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Aplicacoes da rastreabilidade genéc
na fileira de producéio suina

Figura 2 - Fundamento do processo de rastreabilidade genética
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Introducao

Em resposta a crise de confianga
dos consumidores e i mediatizagfio dos
aspectos relacionados com a seguranga
¢ qualidade alimentar, a UE sentiu a
necessidade de criar estruturas e meto-
dologias de controlo, monitorizagdo e
acompanhamento das diferentes fileiras
de produgiio animal, e sistemas de ras-
treabilidade que garantam a integridade
do ciclo de produgio. De acordo com a
metodologia de Schwagele (2005), con-
sidera-se que a monitorizagio abrange

o controlo ao longo de todo o ciclo
produtivo, nomeadamente a produgio,
abate/processamento, distribui¢@o, reta-
lho e consumo, devendo a integridade
do circuito e dos procedimentos utili-
zados ser assegurada por um sistema
de rastreabilidade fidedigno (Figura 1).
A rastreabilidade ¢, assim, a capacidade
de identificar a origem de cada factor
que, directa ou indirectamente, contri-

Figura 1 - Monitorizacéo e rastreabilidade

na fileira de produgdo suina
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buiu para o produto final que € posto &
disposi¢io do consumidor.

Actualmente, a rastreabilidade (ou
tracabilidade) figura entre as principais
exigéncias em seguranca alimentar dos
mercados nacionais e internacionais e
representa um motivo de preocupagio
a todos os niveis, desde a produgio até
20 consumo.

Um dos aspectos [undamentais
dos processos de monitorizacio e
rastreabilidade ¢ a necessidade de
garantir a autenticidade do produto
posto a disposicio do consumidor, isto
¢, assegurar que determinado produto
alimentar (fresco ou transformado)
corresponde efectivamente ao animal/
exploragio/raca que presumivelmente
lhe deu origem. A existéncia de marcas
de certificagio pode assim ser refor-
cada pela implementagdo de esquemas
complementares de rastreabilidade, que
aumentardo a fiabilidade ao longo de
todo o ciclo produtivo, incrementando
assim a confianca dos consumidores.
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Figura 3 - Reacgéio em cadeia da polimerase (PCR) Com o desenvolvimento da investi-
gagio e evolugio do conhecimento na
drea da biologia molecular, nomeada-
mente na utilizagio de diferentes mar-
cadores genéticos, generalizou-se 0 uso

deste tipo de marcadores para estudos
- +Primers ""1 populacionais, de diferenciagfio, carac-

terizagio genética, testes de paternidade
e rastreabilidade de produtos.

DNA Synthesis Obijectivos da rastreabilidade

genética

A rastreabilidade genética assenta
na premissa de que o patriménio
genético de cada individuo € tnico (a
excepcio dos gémeos verdadeiros) e
inalterdvel ao longo da vida, pelo que
a andlise do ADN nas diferentes etapas
do processo de produgiio/transformagio
permite, com grande fiabilidade, garan-
tir a compatibilidade e integridade de
todas as fases do circuito. Assim, €
possivel comparar o padrio de ADN
de um lombo ou de um presunto, com o

95 deg




ANIMAL

padrio do animal que presumivelmente
Ihe deu origem, avaliando a compatibili-
dade entre eles no painel de marcadores
genéticos utilizado, que tera de ser exac-
tamente igual em todos eles (Figura 2).
A avaliagio da compatibilidade gené-
tica a nivel individual €, assim, a unica
forma de garantir, com total confianga,

arastreabilidade e integridade de todo o
circuito de produgao/transformagéo.
Alternativamente, outros tipos de
rastreabilidade genética podem ser utili-
zados, por exemplo ao dar garantias (ou
ndo) quanto a possibilidade de a carne
ou o produto transformado provir de
determinada exploragio ou raga, ainda
que com mener fiabilidade quanto &
interpretagio dos resultados ¢ maior
complexidade em termos de aplicagdo.

Os pontos-chave da Biologia
Molecular

Os animais da mesma espécie apre-
sentam uma semelhanga no seu ADN
superior a 99%, pelo que as diferengas
genéticas entre individuos residem em
alteragdes observadas em menos de 1%
do genoma. Mas ¢ precisamente nesta
“pequena” porgdo do ADN que existe
variahilidade entre individuos, tradu-
zida ou ndo na expressio fenotipica
(morfoldgica, produtiva, etc.), variabi-
lidade essa que pode ser estudada direc-
tamente ao nivel da sequéncia de bases
que constituem o codigo genético.

O grande passo que abriu as portas
para o conhecimento e aplicacoes da
Biologia Molecular foi a descoberta da
estrutura do ADN e da correspondente
identificagio do codigo genético por
Watson e Crick, em 1933. Os conhe-
cimentos desde entio aprofundados
viriam a dar origem a uma série de des-
cobertas cientificas, de que a sequéncia
do genoma humano, publicada em 2001,
¢ talvez a contribuigdo mais relevante.

Uma metodelogia de especial impor-

tAncia e que revolucionou a investigagio —

genética e molecular foi a técnica de
amplificagio especifica in vitro de um

fragmento de ADN curto e de sequén-
cia conhecida ou reacgdo em cadeia da
polimerase - PCR (“Polymerase Chain
Reaction”). Este procedimento, des-
coberto por Mullis em 1985, permite
sintetizar grandes quantidades de frag-
mentos especificos de ADN gendmico a
partir de uma Gnica molécula de ADN
molde (Figura 3). Esta técnica apresenta
ainda a vantagem de poder ser aplicada
a virias amostras em simultineo, ¢ de

produzir resultados em apenas algumas
horas. Deste modo, podemos aumentar
exponencialmente a quantidade de
ADN a partir de uma pequena amostra
e obter material genético suficiente para
diferentes estudos e andlises, como € o
caso da rastreabilidade genética.

Com a possibilidade de obtencio
de material genético em quantidades
suficientes por intermédio da PCR foi
possivel a identificacio de diversos
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Figura 4 - Polimorfisme do comprimento de fragmentos

de restricdo RFLP

Sampie -

Figura 5 - Microssatélites
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marcadores moleculares que detectam
polimorfismos genéticos de interesse
nas sequéncias do genoma dos animais
domésticos. Um tipo de marcador gené-
tico desenvolvido hd ja alguns anos € o
Polimerfismo do comprimento de frag-

mentos de restricio (RFPL — “Restric-
tion Fragment Length Polymorphism™)
em que o ADN € digerido por enzimas
de restrigdo, que fragmentam a molé-
cula de ADN em locais especificos. Os
RFLP’s permitem identificar mutagdes

Figura 6 - Amostragem de tecidos
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ao nivel da molécula de ADN, ja que
o tamanho dos fragmentos obtidos
apds digestio do ADN com enzimas
apropriadas difere de um individuo
para outro. Os fragmentos resultantes
do processo de digestio com enzimas
de restrigio sio depois separados por
electroforese em gel, dai resultando um
padrio de bandas que ¢ especifico para
cada individuo (Figura 4).

No genoma de todas as espécies,
existem largamente difundidos seg-
mentos, conhecidos como microssaté-
lites, em que conjuntos de 2-6 bases
se encontram repetidos, variando o
numero de repetigoes de um individuo
para outro. Por exemplo, podera haver
uma sequéncia AC que num animal se
repete 28 vezes (AC28), noutro animal
se repete 32 vezes (AC32), efc. Hste
nimero de repetighes € transmissivel
i descendéncia, ¢ identificivel por um
processo semelhante aos RFLP, em que
neste caso a migragio dos fragmentos
correspondentes aos microssatélites é
determinada pelo seu tamanho (Figura
5).

A existéneia de um grande nimero
e polimorfismo de microssatélites nas
vérias espécies tornou estes marcadores
de eleigio na identificagio genética
de animais, testes de paternidade,
questdes forenses, etc. Por exemplo,
com um conjunto bem escolhido de
10-12 microssatélites, a probabilidade
de aparecerem dois animais com ©
mesmo gendtipo € inferior a 0.0001%,
o0 que torna esta metodologia extrema-
menle potente em todas as questdes de
identificacio genética. A possibilidade
de automatizar muitos dos processos
envolvidos na identificagéio de micros-
satélites tornou esta técnica rotineira,
e largamente utilizada hoje em dia a
baixo custo, nomeadamente em testes
de paternidade, rastreabilidade gené-
tica, etc.

A Biologia Molecular como fer-
ramenta da rastreabilidade
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Figura 7 - Brinco

Como o genoma de um individuo
se mantém constante ao longo de toda
a vida, amostras de ADN do mesmo
animal comparadas em diferentes fases
deverdo ser exactamente iguais. Por
outro lado, se o conjunto de marcado-
res genéticos for escolhido de forma
adequada, ¢ praticamente impossivel
que aparecam dois individuos que, por
mera casualidade, apresentem o mesmo

Figura 8 - Teste de compatibilidade
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padriio de marcadores genéticos,
Assim, a implementagio de um

esquema integrado de rastreabilidade

genética baseia-se na recolha de amos-

Animal?
Exploracio?

tras de tecido bioldgico ao longo das
viirias etapas do ciclo de produgdo, e na
verificagao da compatibilidade perfeita
entre os padrdes dos marcadores gené-
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Figura 9 - Diferentes genéti-
pos possiveis para o gene do
halotano

ticos nas amostras recolhidas nas vdrias
etapas (Figura 2).

O material biol6gico recolhido
nestas amostragens pode ser de natu-
reza diversa (cartilagem, sangue, pélos,
came, etc.), como se encontra ilustrado
na Figura 6. Normalmente, esta amos-
tragem requer pequenas quantidades
de tecido, e pode ser feita sem alterar
0 normal funcionamento dos esquemas
de produgdo, transformagio e comercia-
lizagdo, havendo apenas que assegurar
que ndo hi mistura de tecidos (sangue,
carne, etc.) de diferentes animais.

Actualmente, um esquema baseado
na recolha de material biolégico em
todos os animais identificados estd ja a
ser implementado por algumas empre-
sas, utilizando um tipo de brinco que,
quando aplicado no animal, automati-
camente recolhe uma porgao de carti-
lagem da orelha num pequeno cilindro
com a identificacio do animal (Figura
7). As amostras dos vdrios animais
sio depois congeladas, e mantidas em
armazém para posterior verificagio de
compatibilidade genética com amostras
recolhidas posteriormente (animais aba-
tidos, produtos comercializados, etc.).

No caso de existir incompatibilidade
entre amostras presumivelmente do
mesmo animal, é possivel procurar nas
amostras retiradas em fases anteriores
do ciclo produtivo a que animal poderd
efectivamente corresponder, ainda que
este processo seja bastante dispendioso.
Uma alternativa eficaz e de custos mais
reduzidos, é a pesquisa da exploragio
de origem do animal amostrado, com
base nas relagdes de parentesco com os
animais dessa explorag@o (pais, irmios,
etc.). Imaginemos, por exemplo, que a
amostra de um porco Alentejano nio é
geneticamente compativel com a de um
presunto que presumivelmente resultou
do seu abate e transformagiio. Neste
caso, poderfamos investigar se esse pre-
sunto provém de outro porco da mesma
exploragdo, verificando a compatibili-
dade com os varrascos utilizados como
reprodutores nessa exploragdo. No caso
de esta compatibilidade continuar a ser
negativa, poderiamos ainda averiguar se
o presunto poderia efectivamente ser
proveniente de um porco da raga Alen-
tejana, ainda que com menor fiabilidade
no resultado deste teste (Figura 8).

Nos produtos transformados resul-
tantes do processamento de vdrios
animais (enchidos, carmes processa-
das, etc.) ndo €, obviamente, possivel
assegurar 0 animal de origem do pro-
duto final, mas € possivel investigar
a eventual incorporagiio de carnes de
outras espécies, OGM’s, etc., havendo
portanto um papel importante da rastre-
abilidade genética também nestas dreas.

Outras aplicagdes da Biologia
Molecular

Os enormes desenvolvimentos ocor-
ridos nos dltimos anos fazem esperar
que as dreas de aplicacio da Genética
Molecular venham a ser cada vez mais
diversificadas e imprescindiveis. Um
dos campos em que maior aplicagio
se tem vindo a observar € o da selecgio
assistida por marcadores, sendo previ-
sivel uma cada vez maior aplicagio da

Genética Molecular nos programas de
selecgiio das diferentes espécies.

Por exemplo, na espécie suina a
eliminagio do gene da sensibilidade
a0 halotano (hipertermia maligna, PSS)
tem vindo a constituir uma preocupacio
crescente por parte dos seleccionadores,
estando cada vez mais difundidas dife-
rentes técnicas de Genética Molecular
que servem de suporte as decisdes nos
programas de selec¢iio. Recentemente,
foi desenvolvida pelo Laboratério de
Genética Molecular da Estagio Zootéc-
nica Nacional um método novo, extre-
mamente preciso e rdpido, baseado na
deteccdo de mutagdes pontuais (SNPs,
Single Nucleotide Polymorphisms), que
permite detectar o gendtipo no locus
RYRI, que determina a sensibilidade
a0 stress nos suinos. Alguns resultados
deste novo método encontram-se na
Figura 9, que ilustra os trés genétipos
possiveis, correspondendo o gendtipo
nn aos individuos susceptiveis, Nn aos
portadores heterozigdticos e NN aos
homozigéticos isentos do gene da sen-
sibilidade ao halotano,

Conclusoes

Existem actualmente disponiveis
uma série de ferramentas nas diferentes
dreas da Biologia Molecular que consti-
tuem um suporte essencial de qualquer
sistema de rastreabilidade, contribuindo
assim para a credibilizagio dos diferen-
tes ciclos e etapas da fileira de producio
suina, ¢ dos correspondentes sistemas
de certificagiio.
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