Evolugao do TP ao longo da lactagao T
dos fibroblastos 3

4 TP - teor em proteina; TST - teor em solidos totais; TSTIMG - teor em solidos totais isentos de matéria gorda. T - P<0,05; * - P<0,05; ** - P<0,01.

os quais foram associados como alteragoes do teor

proteico e em soélidos totais do leite e com a firme-
za da coalhada e tempo de coagulagao no caso da
GH2-N. Resultados similares foram observados no

gene da GH na racga Serra da Estrela™ e em outros

SNPs do gene do GHR na raca Sarda®.

O gene da PRL esta localizado na imediacao dum
loci associado a caracteres de produgao de leite®!.
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Foram descritas duas variantes alélicas neste gene,
cujos efeitos sobre a producao e a qualidade do leite
sao controversos. Ramos et al."? verificaram que o
genotipo PRL BB apresenta nao apenas os maiores
teores de proteina e gordura, mas também a maior
producao de leite em ovelhas Serra da Estrela. Pelo
contrario, em ovelhas da raga Frisia Oriental, o ge-
notipo PRL AA foi o que apresentou forte associa-
¢ao com a produgao de leite®. Em relacao ao SNP
rs406266481, polimorfico e associado significativa-
mente com a producao de leite, a duragcao da lac-
tacao e o teor em solidos totais isentos de matéria
gorda na raga Assaf (Quadro 1), este polimorfismo
nao foi encontrado na raca Sarda®”. Assim, como
referiu Staiger et al.?, essas associagoes com a
producao e qualidade do leite requerem validacoes
adicionais, sendo fortemente dependentes das ra-
¢as, da fase de lactacao e dos sistemas de producao.
A PRLR é uma proteina membranar da superfamilia
dos recetores das citocinas (tal como o GHR) cuja
expressao diferencial varia em funcao das fases da
lactacgao. Polimorfismos do PRLR foram associados
a alteracoes da glandula mamaria ao longo da lac-
tacao™, ao teor em lactose, ao nivel de células so-
maticas, tempo de coagulagao da coalhada e taxa
de endurecimento da coalhada®.

Uma vez que a sintese da lactose do leite é media-
da pelo sistema PRL/PRLR™, seria de esperar que
polimorfismos nestes genes afetassem significati-
vamente nao sé a producao de leite, mas também o
teor em lactose do leite, o que nao se verificou.
Por outro lado, os efeitos observados sobre os pa-
rametros de aptidao a coagulacao do leite eram ex-
pectaveis, pois a expressao dos genes das caseinas
¢ mediada por fatores de transcricao ativados pela
ligacao GH-GHR e PRL-PRLR.

Muitos dos efeitos galactopoiéticos da GH sao me-
diados pelo IGF-18%, o qual é produzido em varios
tecidos, mas principalmente no figado, em resposta
a estimulacao da GH. Em ovelhas, polimorfismos no
gene IGF-1influenciam a persisténcia da lactagao®,
o que esta de acordo com os resultados observados
na raca Assaf (Quadro 1). Em ambas as ragas, foram
estudados SNPs na regiao 5’ nao transcrita do ge-
ne onde se localizam locais de ligacao putativos de
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fatores de transcricao que influenciam a atividade
funcional do gene do IGF-1.

A evolucao do teor de proteina do leite ao longo da
lactagao foi também influenciada por um polimor-
fismo no gene do recetor do fator de crescimento
dos fibroblastos 3 (FGFR3). Um polimorfismo nes-
te gene foi associado, na sua forma homozigotica
a sindrome do borrego aranha®™, e na forma hete-
rozigética a um maior crescimento esquelético dos
animais, sendo apontado como um possivel marca-
dor genético para aumentar a produgao de carne,
sendo esta a primeira vez que é reportada a sua as-
sociacao com caracteres leiteiros.

Perspetivas futuras

No ambito do projeto GenPrOv, estao em fase de
conclusao a associagao genotipos/haplotipos des-
tes e de outros genes do eixo somatotropico e os
caracteres fenotipicos para a produgao, a qualidade
do leite e o rendimento queijeiro, com o objetivo de
encontrar, na raca Assaf, marcadores genéticos pa-
ra a producao de leite de qualidade para o fabrico
de queijo. ©
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