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Resumo

A enorme variabilidade fenotipica entre os bovinos Bos primigenius taurus € Bos primigenius
indicus, os quais se separaram ha centenas de milhares de anos atras, e vém sendo explorados
desde entdo pelo homem através da selegdo artificial de racas para corte e produgdo de leite,
possibilita a formacao de racas mesticas, pois nao ha isolamento reprodutivo entre essas
subespécies. Sabe-se também que parte das diferencas observadas entre as racas para
caracteristicas produtivas e de resisténcia aos parasitas estd sob controle genético, e que ¢
possivel distinguir animais geneticamente superiores aos demais da populagdo com o uso
combinado da genética molecular ¢ do melhoramento animal tradicional. Uma vez que a
economia do Brasil ¢ grandemente influenciada pela agropecudria, somente a exportagdo de
carne bovina gerou receita de US$2,5 bilhdoes em 2004, a busca e identificacdo de regides
cromossOmicas que controlem ao menos parte da variacdo dessas caracteristicas quantitativas
de interesse econdmico (QTL, Quantitative Trait Loci), tais como peso ao nascimento € ganho
de peso, e também regides que influenciem a resisténcia aos parasitas, ¢ de grande
importancia. O objetivo do presente estudo foi mapear QTLs para caracteristicas de
crescimento ¢ de resisténcia a endoparasitas gastrintestinais e parasitas externos, como o
carrapato (Rhipicephalus (Boophilus) microplus) e o berne (Dermatobia hominis), utilizando
marcadores microssatélites para fazer a varredura dos cromossomos cinco e sete dos bovinos,
em uma populacao F, Gir x Holandés. No cromossomo cinco, detectamos a presenga de um
QTL significativo (P < 0,01) para peso ao nascimento e outro sugestivo (P < 0,05) para
contagem de carrapato na estagdo chuvosa. No cromossomo sete, detectamos um indicativo
de QTL (P < 0,10) para contagem de carrapato na estacdo seca. Em ambos os casos houve
desvio significativo de dominancia, sugerindo que parte da variacdo genética da caracteristica
deve ser atribuida a combinacgdo de alelos. O alelo favoravel para resisténcia do QTL no
cromossomo cinco foi oriundo da raga Gir ¢ o do cromossomo sete da raca Holandesa, fato
surpreendente, dado que as ragas zebuinas foram tradicionalmente consideradas como Unica
fonte de resisténcia ao carrapato. Nenhum QTL foi associado a resisténcia aos endoparasitas
gastrontestinais ou ao berne. A aplicacdo dessas informagdes depende ainda da redugdo do

intervalo de confianga para a posi¢ao dos QTLs e validagao em outras populacdes.



Abstract

The large amount of phenotypic variability between Bos primigenius taurus and Bos
primigenius indicus cattle, which had diverged hundreds of thousands of years ago and since
then have been explored by men through artificial selection of the breeds to milk and meat
production, allows the development of crossbreeds, since there is no reproductive isolation
between these subspecies. It is known that part of the described differences for productive and
parasite resistance traits among the breeds is under genetic control, and that is possible to
distinguish  genetically superior individuals from the others of the population with the
combined use of molecular genetics and traditional livestock production programs. Since in
Brazil the economy is largely influenced by agribusiness, once bovine meat exportation alone
generated US$2.5 bilion in 2004, the search and identification of chromosomic regions that
control al least part of the variation of these quantitative economic traits (QTL, Quantitative
Trait Loci), like birth weight and weight gain, and also regions that influence resistance to
parasites, is of great concern. The objective of the present study was to map QTLs for growth
traits and resistance to gastrointestinal endoparasites and external parasites, like the tick
(Riphicephalus (Boophilus) microplus) and the beef worm (Dermatobia hominis) using
microsatellite markers to scan bovine chromosomes five and seven in a F» Gir x Holstein
experimental population. On chromosome five, a significant (P < 0.01) QTL for birth weight
and one suggestive (P < 0.05) for resistance to tick count during the rainy season were
detected. On chromosome seven, it was identified an indicative QTL (P < 0.10) for tick count
in the dry season. In both cases, a significant dominance deviation was observed, suggesting
that part of the genetic variation must be atributed to allele combinations. The favorable allele
for resistance in chromosome five was from the Gir parental and on chromosome seven, from
Holstein, which is a surprising result, since the zebu breeds were traditionally considered as
the solely source of tick resistance. No QTL was associated to resistance to endoparasites or
to the beef worm. The application of these informations still demands the reduction of

confidence intervals for the QTLs locations and validation in other populations.
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1. Introducio geral

O Brasil estd se destacando no cendrio internacional no setor agropecudrio. Com 165
milhdes de cabegas de gado, ¢ o maior rebanho comercial do mundo (ANUALPEC, 2004).
Em 2003, as exportacdes de carne bovina brasileira somaram 1,3 milhdo de toneladas, com
receitas de US$ 1,51 bilhdo. Em 2004 esses numeros cresceram para 1,854 milhdo de
toneladas, o que gerou receitas de US$ 2,457 bilhdes (AGRInforma, 2005). As exportagdes
brasileiras de produtos lacteos também vém se destacando. Em janeiro de 2005, renderam ao
pais US$ 11,5 milhdes, o que representa um crescimento de 258,8% na comparagdo com o0s
USS 3,2 milhoes registrados em igual periodo do ano passado. Em volume, as exportagdes de
lacteos atingiram 6,6 mil toneladas, 160% a mais que as 2,5 mil toneladas de janeiro de 2004.

Apesar dos nimeros favoraveis, a busca por animais mais produtivos e a reducdo das
perdas decorrentes de infestacdes por parasitas ¢ uma constante entre os produtores, pois o
desempenho agricola dos paises situados em regides tropicais ¢ muito inferior aos paises de
clima temperado (Hammond, 1994).

Caracteristicas de crescimento e resisténcia aos parasitas sdo consideradas quantitativas,
pois além de serem poligénicas, com varios locos génicos influenciando sua expressao,
também sdo grandemente influenciadas pelo ambiente no qual o animal se desenvolve.

E possivel mapear regides cromossomicas que controlam pelo menos parte da
variabilidade fenotipica para essas caracteristicas nos bovinos, caso utilizemos uma populagao
experimental bem delineada, como ¢ o caso da populagdo experimental F, de bovinos
mesticos Holandés (Bos primigenius taurus) x Gir (Bos primigenius indicus) juntamente com
uma metodologia estatistica propria para tal.

O presente estudo faz parte de um projeto maior, cujo inicio da execucdo ocorreu em
1995, coordenado pelo Dr. Mério Luiz Martinez, melhorista animal e pesquisador da Embrapa

Gado de Leite (Juiz de Fora, MG), e tem por objetivo realizar o mapeamento de QTLs



(Quantitative Trait Loci, locos de caracteristicas quantitativas) para caracteristicas de
crescimento do animal e resisténcia contra parasitas, utilizando a metodologia de mapeamento
por intervalos com marcadores microssatélites. A escolha dos cromossomos cinco e sete do
genoma bovino deu-se em virtude de trabalhos previamente descritos e também com base nos

genes presentes nesses Cromossomaos.

2. Revisao bibliografica

2.1. Origem e evolucao dos bovinos

Os bovinos sdo animais vertebrados mamiferos, pertencentes a ordem Artiodactyla
(casco fendido), assim como os porcos, camelos, lhamas ¢ veados. Esses animais possuem
dois dedos maiores, ¢ que formam o casco fendido ao meio, ¢ onde os outros dedos sdao
diminutos e ndo utilizados (Friend and Bishop, 1978). Nessa ordem existem varias familias, e
os bovinos encontram-se na familia Bovidae, juntamente com cabras e ovelhas. Os bovinos
domésticos pertencem ao género Bos, que se caracteriza por agrupar animais que possuem
chifres que nunca sdo trocados, estbmago com quatro compartimentos e glandulas mamarias
localizadas entre as patas traseiras. Além disso, sdo animais que nao possuem dentes incisivos
superiores ¢ caninos na mandibula, porém Sisson ¢ Grossman (1977) consideram que os
incisivos inferiores sejam, na verdade, caninos modificados. Dentro desse género existem
ainda os bisdes e bufalos, ¢ os bovinos domésticos foram separados em duas espécies, de
acordo com Linnaeus (1758): Bos indicus, composta por bovinos indianos, e que possuem
cupim (também chamados de zebuinos, ou gado Zebu), e Bos taurus, onde se encontram
animais sem cupim (denominados também de taurinos, ou gado europeu) (Barbosa, 1998).

Todos os bovinos modernos originaram-se a partir de um ancestral comum que existiu

na Asia por volta de sete milhdes de anos atras (Friend and Bishop, 1978), porém ha



controvérsias sobre a origem dos bovinos, principalmente sobre o gado Zebu. Barbosa (1998)
apresentou uma compilacio revisada sobre o trabalho de diversos autores que estudaram a
origem desses animais. Zeuner (1963) elaborou uma teoria onde os zebuinos sdo descendentes
do Bos namadicus, um gado selvagem encontrado na India ha mais de dez mil anos, mas
segundo Epstein (1971), os zebuinos originaram-se em 3000 aC. Friend and Bishop (1978)
acreditam que no Pleistoceno, ou seja, cerca de 2 milhdes de anos atras, um ancestral comum
deu origem ao Bos namadicus € ao Bos primigenius. Bos namadicus teria originado o gado
Zebu ha cerca de 5.000 anos atras, com o comeg¢o do processo de domesticacdo desses
animais; Bos primigenius teria se subdividido em Bos longifrons (gado europeu de chifres
curtos) e Bos taurus (Bos primigenius domesticado, com chifres longos) no meio do periodo
Holoceno, ha 3.000 anos atrds. J4 de acordo com Loftus et al. (2004), existem mais de 1
bilhdao de bovinos no mundo atualmente, e que todos sejam derivados de subtipos de bovinos
Bos taurus e Bos indicus que se divergiram ha 100.000 anos atras, antes mesmo dos eventos
de domesticagdo, os quais comecam a ocorrer quando a selecdo por fenodtipos favoraveis se
iniciou nos bovinos, ha 7.500 — 10.000 anos atras. Analises de DNA mitocondrial ¢ o uso de
marcadores microssatélites indicam que Bos indicus divergiram de Bos taurus entre 110.000 e
850.000 anos atras (Hansen, 2004).

Apesar de existir essa subdivisdo entre as espécies Bos taurus e Bos indicus, ¢
interessante notarmos que essas espécies se reproduzem normalmente entre si, sem redugdo de
fertilidade nas geracdes subseqilientes. Essa falta de isolamento reprodutivo contradiz o
conceito biologico de espécie, contrariando a divisdo desses animais em espécies distintas.
Studart (2001), em revisdo sobre o assunto, verificou que Tambasco (1976), com base em
analises citogenéticas, considerou taurinos e zebuinos como sendo duas subespécies da
espécie Bos taurus, podendo vir a ser chamadas de Bos taurus taurus, € Bos taurus indicus.

Porém, a nomenclatura mais amplamente utilizada é a de Linnaeus, mesmo com a



possibilidade de hibridacdo entre os individuos Bos taurus e Bos indicus pois, segundo
Futuyma (1997), muitas vezes as diferencas morfologicas prevalecem na definicdo de
espécies taxondmicas, sobrepondo-se as evidéncias de isolamento reprodutivo.

No presente estudo, entretanto, baseado em trabalhos previamente reportados, recente
taxonomia (Nowak, 1999) e também no fato de ndo haver isolamento reprodutivo, Bos taurus
e Bos indicus serdo considerados como sendo subespécies diferentes de bovinos, ndo espécies
distintas, ¢ a nomenclatura utilizada para identificar as subespécies serd Bos primigenius
taurus € Bos primigenius indicus, nomenclatura esta que ja estd sendo empregada em

trabalhos recentes (por exemplo, Henkes et al., 2005).

2.2. O Gado Holandés

O gado holandés (Bos primigenius taurus) ¢ encontrado no mundo todo, podendo ser
divido em trés tipos principais. O frisio holandés foi desenvolvido na Holanda, local de
origem da raga. O frisio Holstein ¢ a variedade norte-americana, ¢ o frisio inglés é o
intermediario entre os dois primeiros tipos (Marques, 1969).

Infelizmente, a origem da raga ndo ¢ totalmente conhecida. Existe uma visao tradicional
de que os ancestrais dos atuais frisios foram domesticados ha mais de 2.000 anos atrds nas
terras do norte da Holanda e Frisia ocidental (Friend and Bishop, 1978). Outra teoria ¢ que as
tribos frisias e batdvias da Europa Central introduziram na Holanda um gado altamente
produtivo, a partir de uma variedade da Grécia antiga.

Poucos animais desta populacdo inicial sobreviveram as varias catastrofes que
ocorreram na Holanda. Houve uma grande perda de animais devido a inundagdes sérias e
deflagragdes de doengas. Para manter a crescente industria do gado que ergueu a Holanda

desde o século 13, muitos animais tiveram que ser importados.



2.2.1. O frisio Holstein

Os primeiros colonos holandeses da América do Norte trouxeram seus rebanhos
consigo, e existem referéncias de gado branco e preto no continente americano desde 1621.
Esses animais foram cruzados com outras linhagens conforme foram sendo importados
(Marques, 1969).

O primeiro rebanho puro de frisios Holstein da América do Norte foi estabelecido por
Winthorp W. Cheney de Belmont, Massachusetts. Em 1852 ele comprou uma vaca que veio
da Holanda. Esse animal fornecia leite fresco aos tripulantes durante a viagem, ¢ foi uma vaca
tdo produtiva que ele decidiu importar outras. Em 1881, o frisio Holstein foi importado para o
Canada a partir dos Estados Unidos, e dois animais desse grupo original foram se tornar os
ancestrais da maioria do Holstein canadense.

Essa raga ¢ famosa por sua excepcional produgdo leiteira, mas os americanos também se
concentraram no tipo. Um comité de importantes criadores de gado leiteiro foi formado em
1922 para decidir qual deveria ser o tipo correto do Holstein. Modelos e gravuras foram
criados por artistas, sob a supervisdo do comité, e amplamente distribuidos. Um programa de
classificagdo de rebanhos foi iniciado em 1929, onde os criadores eram ranqueados for um
inspetor oficial. O proprietario podia comparar suas vacas com o animal ideal, e se esforgar
para criar animais melhores.

O Holstein é o mais produtivo dentre as linhagens leiteiras. Nao sdo tdo precoces quanto

outras racas, mas se tornam animais grandes, com uberes bem desenvolvidos (Figura 1).



Figura 1 - Exemplo de fémea da raga holandesa (Bos primigenius taurus) (extraido de:

www.fregonezi.com/)

2.2.2. O gado Holstein Friesian no Brasil

De acordo com a Associacdo Brasileira de Criadores de Bovinos da Raca Holandesa
(http://www.gadoholandes.com.br/origem/raca.htm), ndo foi estabelecida uma data de
introdugdo da raga holandesa no Brasil. De acordo com informagdes obtidas do site, "segundo
os dados histdricos, referentes a nossa coloniza¢do, presume-se que o gado holandés foi
trazido nos anos de 1530 a 1535, periodo no qual o Brasil foi dividido em capitanias
hereditarias". O Herd-Book comegou a funcionar em 1935, com o macho "Colombo St.

Maria" de Francisco Lampréia, RJ, e "Campineira", de Vicente Giaccaglini, SP.

Até o inicio de 1980, o Brasil foi considerado o detentor do maior rebanho mundial de
HVB (Holandés Vermelho Branco), mas o efetivo foi decrescendo, ano apos ano, por falta de
disponibilidade de reprodutores VB (Vermelho Branco) com valores genéticos comprovados
e também pela nao aceitacdo das coberturas de vacas VB por touros PB (Preto Branco). A
abertura para uso de reprodutores PB sobre vacas VB somente aconteceu por volta de 1984

desde que o reprodutor fosse portador de gene recessivo para pelagem VB.



No ano de 2000, o pais alcangou o numero de 96.649 animais em produ¢ao, com média
de produgio leiteira de 8.047 kg na idade adulta. Cerca de 84,0% de criadores residem em Sao

Paulo, Parana e Minas Gerais.

2.3. O Gado Gir

Segundo dados retirados do site da Associacdo Brasileira de Criadores de Zebu
(ABCZ)(http://www.abcz.org.br), a raca Gir (Bos primigenius indicus)(Figura 2) tem esse
nome pois foi originada nas terras proximas das montanhas de Gir, ao Sul de Katiawar, em
uma area que cobre 150 quildmetros quadrados na peninsula retangular entre o Golfo de
Cutch e o Golfo de Cambay, na costa oeste da India. Considerada em sua propria regido de
origem como de dupla aptidao (trabalho e leite), a raga manteve e aprimorou seus atributos
econdmicos no Brasil. Com caracterizag¢do racial bastante peculiar, o Gir se distingue pela
pelagem vermelha ou amarela em combinacdes tipicas da raca: gargantilha, chitada, rosilha e
moura, sempre sobre pele bem pigmentada. Sua natureza gregaria e o temperamento doécil
contribuiram para sua expansao no Brasil. Os primeiros plantéis no Brasil foram formados por
volta de 1918 a 1920, com representantes da raga Gir e com alguns animais das racas Dandi e
Deoni, tendo ocorrido importagdes subseqiientes quando a raca estava supervalorizada entre
os pecuaristas (Del Lama et al., 1992). Esse fato foi decisivo e contribuiu para a definicao de

um padrao racial apurado no rebanho nacional, correspondente ao Gir indiano.



Figura 2 — Exemplo de animal representante da raca Gir (Bos primigenius indicus) (extraido de:

www.emepa.org.br)

O gado Gir tem uma caracteristica cabega com testa bem proeminente, com chifres que
se curvam para trds, e para cima, geralmente com cerca de 5 cm de didmetro e 30 cm de
comprimento (Marques, 1969). Alguns animais sdo inteiramente vermelhos, mas a maioria ¢
mosquada e varia entre um vermelho amarelado até quase preto. Uma peculiaridade dessa
raca ¢ que a maioria dos animais possui uma mancha bem definida que difere bastante em
coloracdo das outras partes do corpo.

Os machos adultos pesam cerca de 660 Kg, enquanto as fémeas pesam 385 Kg. A
barbela ¢ apenas moderadamente desenvolvida. Os machos castrados sdo usados para arado,
mas embora sejam grandes e fortes, tendem a ser lentos e lertargicos.

No Brasil, o Gir € considerado como sendo uma raga leiteira, sendo conhecida também
como o “Zebu leiteiro”. Os controles oficiais apontam producdes médias de 3.198 kg de leite,

sendo comuns lactacdes acima de 4.000 kg ou até 5.000 kg leite/lactacao (ABCZ).

Novas linhagens de gado tém sido desenvolvidas, tanto na América do Norte quanto na

do Sul, usando o sangue Gir. Entre 1875 ¢ 1921, o Brasil importou animais Gir e Kankrej da



India e formou o Indu-Brasil. Nos Estados Unidos, o Gir (junto com outras trés ragas de B. p.

indicus) contribuiu para formar o gado Brahman.

2.4. Principais diferencas entre o Bos primigenius indicus e Bos primigenius taurus:

Os animais da subespécie B. p. indicus apresentam as seguintes caracteristicas: alta
capacidade de tolerdncia ao calor tropical; alta capacidade de resisténcia aos ecto e
endoparasitas; capacidade de aproveitar pastagens grosseiras; pasta mais tempo sob o sol
intenso do clima tropical; alta fertilidade, mesmo em clima quente; maior periodo de
gestacdo: média de 291,5 dias para as ragas criadas no Brasil; pélos curtos e lisos que
favorecem a eliminacao do calor; aparelho digestivo com menor capacidade; membros longos
e com menor cobertura muscular, o que faz com que o animal se locomova com muita
facilidade, mesmo em pastagens de terreno elevado, constituindo grande vantagem,
principalmente quando a criagdo ¢ feita em regime extensivo, ou quando os animais t€ém que
percorrer grandes distancias para atingir o mercado consumidor; desenvolvimento mais lento
que as ragas europé¢ias (Marques, 1969).

Ja o gado B. p. taurus tém propriedades praticamente opostas as do gado zebuino: baixa
capacidade de tolerancia ao calor tropical, quando exposto a radiac¢ao solar intensa, apresenta
alteragdo no ritmo respiratério e na temperatura corporal; baixa capacidade de resisténcia aos
ecto e endoparasitas; mais exigente quanto as pastagens e seu valor nutritivo; ndo pasta nas
horas de muito sol, preferindo abrigar-se nas sombras; menor periodo de gestacao (280 dias);
pele geralmente espessa, esticada, e coberta de longos pélos; aparelho digestivo com maior
capacidade; membros curtos € com boa cobertura muscular, ndo resistindo as grandes
caminhadas; crescimento rapido, chegando ao abate em idade bastante jovem.

Hansen (2004) verificou que a maioria das adaptagdes dos zebuinos ao clima tropical

ocorre tanto ao nivel fisiologico quanto ao celular. A habilidade superior desses animais de
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manter a temperatura corporal mesmo durante periodos de stress térmico ¢ o resultado de
taxas metabdlicas mais baixas, assim como maior capacidade de dissipar calor, seja por
possuirem glandulas sudoriparas maiores, ou mesmo por terem pelagem com propriedades
que maximizam a condutividade de calor ¢ minimizem a absor¢ao de radiagao solar.

Outra grande diferenga entre o gado zebuino e B. p. taurus verificada por varios autores
j& ha muito tempo € a maior resisténcia ao carrapato do Zebu em relagdo aos taurinos (Utech
1978, Thiesen 1979, Oliveira et al. 1989, Oliveira e Alencar 1990, Penna 1990, Teodoro et al.
1994, Wambura 1998, Teodoro et al. 2004), pois o gado indiano convive ha milhares de anos
com Riphicephalus (Boophilus) microplus, ocorrendo assim, muito provavelmente, a
eliminagdo dos animais naturalmente mais susceptiveis e permitindo maiores oportunidades
para aqueles geneticamente mais resistentes (Teodoro et al., 2004). Entretanto, Penna (1990)
relatou que o gado europeu ¢ menos resistente ao carrapato provavelmente apenas devido ao
pouco contato com o parasito, ¢ salientando que existem ragas com diferentes niveis de
resisténcia. Teodoro et al. (1994) verificaram que animais europeus da raga Jersey
apresentaram menos carrapatos em relacdo as outras ragas taurinas, evidenciando que sio
mais resistentes.

Em animais cruzados, geralmente, quanto maior a propor¢do de B. p. indicus no
mesti¢o, maior sua resisténcia aos parasitos (Wambura et al., 1998). No Brasil, Verissimo et
al. (1997), estudando bovinos das racas holandesa e Gir, bem como seus mestigos,
observaram diferengas significativas na infestagdo por carrapatos nesses animais, sendo a raga
Holandesa a mais susceptivel, e a Gir a mais resistente. Frisch e O’Neill (1989), na Australia,
compararam a resisténcia de diversas ragas, dentre as quais haviam animais zebu puros, B. p.
taurus puros e ragas mesticas. Eles classificaram as ragas em ordem decrescente de
resisténcia, e o resultado foi: gado zebu indiano e africano, animais cruzados, B. p. taurus

africano e, por ultimo, B. p. taurus europeu.
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Essa diferenca de resisténcia também foi verificada quando os animais estdo infestados
por endoparasitas. Gasbarre et al. (2001), em estudos de contagem de ovos do nematdide
gastrintestinal Ostertagia ostertagi nas fezes de bovinos (OPG) de uma populagao
experimental dos Estados Unidos, verificou que os bezerros podem ser divididos em trés
tipos: (1) tipo I, que nunca demonstraram altos niveis de OPG, (2) tipo II, que demonstraram
aumento nos valores de OPG nos dois primeiros meses na pastagem contaminada, e depois
esses valores decairam e se aproximaram dos valores dos animais do tipo I, (3) tipo III,
bezerros que mantém altos niveis de OPG. A percentagem aproximada desses animais na
populacdo ¢ 1:2:1, indicando, portanto, que essa populacdo esta segregando para
caracteristicas envolvidas na resisténcia e susceptibilidade a nematdides gastrintestinais.

O cruzamento de animais resistentes a nematdides gastrintestinais tem sido muito
estudado em ovinos, ¢ ja aplicado comercialmente na Nova Zelandia (Beh et al., 2002), e
programas de melhoramento e selecdo quanto a resisténcia a nematdides gastrintestinais tém
sido bem sucedidos (Albers et al.,1987; Windon, 1991). Programas como estes, para
chegarem a um nivel satisfatorio de resisténcia por parte dos animais aos parasitas, podem
levar de 10 a 20 anos (Albers e Gray, 1986). Entretanto, ndo ¢ um periodo muito maior do que
0 necessario para a identificacdo, desenvolvimento e comercializagdo de um novo anti-
helmintico, e também para o desenvolvimento de resisténcia dos helmintos ao produto.

Em bovinos, varios estudos (Teodoro et al. 1984, Madalena et al 1985, Cardoso 2000,
Fraga et al. 2003) mostraram que a herdabilidade da caracteristica resisténcia ao carrapato ¢é
baixa a moderada, variando entre 0,15 ¢ 0,49. O mesmo foi demonstrado para resisténcia a
endoparasitas (Suarez et al. 1997, Sonstegard ¢ Gasbarre, 2001). Andrade (1996) observou
que a herdabilidade para resisténcia ao carrapato possui variagdo genética aditiva, indicando
que ha possibilidade de avanco genético da populagdo para a caracteristica em questdo. Davis

(1993), em revisdao sobre o tema, verificou que a herdabilidade média de resisténcia ao
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carrapato ¢ semelhante a herdabilidade de caracteristicas de crescimento e produgao de leite
em regides temperadas. Stear et al. (1990) relataram que a herdabilidade para contagem dos
ovos nas fezes (FEC), medida de resisténcia a parasitas gastrintestinais em ruminantes, variou
entre 0,35 ¢ 0,51 em bovinos, corroborando o uso da selegdo para aumento da resisténcia. A
herdabilidade para FEC em rebanho dos Estados Unidos variou entre 0,3 ¢ 0,4 Gasbarre ef al.
(2001).

Portanto, existem consideraveis evidéncias de que grande parte da variacdo de

resisténcia em ruminantes esta sob controle genético.

2.5. Os parasitas

2.5.1. O carrapato Riphicephalus (Boophilus) microplus:

Os carrapatos sdo artropodes ectoparasitas que obrigatoriamente se alimentam do sangue
de seus hospedeiros, sendo encontrados em quase todas as regides do mundo. Infestam
vertebrados tais como passaros, mamiferos, varios répteis e anfibios (Pereira, 2000). Além de
suas caracteristicas como parasitas, os carrapatos também sdo importantes devido aos varios
tipos de doengas que eles transmitem ao homem e aos outros animais. Grande variedade de
organismos patogénicos ¢ transmitida pelos carrapatos: fungos, bactérias, riquétsias, virus e
protozoarios. Nenhum outro artropode ¢ vetor de tdo ampla variedade de organismos
patogénicos. Além do mais, em decorréncia de suas picadas, os carrapatos podem induzir
algumas toxemias em seus hospedeiros (Sonenshine, 1993).

O carrapato Riphicephalus (Boophilus) microplus ¢ um aracnideo pertencente a sub-
classe Acarina da classe Arachnida. Esta classe, juntamente com a dos Merostomata, compde
o sub-filo Chelicerata do filo Arthropoda. E a unica espécie desse género identificada no

Brasil e o mais importante ectoparasita de rebanhos bovinos. Est4 presente em todas as areas
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tropicais e sub-tropicais entre os paralelos 32°N e 32°S, abrangendo regides que se dedicam a
pecuaria na América, Africa, Asia e Australia (Gonzales, 1995). As perdas econdmicas
causadas pelo R. microplus sao estimadas em mais de 800 milhdes de dolares ao ano no Brasil
(Martinez et al. 2006), quando contabilizadas a queda na producdo de leite e carne, a
mortalidade, a reducdo na natalidade, os gastos no seu controle, ¢ a transmissdo dos
protozoarios Babesia bovis e B. bigemia e da riquétsia Anaplasma marginale que causam a
Tristeza Parasitaria Bovina. No mundo, esses valores podem alcangar, anualmente, a cifra de
7 bilhdes de dolares (De Castro, 1997). Além de danificar o couro do bovino, prejudicando
sua comercializagdo, o grande volume de sangue sugado pelos carrapatos apds a fixacao pode
causar anemia no hospedeiro e, dependendo do numero de carrapatos infestantes, leva-lo a
morte (Horn, 1983; Frisch et al., 2000).

O ciclo de vida do carrapato B. microplus divide-se em fase de vida livre e fase de vida
parasitaria. A fase de vida livre inicia-se apds a queda da teledgina ingurgitada com o periodo
de pré-postura, que tem, em média, duragdo de dois a trés dias, podendo se estender a mais de
90, passando, posteriormente, a fase de ovopostura, que dura em torno de 17 a mais de 90 dias
e, em seguida, a fase de eclosdo, para a qual s3o necessarios de cinco a dez dias, podendo, no
entanto durar até mais de 100. Apds o nascimento das neolarvas, ¢ necessario um periodo de
quatro a 20 dias para que se tornem larvas infestantes. Portanto, o tempo de vida livre do
carrapato dos bovinos gira em torno de 28 a 51 dias, podendo se estender a mais de 300 dias.
Além disso, as larvas podem ficar mais de seis meses sem se alimentar. Em condi¢des 6timas
de temperatura e umidade, a queda/ postura/eclosdo tem duracdo de um més (Gonzales,
1995). A fase de vida livre sofre interferéncias climaticas, trazendo alteracdes nos seus
periodos, que sdo especialmente afetados pela umidade e temperatura. A fase de vida

parasitaria ¢ praticamente constante em todas as regioes.
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Essa fase de vida inicia-se quando a larva infestante instala-se no hospedeiro, passando a
ser larva parasitaria e transformando-se em metalarva, sendo necessarios cinco dias, em
média, para esse periodo, podendo variar entre trés a oito dias. S3o necessarias varias
transformagoes para que o parasito chegue ao estadio adulto, sendo apresentados, a seguir, 0s
seus respectivos periodos de duracdo: de metalarva a ninfa (5 a 10 dias, em média oito); de
ninfa a metaninfa (9 a 23 dias, 13 em média). Nesta fase, ja ha diferenciagdo entre os sexos, e
a transformagdo de metaninfa para neandro necessita de 18 a 28 dias, com 14 dias em média,
passando a gonandro em dois dias, permanecendo no animal por mais de 38 dias. A
transformagao de metaninfa para nedgina ¢ feita em torno de 14 a 23 dias, sendo, em média,
de 17 dias, passando a partendgena em trés dias e a teledgina em dois dias. O inicio da queda
das teledginas ocorre no 19° dia da infestacdo, sendo, em média, entre o 22° e 23° dias
(Gonzales,1995).

De forma mais simples, o ciclo do R. microplus para o Brasil-Central ¢ descrito por
Furlong (1993). Na fase de vida livre, s3o necessarios em torno de trés dias para a pré-
postura; de trés a seis semanas para a postura; de vinte e dois a trinta dias para a eclosdo das
larvas e de dois a trés dias para o fortalecimento de suas cuticulas, transformando-as em
larvas infestantes. O autor afirma, ainda, que a cada postura uma fémea produz de 2000 a
3000 ovos. Na fase parasitaria sdo necessarios, em média, de 18 a 26 dias para a fixacao,
alimentagdo, troca de cuticula, fase adulta e acasalamento, assim como para a alimentagdo,
ingurgitamento e queda das fémeas. Os machos permanecem mais tempo sobre o bovino e se
acasalam com outras fémeas.

O ingurgitamento ¢ queda da fémea do R. microplus (Figura 3) sdo bastante rapidos.
Demonstrou-se que, em parte, fémeas ingurgitadas que tém crescimento de 4-6 mm (10-30
mg), podem atingir um rapido final de ingurgitamento a noite, chegando a 8-11 mm (150-250

mg) e se destacando do animal nas primeiras horas do dia. Porém, os padrdes de
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ingurgitamento se diferenciam entre as estagdes, assim como em bovinos estabulados,
sugerindo que este sofre uma influéncia do ambiente externo, principalmente de luz e
temperatura. A contagem de carrapatos de 4,5 a 8,0 mm de comprimento em um dia,
demonstrou fornecer uma confidvel estimativa do nimero de carrapatos ingurgitados caindo
no dia seguinte, ¢ tem sido adotada para a determinacdo do nimero de carrapatos nos bovinos
(Wharton & Utech, 1970). Segundo Verissimo e Oliveira (1994), a contagem de carrapatos na
regido anterior, entre a cabeca ¢ a escapula, tem 90,9% de correlagdo, simplificando o método

de Wharton e Utech (1970).

Figura 3 — Imagem de um carrapato macho de Riphicephalus microplus (A) e de uma fémea ingurgitada

ainda na pelagem do hospedeiro (B) (extraido de: Sequeira e Amarante, 2002, CD-ROM)

2.5.2. A mosca Dermatobia hominis (Diptera: Cuterebridae)

O berne ¢ o nome popular da larva da mosca Dermatobia hominis (Diptera:
Cuterebridae)(Figura 4A), que se desenvolvem nos tecidos subcutineos de mamiferos
domésticos causando uma miiase cutanea superficial do tipo furunculoso. A larva mantém os
espiraculos voltados para a superficie da pele e respira por um orificio que se comunica com o
exterior (Sequeira e Amarante, 2002). Com isso, a larva provoca danos na pele dos individuos

onde estd alojada, e que no caso dos animais criados para producdo, leva a perdas
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econdmicas, levando a Dermatobia hominis a ser considerada o terceiro ectoparasita de maior
importancia econdmica no Brasil (OMS/OPS, 1983).

Os adultos de Dermatobia hominis nao se alimentam. Apo6s a copula, as fémeas
capturam um outro diptero de menor porte depositam cerca de 30 - 38 ovos, que ficam
aderidos externamente ao abdomen por um periodo médio de 6 dias (Sequeira ¢ Amarante,
2002). Os animais s3o infectados quando esse inseto veiculador pousa sobre o hospedeiro,
onde o calor que emana da pele do hospedeiro funciona como estimulo para a eclosdo das
larvas de primeiro estagio (Figura 4B). Elas penetram ativamente na pele do hospedeiro e
migram até os tecidos subcutineos, onde sofrem duas mudas durante um periodo que varia,
nos bovinos, de 29 a 45 dias. A larva de terceiro estdgio, madura (Figura 4B), abandona
espontaneamente o hospedeiro através do orificio respiratorio e cai no solo para pupar durante
um periodo de cerca de 30 dias em condi¢des Otimas de temperatura e umidade. Mas esse
periodo pode se estender durante meses, caso as condi¢des ndo sejam propicias. O inseto

adulto sobrevive de 3 a 19 dias, e o ciclo completo pode levar de 100 a 140 dias.

Figura 4 — A: mosca adulta da espécie Dermatobia hominis; B: larvas de Dermatobia hominis (extraido

de: Sequeira e Amarante, 2002, CD-ROM)
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2.5.3. Endoparasitas: Cooperia spp e Haemonchus spp

Em Sao Paulo, Minas Gerais ¢ Rio de Janeiro, os endoparasitas mais comuns
encontrados nos bovinos sao dos géneros Cooperia € Haemonchus, com prevaléncia de mais
de 80% para o primeiro ¢ mais de 10% para o segundo (Borges et al., 2001; Neto ¢ Fonseca,
2002; Aratjo e Lima, 2005), sendo Trichostrongylus sp., Oesophagostomum sp. e
Bunostomum sp. os géneros menos prevalentes.

Cooperia spp sdo endoparasitas do intestino delgado, enquanto Haemonchus spp
alojam-se no abomaso. Ambos pertencem a ordem Strongylidae, familia Trichostrongylidae,
porém as espécies de Cooperia foram classificadas como pertencentes a subfamilia
Trichostrongylinae, enquanto Haemonchus spp estdo situadas dentro da subfamilia
Haemoncinae.

O género Cooperia (Figura 5) é caracterizado por formas adultas pequenas, cujo
comprimento ndo ultrapassa 10mm. Machos possuem bolsa copulatdria simétrica, com lobo
dorsal reduzido; raios ventro-dorsal e lateral anterior mais espessos do que os outros;
castanhos, geralmente com uma expansao rugosa em forma de asa. As fémeas possuem vulva
situada na metade posterior do corpo, com extremidade distal conica, terminando em ponta

mais ou menos aguda (Freitas, 1980).

Figura 5 — Exemplar de fémea de Cooperia sp. (extraido de: Sequeira e Amarante, 2002, CD-ROM)
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Haemonchus spp (Figura 6), cujos representantes possuem tamanho geralmente acima
dos 10mm, sdo providos de vestibulo na extremidade anterior armado de lanceta dorsal. Os
machos possuem bolsa copulatdria formada por um lobo dorsal assimétrico e lobos laterais
desenvolvidos, ¢ as fémeas possuem um processo vulvar protegendo a vulva, situada na

metade posterior do corpo.

Figura 6 — exemplar de fémea de Haemonchus sp. (extraido de: Sequeira e Amarante, 2002, CD-ROM)

Os ciclos biologicos das espécies de tricostrongilideos parasitos de ruminantes sdo, em
regra geral, semelhantes (Freitas, 1980). Os vermes adultos vivem na luz do tubo digestivo
dos hospedeiros, e pde ovos em grande quantidade, que sdo eliminados para o meio exterior
através das fezes do animal. Em baixa tensdo de oxigénio, o desenvolvimento desses ovos €
inibido. Quando esses ovos saem junto com as fezes, ja na presenga de oxigénio, eles eclodem
e dao larvas de primeiro estagio (L1) logo no primeiro dia. A larva L1 se alimenta de
microorganismos presentes nas fezes, e se as condi¢des de temperatura forem boas, em mais
um dia se transforma em larva de segundo estagio (L2), a qual dentro de aproximadamente
uma semana se transforma na larva infectante de terceiro estagio (L3). A larva L3 mantém a
cuticula do ultimo estadio, que funciona como uma bainha de protecdo contra condigdes
adversas do meio e que garantem sua sobrevivéncia por meses. As larvas infectantes saem das
fezes e migram pela vegetagdo das pastagens, através das peliculas de agua, e quando

ingeridas por um hospedeiro apropriado, emergem das cuticulas protetoras ja na luz do tubo
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digestivo através de mecanismos que dependem de fatores originarios do hospedeiro de da
propria larva. As larvas de Haemonchus (que infectam o abomaso), desencapsulam-se no
ramen, e as larvas de Cooperia, parasita de intestino delgado, perdem a cuticula no abomaso.
Uma vez libertadas da cuticula, L3 entra na fase do ciclo histotrofico (ou fase tecidual),
durante a qual se alimenta as custas dos tecidos do hospedeiro. Essa fase normalmente dura
poucos dias, mas em animais que adquiriram resisténcia em funcdo de infec¢des repetidas,
esse periodo pode demorar bem mais (Freitas, 1980). A resisténcia contra os estagios imaturos
dos nematodeos se manifesta pela eliminagdo das larvas infectantes ou pela inibi¢do do

desenvolvimento das mesmas (hipobiose) (Amarante, 2004a).

2.6. Mecanismos genéticos da resisténcia aos parasitas

2.6.1. O sistema imune e os parasitas

Segundo Grencis (1997), um dos primeiros trabalhos publicados sobre a analise das
respostas do sistema imune dos animais contra infecgdes por parasitas foi no final da década
de 30 (Taliaferro & Sarles 1939), cujos autores relataram infecgdes por Nippostrongylus
brasiliensis em ratos. Ja nessa época, eles chegaram a conclusdo que mudangas no padrao da
quantidade de anticorpos e células de defesa (principalmente eosindfilos) eram a chave para a
resisténcia aos parasitas. Trabalhos subseqiientes (Ogilvie & Jones 1968; Ogilvie & Love
1974) mostraram que a a¢do dos linfocitos juntamente com imunoglobulinas, dentre elas a
principal foi IgE, mediavam a ag¢do do parasita, culminando com sua expulsio pelo
hospedeiro.

Urban et al. (1991) demonstraram que, dentre os linfocitos, aqueles do tipo “T” eram os

que liberavam anticorpos para combater os parasitas, especialmente o linfocito T do subtipo
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CDA4+. Essas células T CD4+ foram entao subdivididas em dois conjuntos, baseados no perfil
de citocinas que eram excretados por elas. Citocinas sdo moléculas mensageiras que modulam
o0 sistema imune contra as infec¢des por patdégenos e parasitas (Tizard, 2002). Deu-se o nome
de Thl as células que secretam citocinas predominantemente do tipo interferon gamma (INF-
v) e também interleucina 2 (IL-2), e Th2 as que secretam principalmente 1L.-4, IL-5, IL-6, IL-
9, IL-10 e IL-13 (Grencis, 1997). Ainda segundo o autor, varios trabalhos ja demonstraram
que a resposta imunoldgica dos hospedeiros apos infecgcdes por nematodides intestinais foi
principalmente do tipo Th2, baseados na mensuragdo de citocinas produzidas pelas células T.
Estudos revisando trabalhos sobre infestagcdes por ectoparasitas mostram que o padrio
imunoldgico € o mesmo nesses casos (Wikel, 1999).

Seja quando um animal ¢ infestado por nematodides gastrintestinais (Gasbarre, 1997,
Else e Finkelman, 1998; Gasbarre et al., 2001; Sonstegard e Gasbarre, 2001; Finkelman ef al.,
2004; Gomez-Muioz et al., 2004) ou por artrépodes ectoparasitas (Ganapamo, 1995; Ferreira
e Silva, 1999; Hajnicka et al., 2000; Hajnicka et al., 2001; Hajnicka et al., 2005), o perfil de
resposta imune do hospedeiro é semelhante: aumento nos niveis de expressao de I1L-4 ¢ IL-10
e diminuicao dos niveis de IL-2 e INF-y, em uma clara polarizagdo da resposta imune para o

tipo Th2.

2.6.2. Interleucina-4 (IL-4) e interferon gamma (IFN-y): atuacdo no sistema imune

Tanto a IL-4 quanto o IFN-y s3o citocinas que medeiam ¢ regulam a imunidade
adaptativa (Abbas, 2000), ou seja, mediam a proliferagdo e diferenciacao dos linfocitos apos o
reconhecimento do antigeno na fase de ativacdo das respostas imunes adaptativas, além de
mediarem a ativagdo de células efetoras especializadas na fase efetora da imunidade

adaptativa.
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A IL-4 ¢ a maior estimuladora para a produgdo de anticorpos IgE e para o
desenvolvimento de células Th2 a partir de células T helper CD4+ simples; é a citocina de
assinatura do subconjunto Th2 e funciona como a citocina indutora e efetora dessas células.
Suas fungdes biologicas incluem promover IgE e reagdes mediadas por
mastdcitos/eosinofilos, além de suprimir as reagdes macroéfago-dependentes (Tizard, 2002).

O IFN-y ¢ a principal citocina de ativacdo dos macrdofagos, e atua em fungdes criticas da
imunidade (inata ¢ mediada por células): fornece meios pelos quais os linfécitos T e células
NK ativam macrofagos para matar os microrganismos fagocitados; estimula a expressao de
moléculas da classe I e II do complexo de histocompatibilidade (MHC); promove a
diferenciagdo de células T helper CD4+ simples em células Th1, além de inibir a proliferagao
de células Th2; ativa neutréfilos e promove a agdo citolitica das células NK. A rede de efeitos
da atividade do IFN-y ¢ promover reagdes inflamatorias ricas em macrofagos, enquanto inibe
reacdes ricas em eosinodfilos dependentes de IgE (Tizard, 2002).

IFN-y e IL-4 possuem, portanto, agdes antagdnicas no sistema imune, com os produtos
de um inibindo a a¢do da outra. Porém, ambas sdo extremamente importantes nas reagdes
imunoldgicas do organismo, cada uma em um estidgio particular da infeccdo e contra

patogenos especificos.

2.6.3. Carrapatos e sistema imune

Ferreira e Silva (1999), em estudo sobre infestagdes do carrapato Rhipicephalus
sanguineus em camundongos, constataram que células do nddulo linfatico cultivadas na
presenca da saliva desse carrapato, demonstraram um perfil de citocinas tipico de células Th2,
representado pelo aumento dos niveis de interleucina-4 (IL-4), IL-10 e do fator de
crescimento e transformagdo P (TGF- B), além de inibi¢do da sintese de IL-2, IL-12 e

interferon gamma (IFN-y), e sugerem que a conseqiiéncia de muitas infestagdes parasiticas,
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com relacdo a resisténcia ou susceptibillidade, ¢ determinada pelo padrao de resposta,
envolvendo células T helper (Th) CD4 +. Células Thl produzem IL-12 e IFN-y, enquanto que
as células Th2 produzem IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13, e essas citocinas podem direcionar
as respostas imunes através de diferentes mecanismos efetores (Mosmman e Sad, 1996). Por
exemplo, células Thl promovem ativagdo de macrdéfagos e t€m sido associadas com
hipersensibilidade “delayed-type” (DTH). Por outro lado, células Th2 aumentam o nimero de
eosinodfilos, e promovem a sintese de anticorpos. Mais ainda, os produtos das células Thl e
Th2 podem regular negativamente a produgdo e/ou atividade umas das outras (Mosmann e
Moore, 1991). Os macrofagos também produzem citocinas, como a IL-12 ¢ TGF- B, além da
prostaglandina E2 (PGE2) que pode influenciar e ser influenciada pelos produtos das células
T. Desse modo, Ferreira e Silva (1999) acreditam que a resisténcia ou susceptibilidade do
hospedeiro as infestagdes por carrapatos deve ser explicada pela modulagdo induzida pelo
carrapato no sistema de citocinas do hospedeiro. Além do mais, o entendimento das bases
moleculares das estratégias utilizadas pelos carrapatos para evadir a prote¢do do hospedeiro, e
0s mecanismos imunolégicos que levam a protecdo do hospedeiro, devem abrir novas
possibilidades para o desenvolvimento de vacinas ou produtos alternativos para controlar os

ectoparasitas.

2.6.4. Endoparasitas e sistema imune

Gasbarre (1997) e Gasbarre et al. (2001) em estudos realizados nos Estados Unidos,
com populagdo experimental de bovinos desafiados com o nematdide gastrintestinal
Ostertagia ostertagi, verificaram que, apesar da aparente falta de especificidade das respostas
imunes, infec¢des com O.ostertagi induziram profundas alteragdes no sistema imune do
hospedeiro. Essas mudangas incluem uma marcante expansdo no niumero de linfécitos tanto

dos nodulos linfaticos locais quanto nos abomasais. Essa expansdo no numero de células
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envolve uma mudanga no curso de populagdes classicas de células predominantemente do
tipo T para uma populagdo onde as porcentagens de células T sdo diminuidas e as células B
(produtoras de imunoglobulinas) s3o aumentadas. Ao mesmo tempo, a expressdo de RNA
mensageiro das citocinas das células T ¢ alterada para o aumento da expressao de IL-4 ¢ IL-
10, em detrimento da expressao de IL-2 e IFN- y. Esse tipo de resposta (chamado resposta
mediada por células Th2) ¢ amplamente considerado como o tipo de resposta necessaria para
prote¢do contra nematodides gastrintestinais (Finkelman e Urban, 2001, Waldvogel et al.,
2004).

Finkelman et al (2004) revisaram varios trabalhos publicados que utilizaram
camundongos infectados com nematdides intestinais (Nippostrongylus brasiliensis ou
Trichinella spiralis) e chegaram a conclusio que as citocinas IL-4 e IL-13 participam
ativamente da resposta imune do hospedeiro contra esses parasitas. Mais ainda, devido ao fato
do sistema imune do hospedeiro ter habilidade limitada para distinguir diferencas entre a
infestacdo por diferentes tipos de nematdides parasitas, esse sistema desenvolveu um tipo de
resposta de células Th2 esteriotipada, que ativa um conjunto de mecanismos efetores que
protegem o hospedeiro contra a maioria dos nematodides parasitas intestinais.

O envolvimento do IFN-y na resposta a parasitas ja foi documentado. Porém, apesar do
gene que codifica essa citocina estar localizado no cromossomo cinco (58,6cM), o
mapeamento de QTL para resisténcia aos endoparasitas ndo atingiu niveis significativos em
nossa populacdo experimental. Em estudo realizado em camundongos infectados por
Schistosoma mansoni, Wolowczuk et al. (1997) verificaram que inje¢des intradermais de 1L-7
exdgena de humanos anteriormente a penetracdo desses parasitas na pele do hospedeiro
levaram a uma patologia hepatica mais severa, bem como fez com que o nimero de parasitas
adultos sobreviventes aumentasse. A administragdo de IL-7 levou a uma diminui¢do nos

niveis de RNA mensageiro de IL-12 e IFN-y presentes na pele e linfocitos do hospedeiro.
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Portanto, uma vez que a expressao do IFN-y est4 sob influéncia de outras citocinas, alteracdes
nos niveis desses outros fatores podem ser tdo ou mais importantes do que mudangas nas
concentragdes de IFN-y.

A quantidade de expressdao de INF-y depende do tempo em que os niveis dessa citocina
foram avaliados apos a infec¢do do hospedeiro. Waldvogel et al. (2004) verificaram que, 10
dias ap6s a infeccao de ratos por Fasciola hepatica, os niveis de RNA mensageiro de IL-4 em
monocitos da circulagdo periférica estavam extremamente elevados, enquanto que os niveis
de RNAm do IFN-y ndo se alteraram. Somente 28 dias apds a infec¢do é que os niveis de
IFN-y aumentaram. Sayers et al. (2005a) encontraram associagdo entre haplotipos do intron 1
do gene que codifica IFN-y e contagem de ovos por grama de fezes de parasitas
gastrintestinais em ovinos da raga Texel, porém o mesmo ndo foi observado para a raga
Suffolk. Em trabalho anterior, Sayers et al. (2005b) encontraram associacao entre alelos do
complexo de histocompatibilidade Ovar-DRBI1 na raga Suffolk que respoderam por 14% da
variancia fenotipica observada, enquanto que para a ra¢a Texel ndo foi encontrada nenhuma

associagdo significativa.

2.7. Marcadores moleculares
Os marcadores genéticos sdo caracteristicas de heranca simples que permitem a
determinagdo do genotipo do individuo, fornecendo informagdes importantes para a analise
genética de uma espécie. Para a comparagdo entre populacdes, os marcadores devem ser
neutros para a adaptagdo e sobrevivéncia do animal, preferencialmente codominantes e
estaveis ao longo do desenvolvimento.
Os primeiros marcadores disponiveis foram as mutagdes que produziam alteragdes
morfologicas como, por exemplo, o nanismo, a auséncia de asas em Drosophila e a auséncia

de pelos em camundongos. Entretanto, tais mutacdes sdo pouco freqiientes nas populacdes
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naturais, nas quais a maior parte da variacdo genética ¢ de carater continuo, ¢ freqiientemente
comprometem a adaptacdo do individuo (Tanksley, 1993).

A partir da década de 30, o polimorfismo de antigenos eritrocitarios passou a ser
investigado, fornecendo uma nova classe de marcadores para o estudo de populagdes em
animais. A analise de marcadores foi ampliada com o desenvolvimento de técnicas de
eletroforese de proteinas associadas a métodos de coloragao histoquimica (Hunter & Market,
1957) que permitiram que a variacdo genética das isoenzimas passasse a ser estudada. Esses
marcadores tém sido intensamente utilizados para investigar a estrutura das populagdes,
elucidando questdes como fluxo génico em populacdes naturais, dispersdo e filogenia. Apesar
disso, apenas uma parte da variagdo genética pode ser observada, aquela originada em
mutagdes que resultam em alteragdo detectavel do produto génico. Além disso, as isoenzimas
podem sofrer influéncia do ambiente, e podem sofrer variagdes de acordo com a idade e o
tecido utilizado.

Essa limitagdo foi superada com o desenvolvimento das técnicas de analise de DNA,

como o uso de marcadores RFLP, RAPD e microssatélites, esse ultimo discutido a seguir.

2.7.1. Marcadores Microssatélites

Os organismos eucariotos e parte dos procariotos e eubacterias apresentam seqiiéncias
simples de DNA repetitivo distribuidas ao longo do genoma. Essas seqiiéncias, denominadas
microssatélites ou seqiiéncias simples repetidas (SSR — Simple Sequence Repeats) sio
caracterizadas por repetigoes em tandem de um mono, di ou trinucleotideo, inseridas em
regides de seqiliéncia unica. Cada segmento de repeticdes ¢ geralmente menor que 100 pares

de bases de nucleotideo (Tautz, 1989).
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O polimorfismo dos marcadores microssatélites baseia-se na variacdo do numero de
repeti¢des, resultante provavelmente de erros da DNA polimerase durante a replicagdo do
DNA.

Os microssatélites foram os principais marcadores a serem beneficiados pela utilizagao
da técnica da PCR (Polimerase Chain Reaction, ou reacdo em cadeia da
polimerase)(Schlotterer, 2004) .A PCR para a andlise desses marcadores representa uma
importante reducao no tempo despendido para a identificagdo dos genotipos, além de permitir
a identificagdo do gendtipo de embrides. Esse fato, aliado ao intenso polimorfismo, pequena
quantidade de DNA necessaria para as reacdes, facilidade no isolamento, baixo custo de
genotipagem dos individuos e alta abundancia no genoma eucarioto fizeram dos
microssatélites um dos mais vantajosos marcadores disponiveis atualmente (Schlotterer,
2004) e bastante adequados para a constru¢ao de mapas genéticos e identificagao de locos que
controlam caracteres quantitativos (QTL), principalmente em espécies onde o nimero de
progénies ¢ limitado (Massey & Georges, 1992). Até o momento, ja foram identificados e
isolados aproximadamente 5.600 locos marcadores no genoma bovino (Itoh et al., 2005),
permitindo o mapeamento fino desse material genético em busca de genes que potencialmente

contribuem para a variagdo genética de uma caracteristica.

2.8. Deteccao de QTL

QTL (do inglés Quantitative Trait Loci, loco de caracteristica quantitativa) ¢ uma regiao
do genoma que influencia uma caracteristica fenotipica mensuravel ou quantitativa (Jansen,
2003). Caracteristicas quantitativas sdo multifatoriais e influenciadas por varios genes
polimérficos e pelas condi¢des ambientais.

Em alguns trabalhos sobre QTL em animais de criagdes proprias para fins comerciais, é

comum encontrarmos o termo ETL (Economic Trait Loci, loco de caracteristica econdmica),
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pois nesses animais geralmente sdo estudadas caracteristicas de importancia econdmica
(Lahav et al., 2006).

A determinagao de ligagdo genética entre o loco marcador o QTL depende da existéncia
de desequilibrio entre os alelos no loco marcador e alelos do QTL. Esse desequilibrio gera
efeitos quantitativos associados ao marcador que podem ser detectados e estimados através de
analise estatistica. O sucesso desses experimentos pode também ser atribuido ao
desenvolvimento de métodos estatisticos e delincamentos genéticos adequados (Weller et al.,
1990). Em bovinos de leite, a disponibilidade de grandes familias de touros também tem
contribuido para maior avango no mapeamento de QTL para caracteristicas de producao.
Como a avaliagdo genética de um touro ¢é feita pela producdo das suas filhas, ha
disponibilidade de grandes familias com informagdo fenotipica, o que permite a utilizacao de

delineamentos de filhas ou de netas do touro.

No delinecamento de filhas (daugther design), a progénie do touro de elevado mérito
genético, heterozigoto no loco marcador, ¢ genotipada e separada em grupos de acordo com o
alelo alternativo herdado do pai. O mérito genético das filhas e filhos é estimado. Uma
diferenca significativa nas medidas fenotipicas entre cada grupo de alelo alternativo significa
a deteccdo de um potencial QTL. No delineamento de netas (grandaugther design), os filhos
de um touro heterozigoto para o marcador sdo genotipados. As medidas fenotipicas sao
realizadas nos produtos desses touros (netos). O mérito genético dos filhos € estimado através
de medidas dos netos e netas, e depois utilizados em testes de associagdo com o marcador

(Machado, 2002).

A capacidade de detectar um QTL ¢ uma funcdo da magnitude do seu efeito sobre a
caracteristica, do tamanho da populacio segregante avaliada, da freqiiéncia de recombinagao

entre o marcador ¢ o QTL, bem como da herdabilidade da caracteristica. Quanto maior o
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efeito, o tamanho da populacao e a herdabilidade, e mais préximo o marcador do QTL, mais

facil sera a detecgdo (Ferreita & Grattapaglia, 1998).

Sax (1923)'(citado por Darvasi et al., 1993) foi o primeiro a mostrar que um loco de
caracteristica quantitativa poderia ser associado com locos marcadores em linhagens
endogamicas. Desde entdo, diversas metodologias foram desenvolvidas para a deteccdo dos
mais diversos QTL (Knott e Haley, 2000), principalmente em plantéis comerciais de animais
(Davis e DeNise, 1998).

O desenvolvimento de mapas genéticos para os bovinos (Bishop et al., 1994; Barendse
et al., 1994; Barendse et al., 1997; Ihara et al., 2004; Itoh et al., 2005) tem contribuido muito
para a identificacdo de locos que controlam caracteristicas quantitativas de importancia
economica (do inglés QTL — Quantitative Trait Loci). Segundo MacNeil e Grosz (2002), a
descoberta desses QTL tem o potencial de aumentar significativamente o ganho genético
desses animais através da implementacdo de programas de selecdo assistida por marcadores
(do inglés, MAS — Marker Assisted Selection). Quando tratamos com caracteristicas dificeis
ou economicamente custosas de serem avaliadas, que possuem baixa herdabilidade, expressao
tardia ou que apenas possam ser mensuradas apds o abate do animal, a selecdo assistida por
marcadores pode aumentar substancialmente a taxa de resposta da selecdo, quando comparada
a selegdo praticada apenas através do melhoramento animal tradicional (Davis e DeNise,
1998). O uso de MAS pode também contribuir para a quebra de correlagdes genéticas
indesejaveis entre caracteristicas sob selegdo artificial (Grosz e MacNeil, 2001). Por exemplo,
estimativas de correlagdo genética entre peso ao nascimento do animal, e peso adulto do
mesmo, giram em torno de 0,5 (Kootz et al., 1994), ¢ o resultado de selecionarmos animais
mais precoces ¢ a tendéncia de aumentar a média do peso ao nascimento dos animais da

populacdo sob selecdo com um todo, aumentando a incidéncia e severidade das complicagdes

" SAX, K. Association of size differences with seed-coat pattern and pigmentation in Phaseolus vulgaris.
Genetics, v.8, p.552- 560, 1923.
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de parto. O oposto também ¢ valido, ou seja, selecionar animais mais leves ao nascer leva a
formag¢ao de uma populagao de adultos menos pesados, o que ndo ¢ financeiramente desejavel
pelos produtores. Portanto, a identificagdo de regides cromossomicas que controlem peso ao
nascimento sem afetar o peso adulto do individuo seria de grande importincia para a
manipulagdo/predicao das taxas de ganho de peso desses animais.

Atualmente, existem diversos trabalhos que descrevem a presenga de QTL para peso ao
nascimento ¢ caracteristicas de crescimento no cromossomo cinco dos bovinos (Stone et al
1999, Casas et al. 2000, Casas et al. 2001, Casas et al. 2003, Casas et al. 2004, Li et al. 2004,
Stone et al. 2005). Além disso, nesse cromossomo localiza-se o gene que codifica INF-y e
também contém, nos bovinos, uma regido homologa ao cromossomo trés de ovinos, no qual
foram encontrados QTLs associados a resisténcia a Trichostrongylus columbriformis (Beh et
al., 2002). Ja no cromossomo sete dos bovinos estdo presentes os genes que codificam as
interleucinas 3, 4, 5¢e 12.

Apesar de ndo haver trabalhos na literatura descrevendo QTL para resisténcia a
ectoparasitas em bovinos, Martinez et al. (2006) verificaram associagdo significativa (P <
0,05) entre alelos de marcadores microssatélites BoLA-DRB3.2 e contagem de carrapatos
R.microplus em estudos com esta mesma populagdo experimental. Miyata (2006), ao estudar
essa mesma populacdo F, detectou a presenga de um QTL significativo (P < 0,01) no
cromossomo 14 para resisténcia ao carrapato R.microplus. Maillard et al. (2003), utilizando
haplotipos de marcadores classe 11 BoLA-DBR3-DQB, reduziram a prevaléncia de
dermatofilose (doenga causada pela bactéria Dermatophilus congolensis, a qual esta associada
ao carrapato Amblyomma variegatum) de 0,76 para 0,02, em 5 anos de selecdo assistida por
marcadores, em uma populagdo de gado Brahman na Martinica.

QTL para resisténcia a endoparasitas sdo mais encontrados em estudos com ovinos (Beh

et al., 2002). Porém, recentemente, Benavides er al. (2005) verificou que um marcador
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microssatélite do cromossomo seis dos bovinos estd associado com diferengas quanto a
susceptibilidade dos bovinos aos nematoides gastrintestinais ao realizar estudos de associagao
em uma populagao de bovinos mesticos B. p. taurus x B. p. indicus. Essa regidao do QTL havia
sido previamente identificada por Gasbarre et al. (2002), em uma populacdo de bovinos da

raca Aberden Angus.
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3. Objetivo

O objetivo deste trabalho foi mapear QTLs para caracteristicas de crescimento e de
resisténcia a ectoparasitas e endoparasitas por meio da varredura dos cromossomos cinco e

sete dos bovinos, utilizando marcadores microssatélites em uma populagdo F, Holandés x Gir.
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4. Metodologia

4.1. Delineamento experimental

Os animais experimentais da geragdo F, foram produzidos dos cruzamentos entre
animais F; mesticos Holandé€s x Gir, na Fazenda Santa Mdnica (Vassouras, RJ), pertencente a
Embrapa. Para isto foram utilizadas 28 fémeas Gir (em trabalho de superovulacido e
transferéncia de embrides) que foram inseminadas com sémen de quatro touros da raga
Holandesa. Estes acasalamentos foram repetidos com a finalidade de se obter cerca de 150 F,
(Figura 7). Destes 150 individuos F; (machos e fémeas), apenas cinco machos foram
escolhidos com base no vigor para serem pais da nova geracdo. As fémeas F; foram
acasaladas com cada um dos cinco touros, para constituirem cinco familias, evitando-se o
parentesco entre o reprodutor e as fémeas a ele designadas. Ao final do projeto, cada uma das
familias deve produzir, por meio da superovulacao e transferéncia de embrides, cerca de 100
animais F,. No total serdo obtidos cerca de 400 individuos F; (Figura 8), ou seja, cerca de 100

descendentes por reprodutor, dos quais 375 ja foram avaliados genotipicamente.
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Figura 7 — O cruzamento dos parentais da raga holandesa (acima a esquerda) acasalados com fémeas Gir

(acima a direita) deu origem a geracdo F;, os quais apresentam grande homogeneidade

fenotipica (imagens cedidas pelo Prof Dr. Marcos Vinicius G.B. Silva)

\

Figura 8 — Animais F, (mais acima) cruzados para dar origem a geragdo F,, a qual demonstra alta

variabilidade fenotipica (imagens cedidas pelo Prof. Dr. Marcos Vinicius G.B. Silva)
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4.2. Avaliacao das medidas de crescimento dos animais

A avaliagdo das caracteristicas fenotipicas foi feita no Campo Experimental de Santa
Monica, pertencente a EMBRAPA Gado de Leite, localizado no municipio de Valenga, estado
do Rio de Janeiro.

A avaliagdo do peso ao nascimento foi feita logo apds o nascimento dos bezerros, que
foram induzidos a ingerir o colostro, permanecendo junto & mae durante as primeiras 24 horas
de vida, periodo no qual s3o pesados. Em seguida, foram levados para gaiolas individuais,
recebendo quatro litros de leite por dia, além de feno, racdo concentrada e agua a vontade até
0s 56 dias. Apos essa idade, foram agrupados em lotes de acordo com a idade, e recriados em
piquetes de grama-estrela (Cynodon nlemfuensis), até a idade de 12 meses, quando foram
transferidos para pastos de braquiaria (Brachiaria sp).

Para o presente estudo, foram avaliadas as seguintes caracteristicas de crescimento: peso
ao nascimento (PN; n = 294), peso aos 60 dias (P60; n = 288), peso aos 205 dias (P205; n =

271) e peso aos 365 dias (P365; n=276).

4.3. Avaliacdo da resisténcia genética dos bovinos ao carrapato Riphicephalus
microplus e ao berne (larva da mosca Dermatobia hominis)

Foi utilizada a avaliacdo absoluta para determinag¢do do nivel de resisténcia de cada
animal. Esta avaliagdo ¢ feita pela contagem das fémeas de carrapatos que completam seu
ciclo apos a infestagdo artificial com um numero conhecido de larvas. Dada a importancia da
precisdo na avaliacdo dessa resisténcia, foram feitas infestagdes artificiais com 10.000 larvas
por animal, e as contagens feitas no dia modal de queda dos carrapatos, que ocorre no 21° dia
apods a infestagdo. As larvas foram preparadas em laboratério na Embrapa Gado de Leite,
incubando-se meio grama de ovos por frasco (equivalente a 5.000 larvas). Dois frascos

contendo as larvas infectantes foram inseridos em um colar adaptado que foi colocado na



35

regido cervical do animal, de modo que as larvas possam atingir ambos os lados do corpo. As
larvas se deslocam rapidamente, e o colar pode ser removido dentro de duas horas.

Os animais foram avaliados em grupos contemporaneos, em torno de 20 a 30 animais,
com 10 a 14 meses de idade, por grupo. Foram mantidos em baias coletivas, desde a
infestacdo até a contagem, totalizando 21 dias. Foram contadas as fémeas semi-ingurgitadas,
de 4,5 a 8,0 mm de diametro, de um lado do animal, multiplicando-se o resultado por dois
para se obter o numero total de carrapatos por animal. As contagens foram feitas pela manha,
até aproximadamente nove horas, quando a maioria dos carrapatos se desprende dos animais.

Foi realizada uma contagem na estagdo chuvosa, e outra avaliagdo na estagdo seca. Em
virtude de limitagcdes do modelo estatistico utilizado para mapear QTLs utilizado no presente
estudo, a varredura por QTLs de cada cromossomo foi efetuada duas vezes para a
caracteristica resisténcia ao carrapato, cada vez utilizando o conjunto de dados de uma das
estagdes. Com isso, foram utilizadas 302 avaliagdes fenotipicas para a estacdo chuvosa e 338
na seca.

Nao houve infestagao artificial quanto a berne. Como os animais ndo eram tratados com
acaricidas e outros produtos contra parasitas, naturalmente eram infestados pela mosca
Dermatobia hominis. Foram feitas contagens diretas nos animais, chegando a uma

amostragem de mesmo tamanho dos animais avaliados quanto ao numero de carrapatos.

4.4. Avaliacio da resisténcia a verminose

Os animais, formando grupos de aproximadamente 20 a 25 individuos, com idade entre
12 e 14 meses, foram desafiados com um inécuo padronizado composto por 20,000 larvas
infectantes de Haemonchus sp. O in6cuo foi produzido, na Embrapa Gado de Leite, a partir de

uma cepa isolada em Coronel Pacheco - MG.
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Os animais permaneceram desde o nascimento aproximadamente dois meses de idade
nas chamadas "casinhas" (Figura 9A) Apoés esse periodo, os animais entraram para a chamada
"creche" (Figura 9B), o que significa que permaneceram em piquetes de capim estrela
(Cynodon nlemfuensis) at¢ a idade aproximada de 10 meses. Nesses piquetes, para cada
quatro animais do experimento acrescentou-se um animal "contaminante", no sentido de
manter sempre a pastagem com alto nimero de larvas infectantes de nematdides

gastrintestinais. Os animais ndo foram vermifugados durante nenhuma fase da infestacao.

Figura 9 — A: animais nas casinhas; B: animais nos piquetes de capim-estrela (imagens cedidas pelo Prof.

Dr. Marcos Vinicius G.B. Silva)

Foram feitas coletas de fezes e exames de ovos por grama de fezes (OPG)
quinzenalmente, pelo método da centrifugo-flutuagdo pelo agucar, o qual possibilita maior
eficacia no diagndstico do nivel de infecgao.

Quando os animais completaram aproximadamente 10 meses de vida, ou mais, e em
funcdo da disponibilidade de niimero suficiente de animais com essa idade minima, foram
formados "lotes" de aproximadamente 15 a 20 animais, os quais passaram para outra area,
maior, também de capim estrela, irrigada na seca, com a mesma propor¢do de animais
"contaminantes" por um periodo de, no minimo, 20 semanas. Frequentemente esse periodo foi

maior, uma vez que ndo havendo niimero suficiente para formagao e entrada de novo (s) lote
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(s) na area (que ndo poderia ficar sem animais, para manter a infec¢do por larvas infectantes
para o proximo lote), retardava-se a saida dos lotes ja com 20 semanas de observagdes.
Coletas de fezes e exames de ovos por grama de fezes foram realizadas semanalmente, pelo
mesmo método. Cada lote foi avaliado duas vezes, sendo uma na época da seca (abril a
setembro) e outra na época das chuvas (outubro a marco). Todas as avaliagdes fenotipicas

foram realizadas pela equipe do Centro Nacional em Pesquisa em Gado de Leite da Embrapa.

4.5. Identificacdo genotipica dos animais
Amostras de sangue de todos os animais (parentais Gir, geracdo F; e individuos F;)
foram coletadas para a extragdo de DNA. No caso dos avos holandeses (quatro touros) o DNA

foi extraido a partir do sémen, tendo-se em vista que o sémen foi importado.

4.5.1. Extracio de DNA

O DNA foi extraido a partir de amostras de sangue, conforme protocolo de Hallerman et
al. (1988). Amostras de aproximadamente 30mL (com 0,5% EDTA) foram centrifugadas e o
plasma retirado. As células vermelhas do sangue foram gradualmente desintegradas em
tampao apropriado (10 mM Tris-HCI pH 7,6, 5 mM MgCl,, 10 mM NaCl), e o residuo celular
peletizado por centrifugacao (2.500 rpm, 10 mim). A desintegracao foi repetida trés vezes ou
até que um precipitado branco seja obtido. As células brancas do sangue foram suspendidas e
incubadas em um tampao de digestdo (10 mM Tris-HCI pH 7,6, 10 mM EDTA pH 8,0, 50
mM NaCl, 0,02% SDS, com 3 mg proteinase K por amostra) a 42°C até o dia seguinte. As
amostras foram extraidas duas vezes em fenol:cloroférmio:alcool isoamil (25:24:1), duas
vezes em cloroformio:alcool isoamil (24:1), e entdo precipitadas em etanol gelado. O DNA
foi solubilizado em tampao TE (10mM Tris-HCI pH 7,5; 1 mM EDTA pH 8,0) e congelado

até a hora do uso. Um protocolo semelhante, apenas omitindo o passo de desintegracdo das
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células vermelhas e outras pequenas alteragdes, foi utilizado para a extragdo de DNA do

sémen (Zadworny e Kuhnlein, 1990).

Todas as amostras foram quantificadas num espectrofotometro (HITACHI modelo U-
2000) onde foram realizadas medidas em dois comprimentos de onda, 260 qym ¢ 280 nm. O
comprimento de onda 260 nm mede a concentragdo de DNA e o comprimento de onda 280
nm mede a concentracdo de proteinas e a partir da razao obtida entre estes dois comprimentos
de onda ¢é calculada a propor¢do da concentracdo de proteinas na amostra em relagdo a
concentragdo de DNA. As amostras tiveram sua dilui¢do padronizada para 40 ng/uL e foram

armazenadas em microtubos a uma temperatura de -35°C.

4.5.2. Amplificacdo dos marcadores microssatélites e analises genotipicas

Os marcadores foram escolhidos dos mapas disponiveis, principalmente do mapa
genético produzido pelo Painel de Referéncia Internacional de Bovinos (Barendse et al.,
1997), e o mapa produzido pelo Meat Animal Research Center (MARC), disponivel on-line
através do site http://www.marc.usda.gov. A escolha dos marcadores foi baseada na sua
posicdo no mapa (distancia entre marcadores em torno de 20 cM), multi-alelismo ¢ minimo de
50% de heterozigosidade. Numa primeira etapa, os genétipos dos progenitores ¢ dos
individuos F; foram avaliados para cerca de 20 marcadores, visando selecionar aqueles para
os quais os F; sdo heterozigotos, e nos quais a origem parental de cada alelo, no heterozigoto,
pode ser determinada. Escolhemos oito marcadores microssatélites para cada cromossomo,
visando cobrir 100% dos cromossomos cinco e sete, com um espagamento de 20 cM, em
média, entre os marcadores. Estes marcadores selecionados foram utilizados para a
genotipagem dos cerca de 400 animais da populacdo F,. Informagdes sobre nome,

temperatura de anelamento, posi¢do no cromossomo (de acordo com o para utilizado como
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referéncia) e tipo de fluoroforo dos 16 marcadores microssatélites utilizados estdo descritas na
Tabela 1.

As reagdes foram constituidas basicamente por 50 ng de DNA genomico; 0,2 mM de
dNTPs; 2,0 mM MgCl,; 20 mM TRIS pH 8,3; 50 mM KCl e 0,1 uM de cada primer, em
volume total de 12,5 puL. As amplificagcdes foram feitas em um termociclador Mastercycler
Gradient (Eppendorf), com as temperaturas de anelamento variando para cada par de primer
(Tabela 1). As condi¢des de termociclagem consistiram de desnaturacdo inicial a 94°C por
dois minutos, seguido de 20 ciclos que consistiram em desnaturagdo a 94°C por 30 segundos
seguidos por anelamento do primer inicialmente a 10°C acima do indicado, a qual foi
decaindo 0,5°C a cada ciclo (procedimento denominado “touchdown’). O passo seguinte foi a
realizacdo de 10 ciclos completos, o que incluiu desnaturagdo a 94°C por 30s, anelamento de
acordo com a temperatura 6tima do primer por 30s e extensdo a 72°C durante 30s. Uma
extensdo final de 72°C durante 45 minutos foi colocada ao final de cada reacdo. Apos as
amplifica¢des, os produtos foram analisados em um seqiienciador automatico ABI 3100 Avant
(Applied Biosystems), através dos softwares GeneScan 3.1 ¢ Genotyper 3.11. O software
GeneScan realiza a leitura dos eletroferogamas indicando o tamanho dos alelos em pares de
bases e a sua amplificacdo através da altura dos picos detectados. O software Genotyper
indica quais sdo os alelos presentes nas amostras através de uma pré-definicdo dos alelos
presentes nesta populacdo, fornecendo uma tabela com o nimero do animal e o seu respectivo

genotipo.



40

Tabela 1: nome do marcador, posi¢do no cromossomo em centiMorgans (cM) (de acordo com o mapa utilizado
como referéncia), temperatura de anelamento (T.A.) em graus Celsius (°C) e tipo de fluor6foro de

cada um dos 16 marcadores utilizados no presente estudo.

Posigdo no
Cromossomo marcador mapa (cM) T.A. (°C) fluoréforo
Crm5 BM6026 6.0 56 6-FAM
BP1 17.3 56 NED
BM321 38.2 60 HEX
BMS1617 56.3 54 NED
BMS490 66.2 60 HEX
BMS1248 90.8 58 6-FAM
ILSTS034 103.4 58 HEX
ETH152 121.7 56 HEX
Crm7 BM7160 0.0 58 6-FAM
BM2607 29.6 58 NED
IL4 32.0 58 HEX
BOBT24 32.0 58 HEX
BM6117 62.2 58 NED
INRA192 82.5 58 HEX
BM9065 101.1 58 NED
ILSTS006 116.6 54 HEX

Todos os individuos foram genotipados para 16 marcadores microssatélites, e aqueles da
geragdo F, foram avaliados quanto ao seu numero de alelos, a heterozigosidade e seu
conteudo de informagdo polimorfica (PIC) através do software Cervus v.2.0 (Marshall et al.,
1998). Utilizamos o software Cervus também para a geracdo parental (Gir e Holandés),
apenas com o intuito de verificarmos se realmente existiam diferengas quanto a composi¢ao
génica entre os animais fundadores da populacdo F,, uma vez que o pequeno nimero amostral

nao pode ser considerado como representativo das populacdes dessas ragas.
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4.6. Construciao do mapa de ligacdo dos cromossomos cinco e sete

Uma vez que obtivemos os genotipos de todos os marcadores para os animais das trés
geragoes (parentais, F; e Fy), montamos os arquivos de genealogias proprios para o programa
CRI-MAP (Green et al., 1990), o qual determina a ordem dos marcadores de acordo com o
maior valor de LOD score (logarithm of the likelihood of the odds o que significa logaritmo
da verossimilhanga das probabilidades), um teste que determina o qudo confidvel ¢ o
resultado positivo observado para as ordens geradas, bem como a distancia em ¢M entre os
marcadores para 0s cromossomos cinco e sete separadamente, utilizando para isso a funcao de
mapeamento de Kosambi. Segundo Baron (2004), esse software tem por objetivo a construcao
rapida e automatizada de mapas de ligagdo, testando varios marcadores simultanecamente. Para
isso, utiliza-se de gendtipos de um conjunto de marcadores analisados em individuos de uma
populagdo, ordenando e determinando as distancias entres essas marcas (quando em um
mesmo grupo de ligacdo) através das taxas de recombinagdo entre esses marcadores.

Para rodar o programa, ¢ preciso um computador com sistema Linux, j& que o software é
de livre distribui¢do e feito para atuar em sistemas operacionais Unix. Uma vez compilado, ¢
preciso montar os arquivos no formato requerido pelo programa através da op¢do de comando
“prepare”, a qual gera arquivos de parametros que serdo utilizados pelo programa, e que
podem ser alterados pelo usudrio a qualquer momento, caso necessario. Uma vez que os
arquivos foram montados corretamente, usamos o comando “build” que ordena os marcadores
em um mesmo grupo, ou seja, no caso, no mesmo cromossomo. Os dois marcadores com
maior nimero de recombinagdes informativas sdo pareados e fixados. Os marcadores sdo
entdo inseridos um a um, de acordo com a ordem pré-estabelecida, obtido com o comando
“prepare”, sempre adicionando primeiro os marcadores com mais meioses informativas. A
visualizagdo do numero de meioses informativas ¢ possivel, pois, com a op¢ao “prepare”, o

programa constroi um arquivo com esses dados. Uma vez fixados os dois primeiros
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marcadores automaticamente pelo programa, observamos qual o terceiro melhor marcador,
inserimos esse marcador na linha de comando “inserted loci”, e refazemos a opgao “build”.
Esse procedimento ¢ realizado para todos os marcadores do grupo de ligagdo, um a um. A
cada vez que o comando “build” ¢ aplicado, o marcador ¢ inserido no grupo de ligacdo de
acordo com o maior valor de LOD obtido dentre todas das possibilidades de inser¢ao desse
marcador em relacdo aos outros, valor esse preferivelmente igual ou maior que trés. Como
confirmagdo dos valores obtidos com a opg¢do “build”, utilizamos a op¢ao “twopoint”, que
analisa cada par de marcador e cria um intervalo entre eles, fornecendo o valor de LOD score.
Caso o valor entre dois marcadores ficasse muito acima do esperado quando comparado com
o mapa de referéncia, a op¢do “chrompic” era acionada, uma vez que ela apresenta as
respectivas fases de ligagdo estimadas entre os marcadores para cada individuo da populacao,
para todos os marcadores. Se o nimero de recombinagdes era muito maior do que o esperado,

o genotipo do individuo era conferido manualmente no programa GeneScan.

4.7. Deteccao de QTLs

Uma vez que montamos os arquivos com os geno6tipos dos individuos, dados fenotipicos
mensurados e¢ mapas de ligagdo obtidos com o CRI-MAP, utilizamos o programa QTL
Express (Seaton et al., 2002), disponivel on-line através do site http://qtl.cap.ed.ac.uk/, o qual
executa a varredura cromossdmica em busca de QTL através do método de mapeamento por
intervalos multiplos para familias em delineamento F, utilizando metodologia de quadrados
minimos descrito por Haley et al. (1994). Essa metodologia consiste em aplicar uma analise
de regressdo a cada centiMorgan entre dois marcadores dos cromossomos estudados a fim de
testar a hipotese de segregacdo de QTL, utilizando para isso um modelo matematico que
inclui efeitos fixos e covaridveis. Aplicamos também testes de permutagdo para a

determinagdo do limite de corte da significancia (10,000 “rounds” de permutagdo para obter
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estimativas estaveis de a = 0,01) do QTL (o chamado threshold), de acordo com o proposto
por Churchill e Doerge (1994), bem como testes boostrap (Visscher et al., 1996) para a
obtencdo do intervalo de confianca (I.C.) da presenga de um possivel QTL nesses
cromossomos. A metodologia bootstrap retira amostras (individuos) da populagdo que contém
informagdo sobre genoétipo e fenotipo, gerando uma nova populagdo com amostras com
reposi¢do, onde a andlise estatistica ¢ usada para identificar o QTL. Apos certo numero de
reamostragens feitas e a analise de QTL de novas populagdes, um intervalo de confianga de
95% ¢ determinado pela ordenacgdo das estimativas geradas, retirando-se 2,5% dos valores que
representam as extremidades superior e inferior da distribui¢do (Seaton et al., 2002).

A porcentagem da variancia fenotipica que pode ser explicada pelo QTL foi e que foi
calculada da seguinte maneira:

o MSfull
MSreduced

Variancia = (1- a) x 100
onde:
MSfull = quadrado médio do modelo completo
MSreduced = quadrado médio do modelo reduzido, valores esses que podem ser obtidos

da saida da analise realizada pelo QTLExpress.

Sexo, ano no qual o animal foi avaliado, cor do pélo (100% do corpo coberto por
pelagem clara, mais de 75% branco, entre 50% e 75% branco e menos de 50% branco) e tipo
do pelame (curto e liso, curto e enrolado, longo e liso, e longo encaracolado) foram
considerados como efeitos fixos, enquanto que a idade do animal em dias no momento da
avaliacdo fenotipica foi definida como covaridvel. Para testar quais efeitos fixos e covaridveis

influenciavam significativamente a caracteristica avaliada, realizamos uma andlise de
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variancia (ANOVA) através do procedimento de modelos lineares gerais (GLM — General
Linear Model) do programa SAS (2002).

Uma vez que o mapeamento de QTL assume que os valores fenotipicos da caracteristica
quantitativa sigam uma distribuicdo normal (Yang et al., 2006), os dados foram previamente
transformados para se adequarem a essa premissa. O Dr. Marcos Vinicius da Silva® utilizou o
método de Box-Cox (Box e Cox, 1964) para a normalizacdo dos dados de peso ao nascimento
e caracteristicas de crescimento (PN, P60, P205 e P365), ¢ os dados ja corrigidos um em
relacdo ao anterior (interpolagdo) foram fornecidos para serem utilizados no presente trabalho.

Ja para os dados de contagem de carrapatos, bernes e valores de ovos de nematdides
gastrintestinais por grama de fezes (OPG) foram ajustados através do uso de logjo(x + 1).
Uma vez realizada a normalizagdo desses dados, o procedimento foi aferido através do
software BioStat 1.5.0 (http://www.programurl.com/biostat.htm) a fim de verificar se a

normaliza¢do havia sido realizada com sucesso.

¢ Dr. Marcos Vinicius Gualberto Barbosa da Silva, pesquisador da Embrapa Gado de Leite, Juiz de Fora, MG
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5. Resultados e discussao

5.1. Analises genotipicas

A heterozigosidade de um loco ¢ definida como a probabilidade de um individuo ser
heterozigoto para o loco em questdo considerando a populagdo como um todo (Liu, 1998).
Essa informagdo ¢ extremamente importante para definirmos o nimero de marcadores
necessarios, por exemplo, para expandir o mapa de ligagdo a um nivel de cobertura desejavel,
ou mesmo determinar o nimero de animais e marcadores necessarios para o mapeamento de
QTL (Bishop et al., 1994). Segundo Ott (1992) um loco ¢ considerado polimérfico se H >
0,10, e altamente polimoérfico se H > 0,70. Essa definicdo implica em dizer que um marcador
¢ polimorfico quando seu alelo mais freqiiente tem freqiiéncia menor que 0,95 na populagao
estudada, e altamente polimorfico quando esse alelo tem valor de freqiiéncia abaixo de 0,55.
Liu (1998) afirma que uma amostra de apenas 15 individuos pode, com relativa probabilidade
de acerto, expressar cerca de 70% da heterozigosidade esperada de um determinado loco para
todas as distribuigdes das freqiiéncias alélicas. Porém, um numero amostral maior ¢
necessario se o objetivo € detectar 95% da heterozigosidade.

O uso do contetdo de informagao polimérfica (PIC) também ¢ comum para quantificar
o grau de polimorfismo do marcador (Botstein et al., 1980), ja que o PIC ¢ uma estimativa da
probabilidade de se obter cruzamentos informativos. O valor de PIC praticamente equivale ao
valor da heterozigosidade quando o loco possui um grande nimero de alelos, e conforme o
nimero de alelos aumenta, tanto PIC quanto a heterozigosidade tendem a aumentar (Liu,
1998). As informagdes sobre nimero de alelos, heterozigosidade e contetido de informagao
polimérfica (PIC) de cada um dos 16 marcadores utilizados nos cromossomos cinco e sete

estdo representadas na Tabela 2.
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Verificamos que a maioria dos locos analisados foi altamente polimorfica para a geragao
F,, conforme o esperado pela pré-selecio de marcadores que realizamos baseados nas
informagdes do site do MARC, mesmo que a média do nimero de alelos por marcador nao
tenha sido muito alta. Contribuiram para isso os marcadores BM321, BM2607 ¢ BM6117, os
quais apresentaram apenas trés alelos no presente estudo.

Verificamos que a média da heterozigosidade observada foi de 0,703, com valores que
variaram entre 0,882 (BM606) ¢ 0,335 (BM6117). Machado et al. (2003a), estudando uma
populacdo de animais Canchim (3/8 Zebu 5/8 Charolés), encontraram heterozigosidade média
de 0,647 utilizando quatro marcadores microssatélites. Machado et al. (2003b) encontraram
valores médios de heterozigosidade de 0,305 para bovinos da raga Gir e 0,339 para bovinos da
raga holandesa em estudo utilizando nove microssatélites.

O valor médio de PIC para os 16 microssatélites analisados na geragdo F; foi de 0,631,
com valor maximo observado de 0,777 (ILSTS034) e minimo de 0,329 (BM6117).

Segundo Botstein et al. (1980), um marcador pode ser considerado altamente
informativo em uma determinada populagdo se apresentar valor de PIC superior a 0,5, e
relativamente informativo se apresentar valores entre 0,25 e 0,5. Portanto, em nossa
populagdo experimental, 14 dos 16 marcadores puderam ser classificados como altamente
informativos, sugerindo que a geracdo parental de animais Gir e Holandés foi suficientemente
divergente, em relagcdo aos marcadores utilizados, para constituir uma geragao F, polimorfica.
Esse valor, no entanto, ndo ficou muito acima do encontrado por Mukesh et al. (2004), os
quais estudaram trés racas de bovinos leiteiros (B. p. indicus) indianos utilizando 20
microssatélites e observaram valor médio de PIC de 0,610. J& Miyata (2006) encontrou
valores médios para heterozigosidade observada e PIC de 0,715 e 0,674, respectivamente,
utilizando 7 microssatélites na mesma populacdo experimental do presente trabalho. Segundo

Rocha et al. (2001), a defini¢do de PIC proposta por Botstein et al. (1980) foi baseada em um
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modelo populacional de duas gera¢des. Em um delineamento de trés geragdes, como € o caso
de modelos F, onde a informatividade dos marcadores é a fragdo dos alelos dessa geracao
para os quais os parentais podem ser discernidos entre si, fontes adicionais de nao-
informatividade precisam ser consideradas, como por exemplo, o compartilhamento de alelos

entre as linhagens.

Tabela 2 - Numero de alelos (n), heterozigosidade observada (Ho) e contetido de informagdo polimorfica (PIC)

dos 16 marcadores microssatélites utilizados no presente estudo.

Cromossomo (n) (Ho) PIC
Crm5
BMS1617 6 0,842 0,715
BM321 3 0,535 0,425
BMS490 7 0,850 0,751
BMS1248 7 0,679 0,625
BM6026 6 0,882 0,745
ETH152 6 0,679 0,592
ILSTS034 10 0,808 0,777
BP1 6 0,591 0,602
Média 6,375 0,733 0,654
Crm7
INRA192 7 0,685 0,673
BM9065 4 0,733 0,659
ILSTS006 4 0,711 0,597
BM7160 4 0,711 0,613
BM2607 3 0,664 0,577
BOBT24 5 0,777 0,715
IL4 5 0,777 0,712
BM6117 3 0,335 0,329

Média 4,

w
~
(&)

0,674 0,609
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5.2. Mapas de ligacao

Os mapas de ligacdo dos cromossomos cinco ¢ sete apresentaram diferengas quando
confrontados com os mapas utilizados como referéncia.

No mapa do cromossomo sete, os marcadores foram posicionados com distancias
relativas entre eles bem superiores as encontradas no mapa do MARC. No caso do
cromossomo cinco, além do fato das distdncias entre marcadores estar maior do que o mapa
utilizado referéncia, houve uma inversdo entre dois marcadores adjacentes (BMS1617 e
BMS490). As distancias relativas entre marcadores, tanto para os mapas obtidos do site do

MARC quanto para os mapas construidos nesse trabalho, podem ser visualizadas na Tabela 3.

Tabela 3 — Mapas de ligacdo dos cromossomos cinco e sete, com os valores relativos das distdncias entre os
marcadores exibidos em centiMorgans (cM), com os valores encontrados nos mapas de referéncia do

MARC e com os obtidos em nosso estudo (mapa Embrapa).

Cromossomo MARC Embrapa
Crm5
BM6026 6.05 0.0
BP1 17.29 19.5
BM321 38.24 54.2
BMS1617 56.30 93.9
BMS490 66.20 77.4
BMS1248 90.85 132.2
ISLTS034 103.44 148.0
ETH152 121.75 169.5
Crm7
BM7160 0.0 0.0
BM2607 29.61 32.9
BOBT24 32.04 48.7
IL4 32.04 49.5
BM6117 62.24 93.1
INRA192 82.48 122.6
BM9065 101.11 155.6

ILSTS006 116.63 199.0
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Enquanto que no mapa do MARC o cromossomo sete ¢ apresentado com 116cM de
comprimento, a estimativa de tamanho do nosso mapa o deixou com quase 200cM. Essa
diferen¢a de tamanhos entre mapas foi menor para o cromossomo cinco, onde nosso mapa
ficou com 169,5¢cM, e o mapa utilizado como referéncia tem 115,7cM. O mesmo ocorreu com
Miyata (2006), onde o mapa de ligacdo do cromossomo 14 ficou com tamanho estimado 71%

maior do que o mapa de referéncia.

Segundo Liu (1998), uma das provaveis causas para isso ter acontecido foi o pequeno
nimero de animais utilizados na constru¢do dos mapas, ja4 que, quanto menos individuos
genotipados, menor o nimero de meioses informativas. Uma vez que os marcadores em um
mapa de ligacao sdo ordenados a partir das fragcdes de recombinagdo entre eles que podem ser
identificadas, fica claro que quanto menos eventos de recombinacao disponiveis, menor sera a
acuracia do software para determinar o intervalo entre os marcadores. Na média, tivemos um
numero trés vezes menor de meioses informativas nos marcadores utilizados aqui em relagao
a quantidade desses eventos de recombinagao observados para esses mesmos microssatélites

quando verificamos o banco de dados do MARC, conforme pode ser visto na Tabela 4.

Outro fator extremamente importante para a constru¢do de mapas de ligagcdo precisos € o
nimero de marcadores utilizados para tal. Nesse trabalho, utilizamos apenas oito
microssatélites por cromossomo, o que gerou mapas com espacamentos médios entre os
marcadores de 21,18cM no cromossomo cinco ¢ 24,87cM no sete. Barendse et al. (1994)
cobriu 90% do genoma bovino (2,513cM) utilizando 202 marcadores, o que gerou média de
um marcador a cada 12,75cM. Itoh et al. (2005) construiram mapas de ligagdo dos
cromossomos bovinos através de painéis hibridos irradiados (RH) utilizando 5,593
marcadores, dos quais 3,216 sdo do tipo microssatélite, e que distribuidos ao longo dos cerca

de 3.000cM do genoma bovino, possibilitaram o posicionamento de, em média, mais de 1



50

marcador por centiMorgan, aumentando muito a acuracia da predicdo das distancias

estimadas entre esses marcadores.

Tabela 4 — Numero de meioses informativas observadas para os marcadores utilizados nesse estudo encontrados

no banco de dados do MARC e observados em nosso trabalho.

Cromossomo MARC Embrapa
Crm5
BM6026 445 678
BM321 2810 317
BMS1617 1230 657
BMS490 321 499
BMS1248 3454 440
ETH152 259 502
ISLTS034 322 622
BP1 3016 445
Média 1482,125 520
Crm7
INRA192 2522 606
BM9065 1484 479
ILSTS006 4727 457
BM7160 1673 549
BM2607 156 550
BOBT24 261 601
IL4 3620 601
BM6117 558 207
Média 1875 506,25

Uma vez que o mapa de ligacao ¢ funcao do numero de marcadores e animais utilizados

e também da populacdo em estudo (Lynch e Walsh, 1998), decidimos utilizar os mapas

construidos por nds usando a geracao F, para o mapeamento de QTL.
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5.3. QTLs para caracteristicas de crescimento

No mapeamento de QTLs para caracteristicas de crescimento foram analisadas as
medidas de peso ao nascimento (PN), peso aos 60 dias (P60), peso aos 205 dias (P205) e peso
aos 365 dias (P365) para os dois cromossomos, com o uso do software QTLExpress (Seaton et
al., 2002). Foram incluidos no modelo efeitos aditivos e de dominancia do QTL, além dos
efeitos fixos de ano/estagdo e sexo dos animais. As médias e desvios-padrdes para cada uma

das caracteristicas estudadas estdo descritas na Tabela 5.

Tabela 5: Numero de animais amostrados (n), média e desvio-padrdo das caracteristicas PN, P60, P205 e P365.

Caracteristica n Média (Kg) Desvio-padrao (Kg)
PN 294 27,8 5,1
P60 288 55,2 8,6
P205 271 107 21,1
P365 276 160,5 35,3

Nao foi detectada a presenca de nenhum QTL para essas caracteristicas no cromossomo
sete. Ja no cromossomo cinco, observamos a presenca de um QTL significativo (P < 0,01, F =
7,47 ¢ LOD = 3,16) apenas para PN localizado a 82cM do marcador mais contromérico
(Figura 10), entre os marcadores BMS1617 ¢ BMS490. Nenhum QTL foi detectado para as
outras avaliacdes de caracteristicas de crescimento.

A porcentagem da variancia fenotipica que pode ser explicada pelo QTL foi de 4,45%,
enquanto que o efeito aditivo do QTL sobre a caracteristica foi de -1,803 + 0,493 Kg. O sinal
negativo do efeito de substitui¢do realizado pelo software indica que o alelo que contribui

para maior peso ao nascimento tem origem na raca Gir. As fémeas tém peso, em média, 2,775
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+ 0,583 Kg menor que os machos, valor ja esperado em se tratando de bovinos onde as

fémeas geralmente sao menores.

EstatisticaF

0 T

T T T T T
1 13 25 37 49 61 73 85 97 109 121 133 145 157 169

Posicao relativa (cM)

Figura 10 — Distribuicdo da estatistica F ao longo do cromossomo cinco para peso ao nascimento,
utilizando o mapa Embrapa. As setas ao longo do eixo X indicam as posi¢des dos
marcadores BM6026, BM321, BMS1617, BMS490, BMS1248, ETH152, ILSTS034
e BP1, respectivamente. O maior valor de F (7,48) para o QTL esta localizado a
82cM. A linha continua superior indica significancia de 1% (F = 7,405) e a linha
continua inferior indica significancia de 5% (F = 5,429) para PN. A linha tracejada

indica 95% do intervalo de confianga do QTL (42 — 161cM).
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Ja foram descritos QTL em diferentes cromossomos dos bovinos para a caracteristica
peso ao nascimento, principalmente no cromossomo cinco, conforme apresentado na
introdugdo. Machado et al. (2003a) estudando caracteristicas de crescimento no cromossomo
cinco de bovinos da raca Canchim, verificaram a presenga de um QTL sugestivo (P < 0,05)
para PN a 82,9cM do centromero, ¢ com distancia de 9,4cM do gene IGF-1 (fator de
crescimento semelhante a insulina), considerado por alguns autores (Ge ef al., 2001) como um
provavel gene candidato para a caracteristica. Li et al. (2002), ao realizarem estudos de
associagdo para caracteristicas de crescimento em uma populagdo comercial de B. p. taurus
utilizando haplétipos de SNPs (do inglés, Single Nucleotide Polimorphism, ou polimorfismo
de um unico nucleotideo), encontraram trés regides distintas do cromossomo cinco que
tiveram associagdo significativa com peso ao nascimento. No entanto, tanto Machado et a/
(2003a) quanto Li ef al. (2004) refutaram a hipétese do gene IGF-1 (localizado a 73,5¢cM) ser
o responsavel pelo QTL para peso ao nascimento no cromossomo cinco.

As analises de QTL para as demais caracteristicas de crescimento (P60, P205 e P365) no
cromossomo cinco nao alcangaram niveis significativos, demonstrando que ha algo nessa
regido do genoma bovino que influencia PN sem alterar as outras caracteristicas. Esse
resultado ¢é, de certo modo, surpreendente, uma vez que as caracteristicas PN e P60 estdo
correlacionadas (Kootz et al., 1994). Miyata (2006) observou QTL sugestivos (P < 0,05) tanto
para PN quanto para P60 no cromossomo 14 dos bovinos, confirmando a correlagdo entre as
caracteristicas. Mas uma vez que foi encontrado um QTL influenciando PN sem afetar P60,
isso demonstra que essa correlagdo pode ser quebrada, ¢ que o melhoramento assistido por
marcadores nesse cromossomo pode supostamente selecionar animais para uma caracteristica
sem que a outra seja alterada. Isso seria muito util para minimizar efeitos nocivos de distocia
(dificuldades de parto) nos bovinos, uma vez que animais muito pesados ao nascer geram

prejuizos a produgdo animal por causa da morte do bezerro e morte ou comprometimento
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reprodutivo da mae (Grosz e MacNeil, 2001). Ainda segundo esses autores, as perdas anuais
causadas pela distocia nos Estados Unidos podem chegar a 83,4 milhdes de ddlares no gado

leiteiro e U$142,5 milhdes no caso de bovinos de corte.

5.4 Mapeamento de QTLs para resisténcia aos parasitas

5.4.1. Endoparasitas

Quando os cromossomos cinco e sete foram analisados, ndo foi possivel detectar
nenhuma associagdo significativa dos marcadores com resisténcia aos endoparasitas, avaliada
através das contagens de ovos por grama de fezes (OPG).

Benavides ef al. (2002) demonstraram que é possivel encontrar associagdo significativa
entre marcadores microssatélites e OPG em ovinos. Eles estudaram o cromossomo cinco
desses animais, o qual possui regides homologas ao cromossomo sete dos bovinos, pois € nele
onde estdo situados os genes da IL-3, IL-4 e IL-5, e concluiram que marcadores ou genes
préoximos aos genes das interleucinas controlam parte da variacdo genética para a resisténcia
dos hospedeiros aos endoparasitas, provavelmente atuando sobre células efetoras e liberagao
de anticorpos especificos.

Sabe-se também que a resposta dos animais contra endoparasitas ¢ altamente
influenciada pela qualidade da nutri¢do do hospedeiro (Amarante et al., 2004b), ¢ que animais
alimentados com comida enriquecida por proteinas metabolizaveis demonstram maior
resisténcia a infecgdes por nematdides (Coop and Kyriazakis, 2001). Porém, Louvandini ef al.
(2002), estudando bezerros da raca holandesa infectados por Haemonchus placei, observaram
que os animais que receberam uma alta dose de proteina (HP) junto com a alimentacdo
continham significativamente mais endoparasitas adultos (11,900 = 7,660) do que aqueles que

receberam alimentacdo com menor teor de proteina (LP)(5,450 + 7,895), e as contagens de
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OPG nos animais HP também foram maiores do que aquelas dos animais LP, sem que isso
significasse que os animais HP estivessem mais susceptiveis aos endoparasitas, pois 0s
valores dos hematocritos e o peso corporal dos animais HP eram bem melhores do que os dos
animais LP. Isso demonstra que ndo necessariamente animais com alta contagem de OPG sao
menos resistentes, ¢ sim demonstram que sdo mais resilientes, ou seja, tendem a suportar
melhor a infecgdo do que aqueles em pior condigdo nutricional. E provavel que o mesmo
efeito possa ser observado ao lidarmos com animais geneticamente mais resistentes que

outros.

5.4.2. Ectoparasitas

Nao foi mapeado nenhum QTL para resisténcia a berne no presente estudo, o que ndo
significa que isso ndo seja possivel para o delineamento experimental adotado aqui. Miyata et
al. (2005) mapearam um QTL (P < 0,10) para resisténcia ao berne a 71¢cM do cromossomo 14
dessa mesma populagado F,.

Obtivemos, na estacdo chuvosa, média de 35,57 + 41,83 bernes por animal, calculada a
partir de 302 medi¢des, onde nove animais ndo foram infestados por larvas da mosca
Dermatobia hominis e sete animais apresentaram contagens superiores a 150 bernes no corpo,
com valor méaximo observado de 284. O indice de correlagdo entre a contagem de bernes ¢ a
contagem de carrapatos foi de apenas 0,112. Na época seca, a média observada foi de 32,035
+ 54,436, em um total de 338 avaliagdes, com 21 animais sem berne algum pelo corpo e 11
com mais de 150 infestagdes, onde a maior contagem foi de 558 bernes em um unico
individuo. O indice de correlagdo entre o nimero de bernes e de carrapatos nos animais foi
mais baixo ainda que o observado na estacao chuvosa (0,0355). Calculamos também a média
e o desvio-padrao da contagem de berne separando os animais de acordo com a cor da

pelagem e o tipo de pélo, conforme pode ser observado na Tabela 6.
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Tabela 6 — Média e desvio padrdo das contagens de bernes avaliadas quanto a cor (1- 100% clara, 2 - > 75%
branco, 3 - 50% a 75% branco e 4 - < 50% branco) e tipo da pelagem (1 - curto e liso, 2 - curto e

enrolado, 3 - longo ¢ liso e 4 - longo encaracolado).

cor numero de avaliagdes média Desvio- padrao
1 58 211 43,5
2 151 221 27,01
3 208 37 58,2
4 221 41,84 48,2
tipo numero de avaliagdes média Desvio-padrao
1 345 30,17 39,28
2 138 27,54 33,94
3 112 54,19 79,47
4 43 28,27 25,41

Ja para as contagens de carrapatos na estacdo chuvosa, foram 302 observacdes, com
média de 40 carrapatos por animal, e desvio padrao de 72,416. O tamanho exagerado do
desvio padrao em relagao a média foi devido a oito animais que apresentaram mais de 200
carrapatos cada, um deles com carga parasitaria de 792 carrapatos. 25 animais ndo tinham
nenhum carrapato no corpo. Ja na estagdo seca, obtivemos média de 33 carrapatos/animal,
com desvio padrao de 43,306. Esse menor valor de desvio padrao em relacdo ao encontrado
para a estagao chuvosa pode ser explicado pela melhor distribui¢do das contagens em torno da
média nesse conjunto de dados, uma vez que apenas quatro animais apresentaram contagem
superior a 200 carrapatos por animal, e o maior valor observado foi de 418 carrapatos
infestando um Unico individuo. Apenas 10 animais, de um total de 338, estavam
completamente livres de infestacao.

O teste de normalidade através da metodologia proposta por Shapiro-Wilk (Shapiro and
Wilk, 1965) realizado pelo software BioStat 1.5.0 indicou que a transformacao dos dados de
contagem de carrapato através de logjo(x +1) nao foi efetiva (P > 0,05) para ambos os

conjuntos de dados. Porém, o resultado foi significativo (P < 0,05) para as duas estagdes



57

quando aplicamos o teste de normalidade segundo a metodologia proposta por D’Agostino
(Baringhaus and Henze, 1990).

O indice de correlagdo entre as contagens de carrapato na estacdo seca e chuvosa foi de
0,05, enquanto que a correlagdo entre as contagens de berne nas duas estagcdes foi de -0,14.
Uma vez que a correlagdo ¢ a medida padronizada da relagdo entre duas variaveis, e que
valores proximos de zero indicam que as duas variaveis ndo estdo relacionadas, essa ¢ mais
uma evidéncia de que os dados das estagdes seca e chuvosa deveriam realmente ter sido
analisados separadamente.

De acordo com a andlise de variancia realizada através do software SAS (2002), a
contagem de carrapato ap6s normalizada era influenciada por diferentes efeitos do ambiente,
de acordo com a estacdo em que era analisada. Nas contagens obtidas durante a época das
chuvas, apenas ano de contagem e tipo do pélo foram significativos (P < 0,01), enquanto que
para os valores obtidos na estagdo seca, cor e tipo de pélo tiveram influéncia significativa
sobre as contagens. Embora alguns autores (Stear er al., 1990, Martinez et al., 20006)
observaram efeitos significativos de sexo sobre resisténcia ao carrapato, possivelmente devido
a diferencas hormonais, esse efeito nao foi verificado em nossos dados.

Em um primeiro momento, realizamos o mapeamento de QTL para resisténcia ao
carrapato considerando apenas o efeito aditivo. Com isso, na estagdo chuvosa, encontramos
um QTL significativo no cromossomo cinco (P < 0,01) e um indicativo de QTL (P < 0,10) no
cromossomo sete. Para a época seca, verificamos um QTL sugestivo (P < 0,05) no
Cromossomo sete.

Re-analisamos os QTL, dessa vez incluindo efeitos de dominancia no modelo, ¢
calculamos a significancia do efeito de dominancia sobre a variancia fenotipica explicada
pelos QTL encontrados através de um teste T confrontando o modelo completo e o reduzido.

Como resultado, verificamos que, tanto o QTL do cromossomo cinco na estagdo chuvosa (P <
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0,01), quanto os QTL do cromossomo sete nas duas estacoes (P < 0,05), estdo sob efeitos de
dominancia além dos efeitos aditivos, o que significa que o tipo de combinagdo dos alelos
também ¢ importante para definir a resisténcia do animal.

Com o efeito de dominancia incluido no modelo de mapeamento de QTL, observamos
que a significancia do QTL encontrado no cromossomo cinco caiu de 1% para 5% (F = 6,63,
LOD = 2,815)(Figura 11), o suposto QTL encontrado no cromossomo sete nos dados da
estagdo chuvosa ndo foi mais detectado, e a significancia do provavel QTL localizado no
cromossomo sete para a época seca passou de 5% para 10% (F = 4,52, LOD = 1,935)(Figura

12).
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Figura 11 - Distribui¢@o da estatistica F ao longo do cromossomo 5 para resisténcia ao carrapato na
estagdo chuvosa, utilizando o mapa Embrapa. As setas ao longo do eixo X indicam as
posi¢des dos marcadores BM6026, BM321, BMS1617, BMS490, BMS1248, ETH152,
ILSTS034 e BPI1, respectivamente. O maior valor de F (4,52) para o QTL esta
localizado a 132cM. A linha continua superior indica significancia de 1% (F = 7,372) e
a linha continua inferior indica significancia de 5% (F = 5,401) para PN. A linha

tracejada indica 95% do intervalo de confianga do QTL (11 — 169cM).
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Figura 12 - Distribuiggo da estatistica F ao longo do cromossomo 7 para resisténcia ao carrapato na
estagdo seca, utilizando o mapa Embrapa. As setas ao longo do eixo X indicam as
posi¢des dos marcadores, BM7160, BM2607, BOBT24, 1L4, M6117, INRA192,
BM9065 E ISLTS006, respectivamente. O maior valor de F (4,52) para o QTL esta
localizado a 73cM. A linha continua superior indica significancia de 5% (F =5,383) e a
linha continua inferior indica significancia de 10% (F = 4,50) para PN. A linha

tracejada indica 95% do intervalo de confianga do QTL (9,5 — 198cM).
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Determinamos a quantidade da variancia fenotipica que poderia ser explicada pelo efeito
aditivo dos QTL mapeados. No caso do QTL do cromossomo cinco, o efeito aditivo
corresponde a 1,7% da variancia fenotipica observada, enquanto que esse valor sobe para
1,88% para o QTL do cromossomo sete.

Quanto a influéncia do tipo de pélo sobre a contagem dos carrapatos, verificamos que
animais de pélo longo e enrolado apresentaram mais de duas vezes mais carrapatos que
aqueles que tinham pélo curto e liso (Tabela 7). Essa tendéncia de quanto maior a espessura
do pelame, maior o numero de carrapatos encontrados, também foi observada por Fraga et al.
(2003) e Martinez et al. (2006). Pélos longos dificultam a pratica da autolimpeza praticada
pelos bovinos contra os carrapatos (Fraga et al., 2003). Além disso, outro ponto importante
sobre essa questdo é que animais com capa do pelame mais apropriada para regides tropicais
(p€los curtos, grossos e assentados) e, portanto, menor espessura de pelame, apresentam as
menores taxas de estresse calorico e, conseqlientemente, maiores niveis de resisténcia a
ectoparasitas, pois o estresse térmico pode afetar a resisténcia dos animais contra os parasitas
(Verissimo, 1991, Hansen et al., 2004). O efeito do estresse sobre resisténcia do hospedeiro
pode explicar também o motivo pelo qual quanto mais escuro o animal, mais carrapatos

apresentou (Tabela 7), efeito também observado por Fraga et al. (2003).
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Tabela 7 — Média e desvio padrdo das contagens de carrapatos avaliadas quanto a cor (1- 100% clara, 2 - > 75%
branco, 3 - 50% a 75% branco e 4 - < 50% branco) e tipo da pelagem (1 - curto e liso, 2 - curto e

enrolado, 3 - longo ¢ liso e 4 - longo encaracolado).

cor numero de avaliagdes média Desvio- padrao
1 58 18.172 17.620
2 151 33.829 40.515
3 208 42.048 58.617
4 221 44.505 77.448
tipo numero de avaliagdes média Desvio-padréao
1 344 28.470 32.808
2 138 53.377 93.147
3 112 44,549 54.306
4 43 59.864 91.069

A idéia de utilizar uma abordagem molecular para estudar as causas da variabilidade da
resisténcia do bovino ao carrapato nao ¢ nova. Em 1968, Ashton et al. encontraram associacao
entre um fendtipo molecular da albumina sérica bovina, cujo gene estd localizado no
cromossomo trés, ¢ infestagdo de carrapatos em varias populagdes de bovinos na Australia.
Panepucci ef al. (1989), estudando esse mesmo loco de isoenzima, encontrou associacio entre
outra variante da albumina e carga parasitaria em bovinos da raga Canchim. Porém, o
fenotipo molecular associado a resisténcia ao carrapato observado por Ashton et al., (1968)
nao ¢ o mesmo identificado por Panepucci et al., (1989), o que significa que nao ¢ a albumina
sérica a responsavel por conferir maior ou menor resisténcia, e sim algum gene que esta
proximo ao gene da albumina, e que o alelo favoravel a resisténcia desse gene desconhecido
esta em fase de ligacdo diferente com os alelos da albumina sérica nessas duas populagdes.

Segundo Frish (1999), a maneira mais rapida de aumentar a resisténcia ao carrapato em
populacdes bovinas seria a introgressao de genes com grande efeito sobre a caracteristica
(genes principais) em populagdes bovinas de racas reconhecidamente menos resistentes,
porém que demonstram melhores caracteristicas de produ¢do. Segundo ele, foi identificado

um gene (Adaptaur) que, em homozigoze no individuo, seria responsavel pela diminuigdo em
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75% do ntmero total de carrapatos no hospedeiro em relacdo aos animais hererozigotos para
o loco em questdo. Porém, esses resultados obtidos por Frish (1999) foram desmentidos por
Henshall et al. (2004), que além de terem maior nimero de dados disponiveis, ajustaram as
analises para efeitos fixos e poligénicos, e que uma vez incluidos no modelo, esses efeitos nao
indicaram a presenca de um unico gene principal agindo sobre a caracteristica, mas também
nao excluiram a hipotese de que resisténcia ao carrapato esta sob influéncia genética.

Acosta-Rodrigués er al. (2005), analisando marcadores microssatélites no complexo
BoLA (cromossomo 23 dos bovinos), encontraram associacdo entre dois desses
microssatélites e infestacdo de carrapatos em duas diferentes racas de bovinos no México.
Martinez et al. (2006), utilizando a mesma populacdo experimental que foi estudada nesse
trabalho, verificaram associagdo significativa (P < 0,05) entre alelos do BoLA-DRB32 e
contagem de carrapatos, sugerindo que esses marcadores poderiam ser utilizados na sele¢ao
de animais geneticamente mais resistentes ao carrapato, idéia ja aplicada ha algum tempo por
Maillard et al. (2003), os quais verificaram redug@o altamente significativa nos indices de
dermatofilose de uma populagdo de bovinos zebu ao realizarem selecdo assistida por
marcadores durante 5 anos utilizando haplétipos de marcadores situados no complexo BoLA
previamente identificados como estando associados a alta susceptibilidade (h = 0,96) a
doenca.

Resisténcia ao carrapato ¢ uma caracteristica que apresenta indices baixos a moderados
de herdabilidade, conforme observado em varias populagdes de bovinos. Em uma revisao
realizada por Davis (1993), o autor encontrou herdabilidade média de 0,34+0,06 para a
caracteristica, valor similar ao observado para a herdabilidade de caracteres de produgdo
leiteira em regides de clima temperado. Henshall ef al. (2004) verificou valores de 0,41+0,08
para média de contagem de carrapato em populagdes de B. p. taurus. No presente estudo, a

herdabilidade nao foi estimada, porém verificamos que resisténcia ao carrapato ¢ uma
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caracteristica que apresento efeito aditivo. Uma vez que caracteristicas que apresentam niveis
baixos a moderados de herdabilidade sdo as que mais seriam aproveitadas em sistemas de
selecdo assistida por marcadores (Davis e DeNise, 1998), podemos concluir que é possivel
aumentar a resisténcia média ao carrapato de uma populagdo de bovinos realizando
melhoramento genético assistido por marcadores.

Uma possivel explicagdo para um QTL ser mapeado ao analisarmos uma estagdo, ¢
desaparecer quando estudamos a outra, ¢ a grande influéncia de fatores ambientais e
fisiolégicos que podem alterar a contagem desses parasitas nos bovinos. Cor e tipo de
pelagem sdo importantes fatores que influenciam a carga parasitaria no animal, uma vez que
animais mais escuros poderiam se apresentar imunologicamente menos competentes sob o
calor dos trépicos devido ao estresse térmico (Hansen et al., 2004). Temperatura do ambiente
e percentual de umidade do ar também sdo variaveis que podem alterar bastante a contagem
de carrapatos (Powell e Reid, 1982). O efeito aditivo do QTL ¢ determinado como sendo
metade da diferenga observada entre as linhagens parentais 1 ¢ 2, apds a associagdo dos
genotipos com o fendtipo estudado. Valores positivos indicam que os alelos responsaveis por
alterar a caracteristica sdo oriundos da linhagem 1 (touros holandeses, no presente estudo).
Verificamos que o efeito aditivo do QTL mapeado no cromossomo cinco possui sinal
negativo, indicando que os alelos que reduzem a carga parasitaria, nesse caso, vém do Gir.
Esse QTL foi mapeado quando dados da estagao chuvosa foram analisados, sendo que essa
estacdo compreende o intervalo entre os meses de outubro a margo, caracteristicamente o
periodo mais quente em paises do hemisfério sul por abranger a primavera e o verdo. Por
outro lado, o efeito aditivo do QTL mapeado no cromossomo sete teve valor positivo,
indicando que alelos de origem taurina estdo reduzindo a contagem de carrapato na estagao
seca, que compreende os meses de abril a setembro, coincidindo com o outono e inverno,

estagdes mais frias. Portanto, as diferentes origens dos alelos que estdo influenciando
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contagem de carrapato nas diferentes estagdes estudadas, onde genes de gado holandés
influenciam a contagem na época fria do ano, e genes do gado Gir modificam a carga
parasitaria nas estagdes mais quentes do periodo, talvez possam ser explicadas pelo fato de
animais B. p. indicus estarem mais adaptados ao clima tropical em relagdo aos animais B. p.
taurus, oS quais conseguem ser mais efetivos no controle da carga parasitiria apenas nos
meses mais frios.

Portanto, os resultados encontrados nesse trabalho indicam que ¢ possivel mapear
regides do genoma bovino que influenciam caracteristicas de crescimento e de resisténcia
contra parasitas.

Uma maneira de aumentar os niveis de significincia dos QTLs para resisténcia seria
utilizarmos mais marcadores na regido proxima a apontada como sendo responsavel por
influenciar a caracteristica, ou mesmo aumentar o nimero de avaliagdes fenotipicas. Com isso
poderemos reduzir os intervalos de confianca desses QTLs, ¢ talvez até mesmo apontarmos
alguns possiveis genes candidatos para a caracteristica em questdo. Nao podemos descartar os
efeitos das citocinas sobre resisténcia ao carrapato mesmo que os QTLs tenham sido
posicionados a uma consideravel distancia dos genes dessas proteinas, uma vez que oS
intervalos de confianga sdo extremamente altos, e compreendem praticamente o cromossomo
inteiro. Uma vez que esses intervalos forem reduzidos, e possiveis genes sejam apontados
como candidatos, novas populagdes devem ser estudadas para confirmar e validar os efeitos

dessas regides mapeadas sobre as caracteristicas.
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6. Conclusoes

A partir do delineamento experimental F, realizado pelo cruzamento de touros da raga
holandesa (Bos primigenius taurus) com vacas Gir (Bos primigenius indicus), desenvolvido
pela EMBRAPA Gado de Leite, QTLs para peso ao nascimento e resisténcia ao carrapato
Riphicephalus microplus foram mapeados nos cromossomos cinco ¢ sete, indicando que é
possivel mapear locos que controlam a variagdo nas caracteristicas quantitativas analisadas
através da utilizacdo de marcadores microssatélites.

O fato de diferentes regides de QTL terem sido observadas para as contagens de
carrapato realizadas durante a estacdo seca e a estacdo chuvosa sugere a existéncia de

interagdo QTL X ambiente.
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