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INTRODUGAO

Nos ultimos anos tem aumentado o interesse de produtores na producédo de bovi-
nos que sejam mais adaptados a ambientes desafiadores, interesse este que, em gran-
de parte, esta sendo impulsionado pelos avancos no desenvolvimento de métodos de
andlises de dados gendmicos e transcriptomicos. O interesse pela resisténcia bovina ao
carrapato-do-boi, Rhipicephalus microplus, ¢ compreensivel por interferir diretamente
no bem-estar animal e devido as implicacoes econdmicas relacionadas a infestacao por
carrapatos em zonas tropicais e subtropicais (POR1O NELO et al., 2011a).

As perdas provocadas pelo carrapato R. microplus provocam reducoes drasticas nas
producdes de carne e leite, e o Pais deixa de produzir 26 milhoes de arrobas de carne/
ano e quatro bilhoes de litros de leite/ano. A estimativa dos danos atribuidos a este
ectoparasita aponta prejuizos anuais da ordem de USD$ 3,24 bilhoes (GRISI et al.,
2014). Os prejuizos causados por este parasita sdo decorrentes tanto de sua agdo direta
sobre o hospedeiro, tais como: perda de peso, baixa conversao alimentar, diminuicao
na producdo de carne e leite, desvalorizacio do couro pela ocorréncia de lesoes e mi-
iases, toxicoses, lesoes da pele, anemia, bem como de perdas indiretas relacionadas a
transmissao de patogenos, responsaveis pela babesiose (Babesia bovis e B. bigemina) e
anaplasmose (Anaplasma marginale). Contribuem também para compor o quadro de
agravantes deste parasitismo os altos custos com tratamentos quimicos, equipamentos,
instalacoes e mao de obra (GOMES, 1998).

Historicamente, o método de controle para o carrapato que mais tem sido empre-
gado desde o final do século XIX baseia-se na utilizacdo de produtos quimicos (aca-
ricidas), que atuam na fase parasitaria de vida do parasita. Porém, a experiéncia de
algumas décadas de uso continuo desses farmacos demonstra que as expectativas do
controle parasitario nao podem ser depositadas somente no tratamento quimico, pois
a alta capacidade de adaptacao destes acaros conduz, invariavelmente, a selecao de in-
dividuos resistentes, tornando este tipo de controle cada vez menos vidvel economica-
mente (FRISCH, 1999). Os custos crescentes para o desenvolvimento de novas drogas e
o curto periodo de vida util que elas apresentam tém desestimulado a procura de bases
quimicas com mecanismos de acdo diferenciados.

Lécnicas de manejo dos animais e das pastagens baseadas na epidemiologia e eco-
logia de R. microplus, como o cultivo de espécies forrageiras com acao repelente ou
acaricida sobre as larvas; a alternancia de pastoreio entre ovinos lanados e bovinos; e a
rotacdo ou o descanso de pastagens dificultam a sobrevivencia das fases de vida livre
do parasita, podendo, assim, reduzir a frequéncia do tratamento quimico. No entanto,
poucas propriedades rurais adotam estas praticas, por falta de acesso ao conhecimento
ou por dificuldades logisticas e orcamentérias para a sua implantacao.

Nesse contexto, diversos métodos de controle estao sendo pesquisados como for-
mas alternativas ou complementares ao controle quimico. Entre estes se destacam o
uso de micro-organismos patogénicos aos carrapatos, como fungos, bactérias e nema-
toides; a utiliza¢do de compostos naturais com efeito acaricida ou repelente (fitoterapi-
cos; nutracéuticos e semioquimicos); o desenvolvimento de vacinas multiantigénicas;
a identificacao de genes e/ou marcadores moleculares associados com a resisténcia
bovina ao R. microplus; e a selecao genomica.
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Até 0 momento, os tnicos produtos alternativos ao controle quimico disponiveis no
mercado sdo as vacinas lickGard, desenvolvidas na Australia pela Divisao de Ciéncias
Animais ltopicaisdo CSIRO, e a Gavac, desenvolvidano Centro de Engenharia Genética
e Biotecnologia de Cuba, sendo que esta tltima encontra-se a venda no Brasil. Embora
essas vacinas estejam disponiveis comercialmente, elas ndo asseguram o grau necessa-
rio de protecdo para suprimir de imediato o uso de acaricidas, sugerindo a necessidade
de identificacao de outros antigenos protetores.

As limitacoes apresentadas pelos métodos de controle existentes indicam a necessi-
dade de disponibilizar aos criadores medidas alternativas para complementar os proce-
dimentos de controle tradicionais, mas que a0 mesmo tempo nao resultem em maiores
gastos no processo de obten¢do do produto final. A selecdo de animais resistentes em
programas de melhoramento genético foi indicada por Frisch (1999) como uma das
formas mais promissoras de controle parasitario, uma vez que tem como premissa a
prevencao, com efeito permanente durante a vida do animal e acumulativo no rebanho
ao longo do tempo. Diferentes niveis de resisténcia dos bovinos ao carrapato foram ob-
servados por diversos autores, tanto dentro de racas como entre racas. kstas diferencas
podem ser utilizadas para adequar genotipo e ambiente, visando aumentar a eficiéncia
produtiva dos sistemas de producio de carne e leite do Pais.

O mecanismo de resisténcia dos bovinos ao carrapato ¢ um fenomeno complexo e
ainda pouco compreendido, sendo que a resisténcia a infestacdo ou a capacidade de
desenvolver uma resposta imunologica eficaz é geneticamente determinada. De acordo
com Frisch; O’'Neill (1998), os bovinos Bos taurus indicus (Zebu africano e indiano)
podem ser classificados como de elevada resisténcia ao carrapato; bovinos Bos taurus
taurus do grupo Sanga como de resisténcia um pouco mais baixa, e os Bos taurus taurus
britanicos e continentais como de baixa resisténcia. No Brasil, cerca de 80% do reba-
nho ¢ composto por animais de racas zebuinas, no qual se destaca a raca Nelore, que
sdo animais rusticos e adaptados ao ambiente brasileiro.

A maior tolerancia de animais B. taurus indicus quando comparados a B. taurus taurus
tem sido amplamente reportada na literatura e estudos envolvendo cruzamentos entre
animais destes grupos apontam, inclusive, uma proporcionalidade entre a frequéncia
de genes zebuinos e o grau de resisténcia dos hospedeiros. Quanto maior a propor¢ao
de genética zebuina no mestico, maior € a sua resisténcia ao carrapato (LEMOS et al.,
1085; MORALES et al., 1986; OLIVEIRA; ALENCAR, 1990; WAMBURA et al., 1998;
CARDOSO, 2000; SANTOS JR. et al., 2000; SILVA et al., 2006).

Neste capitulo serao abordadas algumas técnicas que contribuem para o estudo da
resposta de uma célula ou organismo a eventos bioldgicos particulares ou a alteragoes
ambientais. Esses métodos sao utilizados para auxiliar na identificacao de genes e/
ou de suas funcoes em qualquer genoma acerca do qual pouco ou nada se conhece.
Assim, genes expressos em uma célula sob determinadas condicdes constituem o seu
transcriptoma.

Estudos do transcriptoma podem ajudar a revelar novos processos celulares, bem
como identificar os genes e produtos génicos envolvidos em processos conhecidos. Estas
ferramentas possibilitarao o mapeamento de genes que possam ser usados na sele¢ao
de individuos resistentes ao carrapato em programas de melhoramento genético e para
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descoberta de novos antigenos com capacidade imunoprotetora, permitindo o desen-
volvimento de diagnosticos, produtos e/ou tecnologias para combater este ectoparasita.

MANUTENCAO DE COLONIA DE CARRAPATOS R. microplus

Para o estabelecimento e a manutencéo de colonias de carrapatos, bovinos de apro-
ximadamente seis meses de idade sensiveis ao carrapato devem ser mantidos isolada-
mente em baias sendo artificialmente infestados com R. microplus livres de Babesia e
Anaplasma. Na Embrapa Gado de Corte, os bovinos sao alojados em baias individuais
de alvenaria que possuem como assoalho uma grade de madeira posicionada a 30 cm
do chao para que as femeas de carrapato adultas ingurgitadas (teledginas), que se des-
prendem dos animais vacinados, caiam pela grade e nao sejam pisoteadas. Os animais
sdo alimentados duas vezes ao dia com racdo balanceada, silagem e feno, e com 4gua
a vontade.

Geralmente, um ou dois bovinos sao infestados com a inoculacao de 20.000 larvas
no dorso de cada um deles a cada cinco semanas. Fémeas ingurgitadas sao coletadas
por lavagem do assoalho das baias com jato de agua, sendo, em seguida, recuperadas
em uma tela e separadas manualmente dos dejetos. Estas féemeas sao mantidas a 28°C
em ambiente com 85% de umidade.

Apos a postura, os ovos sdo transferidos para tubos de ensaio, os quais sdo, em se-
guida, tampados com algoddo para permitir a troca de gases (aera¢do). Ovos de varios
dias sao utilizados nos experimentos e, para a manutencao do ciclo sao utilizadas larvas
com 10 a 15 dias apo6s a eclosdo, que sao transferidas para os animais.

INFESTACAO ARTIFICIAL DE BOVINOS COM LARVAS DE CARRAPATOS
R. microplus

Inicialmente, animais experimentais sao mantidos no campo por um periodo de
aproximadamente trés meses livres de carrapatos para adaptacdo e perda da memoria
imunologica. Apos este periodo, os animais sao levados para baias individuais para a
implantacao de camaras, conforme abaixo detalhadas, e a realizacao das infestacoes.

Quatro camaras com 15 cm de diametro sao fixadas apos tricotomia com cola de
contato atoxica nas regioes da tdbua do pescoco e dorso. Geralmente, trés infestagoes
com 300 larvas sdo realizadas com intervalo de 21 dias e nos locais das infestagoes sao
retiradas, de cada animal experimental, amostras de pele de oito milimetros de diametro
para a realizacdo de bidpsias, as quais representem cada infestacdo cumulativamente.

As coletas das biopsias de pele podem ser realizadas em momentos distintos, sendo
a primeira coleta antes da infestacdo por carrapatos (usada como controle) e as demais
no 21° dia apos cada infestacdo (que ¢ o dia modal de desprendimento natural das te-
leoginas de R. microplus).

Para a conservacao intacta do RNA, as biopsias de pele podem ser imediatamente
imergidas em RNA later (Ambion, Inc), acondicionadas por no minimo 24 horas a tem-
peratura de 4°C a 8°C e, em seguida, congeladas a -20°C até 0 momento de extragdo de
RNA. Alternativamente, as biépsias podem ser congeladas imediatamente e armazena-
das em nitrogénio liquido até o momento da extracao.
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Protocolo de extracao de RNA de pele

Para a amostra de tecido de pele, acondicionada em RNA later, primeiramente deve
ser removida a amostra da soluc@o e o excesso de liquido deve ser drenado. Dessa
amostra € retirado e descartado o couro, sendo o RNA extraido a partir do restante
da amostra. Para tanto, ¢ utilizada a trituragdo e homogeneizacao das amostras em
1RIzol® (Invitrogen'™), com o auxilio do equipamento lissue Ruptor (Qiagen, Valencia,
CA, EUA), e purificacao do RNA com o RNeasy Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, EUA),
seguindo-se as recomendacoes do fabricante.

Para homogeneizagao das amostras também pode ser utilizado o equipamento lissue
Lyser (Qiagen, Valencia, CA, EUA). Colocar a amostra em tubos tipo eppendorf de 2 mL
com fundo redondo com duas esferas deaco de 7 mm e com o tampao denominado “Buffer
RL1” da Qiagen. Utilizar amostras de pele pesando entre 100 e 150 mg (equivalente
a um terco ou metade de uma biopsia de 8 mm) por extracao. Utilizar dois pulsos de
2 minutos e mais um ou dois pulsos de um minuto a 16000 xg. O volume do tampao
RL1 deve ser aumentado de 300 pL para 600 pL por extracdo. Apesar deste aumento de
volume, utilizar apenas uma coluna por extracao, adicionando o volume quantas vezes
forem necessarias para passar todo o material pela coluna, via centrifugacao. Ao final
do protocolo lavar a coluna duas vezes com 32 pL de dgua para eluir/recuperar o RNA.

Em seguida, o RNA pode ser armazenado a temperatura de -80°C como descrito a
seguir: 1) metade na propria agua da extracao e 2) metade com adi¢ao de 10% do volu-
me final com Acetato de Sodio 3M (pH 5,2) e 2,5 volumes de etanol absoluto. O RNA
armazenado em agua se mostra de boa qualidade por alguns meses ao ser analisado no
equipamento Bioanalyser (Agilent lechnologies), dispensando a necessidade de usar as
aliquotas armazenadas em alcool.

Outro método utilizado para homogeneizacdo das amostras de pele pode ser a ma-
ceragao das amostras congeladas em cadinhos de porcelana utilizando nitrogénio liqui-
do. Neste caso, as amostras devem ser maceradas até que se tornem um po. Importante
destacar, que independentemente do processo de homogeneizacio utilizado, ¢ neces-
sario evitar que a amostra se descongele. Assim, todos os procedimentos devem ser
conduzidos de forma rapida e precisa.

Apos a homogeneizagdo das amostras, o RNA total também pode ser extraido por
meio de protocolos a base de lrizol. Neste caso, para cada 50 a 100 mg de tecido
macerado adicionar 1 mL de Irizol gelado (em tubo de polipropileno de 1,5 mL livre
de RNases). Homogeneizar em vortex e incubar por cinco minutos a temperatura am-
biente. Acrescentar 200 mL de cloroféormio gelado e agitar vigorosamente o tubo por
15 segundos. Incubar durante cinco minutos a temperatura ambiente e, em seguida,
centrifugar a 16.000 xg a temperatura de 4°C durante 15 minutos. Remover a fase
aquosa para um tubo limpo e adicionar 500 mL de isopropanol gelado. Agitar o tubo
manualmente e incubar por dez minutos a temperatura ambiente. Em seguida, centri-
fugar a 13.000 xg/4 °C por dez minutos e descartar o sobrenadante. Lavar o sedimento
com um mL de etanol 75% (preparado com agua DEPC - Diethyl Pyrocarbonato 0,01%).
Centrifugar a 10.500 xg na temperatura de 4°C por cinco minutos e deixar o sedimento
(pellet) secar durante aproximadamente 15 minutos a temperatura ambiente, tomando o
cuidado de ndo deixar restos de etanol na amostra. Por fim, ressuspender o sedimento



Capitulo 5 Uso de técnicas de biologia molecular em estudos de avaliagdo da resisténcia... @

em um volume de 20 uL a 50 uL de agua DEPC, sendo que o volume final ira depender
do tamanho do sedimento obtido.

Analise e quantificacao de RNA em gel de agarose desnaturante

A pureza e a qualidade de RNA total podem ser avaliadas por meio de eletroforese
em gel de agarose desnaturante corado com Sybr Gold e determinada por espectrofoto-
metria a 260 nm utilizando um espectrofotometro Nanodrop 1000 (L hermo Scientific).
O gel deve ser preparado de acordo com o protocolo abaixo:

1. Gel médio de agarose para RNA:

1,04 g de Agarose.

104 mL de tampao MOPS 10X.

88 mL de Agua DEPC.

Levar a um equipamento de micro-ondas para homogeneizar (até ferver) e, apos

esfriar, adicionar 5,6 mL de formaldeido.
2. Gel pequeno de agarose para RNA:

0,31 g de Agarose.

3,12 mL de MOPS 10X.

264 mL de Agua DEPC.

Levar a um equipamento de micro-ondas para homogeneizar (até ferver) e, apos

esfriar, adicionar 1,68 mL de formaldeido.

Mistura (mix) para corrida eletroforética em gel desnaturante:

PARA UMA AMOSTRA “X” NOMERO DE AMOSTRAS

RNA tofal 2,75 ul
Tampao MOPS 10X 0,5uL
Formaldeido 1,75 uL
Formamida 5ulL
Volume final 10 uL

Colocar no minimo 1 ug de RNA total em tubos de 0,2 mL e adicionar o mix (vo-
lume final 10 uL). Agitar gentilmente o tubo, incubar por dez minutos a 60°C e, em
seguida, coloca-lo no gelo por cinco minutos.

Para cada amostra adicionar 1 uL de SybrGold, 2 puL de tampao de carregamento e
2 uL de Sacarose (40%). Realizar a corrida eletroforéticaa 100 V com tampao MOPS 1X
por, aproximadamente, 60 minutos.

A qualidade e a integridade do RNA total também podem ser analisadas utilizando o
equipamento Bioanalyzer (Agilent lechnologies). Apenas amostras com RNA total apre-
sentando RNA Integrity Number (RIN) maior ou igual a 8,0 devem ser utilizadas para as
analises de sequenciamento em larga escala (RNA-Seq).
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Preparo das solucoes utilizadas no gel desnaturante

1. Agua DEPC (Diethyl Pyrocarbonato)
DEPC 0,01% em H,0O milliQ
Para cada 1.000 mL de agua adicionar 100 uL de DEPC. Misturar a solu¢do no
agitador magnético com auxilio de uma barra magnética por no minimo 12 horas
a 37°C (ou overnight). Autoclavar, fazer aliquotas e guardar na geladeira até o mo-
mento do uso.

2. MOPS 10X
Para preparar 1 litro pesar:
41,2 g MOPS,
10,88 g Acetato de sodio (CH,COONa).
1.000 mL H,0 DEPC.
Em um béquer, misturar os reagentes com 800 mL de H,0 DEPC e agitar com uma
bailarina. Ajustar o pH para 7,0 com NaOH. Adicionar 10 mL de ED1A 0,5 M pH
8,0 e completar o volume para 1.000 mL. Filtrar a solu¢ao em filtro millipore 0,2 um
e armazené-la em um frasco ambar. Guardar o tampao na geladeira até o momento
do uso.

3. Etanol 73% (Alcool etilico)
Observar sempre qual é a porcentagem que consta no frasco. No dlcool etilico a do-
sagem por volume é 95%, portanto:
Ci.Vi = CEVf (volume final 100 mL a 75%).
95%.Vi=75%. 100 mL
95%. Vi =7500
Vi=7.500/95
Vi=789 mL
Colocar em uma proveta 78,9 mL de alcool etilico a 95% e completar o volume para
100 mL com agua auto clavada ou agua milliQ.

TECNICAS PARA ANALISE DE EXPRESSAO GENICA EM LARGA ESCALA

A analise de transcriptoma em larga escala tornou-se possivel, pela primeira vez,
com o advento das tecnologias de micro arranjos. Essas técnicas podem revelar os
genes que sao induzidos ou reprimidos quando uma célula ¢ sujeita a determinadas
condig¢oes biologicas ou ambientais. O crescente uso da andlise de transcriptoma ba-
seada em micro arranjos levou ao desenvolvimento de banco de dados on line e estes
dados estao disponibilizados para toda a comunidade cientifica, principalmente no
caso de estudos na area da genética humana. A medida que a qualidade dos dados de
transcriptomas melhora, os préprios transcriptomas passam a ser mais do que uma
lista de genes diferencialmente expressos. Sao também uma forma de impressao di-
gital que caracteriza uma classe de células de determinado organismo sob condicoes
especificas (COX et al., 2012).

A técnica de sequenciamento de alto desempenho ou Whole Iranscriptome Shotgun
Sequencing (RNA-seq) refere-se ao sequenciamento em massa do RNA e representa uma
importante ferramenta em estudos de genomica funcional. Com o advento desta tecno-
logia, tornou-se possivel a analise de todo o transcriptoma sem o conhecimento prévio
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das sequéncias e a identificacdo de genes que participam dos processos celulares e
fisiologicos envolvidos em caracteristicas de interesse econémico e, a0 mesmo tempo,
como esses genes interagem entre si dentro das redes biologicas que controlam esses
fenotipos.

Preparo de mRNA, bibliotecas de cDNA e sequenciamento
em larga escala

No caso do sequenciamento de RNA em larga escala utilizando a tecnologia da
Illumina, cada amostra, contendo de 1 a 4 ug de RNA total deve ser purificada de
acordo com o protocolo descrito por esta empresa, utilizando microesferas magnéti-
cas ligadas a oligos d | para separacdo do RNA ribossomico. O mRNA purificado tem
que ser fragmentado em tampao especifico (Illumina). A sintese da primeira fita de
cDNA deve ser realizada com a enzima Supercript Il (Invitrogen). Para a sintese da
segunda fita de cDNA, devem ser utilizadas as enzimas RNaseH e DNA Pol | forneci-
das no kit de preparo da biblioteca (Illumina).

As extremidades das moléculas sdo tratadas com as enzimas 14 DNA Polymerase e
Klenow DNA Polymerase (Illumina), para geracdo de extremidades abruptas. A extremi-
dade 3’ ¢ fosforilada com a enzima 14 PNK (lllumina) e a adenilacao na extremidade
3" é realizada com a enzima Klenow exo (Illumina). As moléculas sao entdo ligadas aos
adaptadores com uso da enzima 14 DNA Ligase (lllumina). As bibliotecas sdo purifica-
das e amplificadas (200pb +30 pb) por meio de PCR com primers especificos para os
adaptadores (Illumina).

Apo6s o término da SamplePrep, a qualidade das bibliotecas deve ser validada em um
equipamento Bioanalyser (Agilent lechnologies) usando o chip DNA 1000, com intuito de
verificar se o procedimento foi bem sucedido e se as amostras apresentam a maior parte
dos fragmentos proximos do tamanho de 260 pares de bases (pb).

A seguir, as bibliotecas sao quantificadas individualmente via PCR em lempo Real
(R1-qPCR), com o uso do Kit KAPA Library Quantification (KAPA Biosystems), o qual
possui seis amostras padroes de concentracoes (entre 20 a 0,0002 pM) e tamanho de
fragmento conhecido (452 pb) presentes no kit. A partir dos valores de Ct (threshold
cycle) dos padroes sao determinadas as concentracoes das amostras por meio de uma
regressdo linear. Depois de calculadas essas concentragoes, elas sao diluidas novamente
para uma concentracdo padronizada, combinadas e entdo inseridas na lamina de se-
quenciamento para a clusterizacao.

Neste caso, o sequenciamento do mRNA ¢ realizado com a tecnologia de sequen-
ciamento de nova geracao por meio do equipamento HiSeq2500 (1llumina — San Diego,
EUA), de acordo com as instrucoes do fabricante e ¢ utilizado o protocolo de pair-end
reads. Com uso do kit 1ruSeq PE Cluster Kit v3-cBot-HS (Illumina — San Diego, EUA), as
amostras sao ligadas a oligos complementares posicionados na superficie das canaletas
da lamina, e posteriormente amplificadas, resultando em clusters (agrupamentos) de
fragmentos iguais. A sequéncia dos agrupamentos deve ser determinada com uso do kit
IruSeq SBS kit v3-HS (Illumina — San Diego, EUA), (200 ciclos), conforme recomenda-
¢oes do fabricante. Cada canaleta contém seis amostras e cada amostra ¢ sequenciada
até gerar cerca de 10 milhoes de reads por biblioteca.



@ Uso de técnicas de biologia molecular em estudos de avaliagdo da resisténcia... Capitulo 5

Validacao dos resultados das analises de expressao génica obtidos
por RNAseq

Os niveis de expressao diferencial de transcritos especificos, identificados pelo se-

quenciamento de mRNA, podem ser validados por PCR quantitativo em tempo real
(R1-qPCR).

Sintese do DNA complementar (cDNA)

A fim de eliminar qualquer contaminagdo com DNA genomico, as amostras de RNA
total sdo submetidas ao tratamento com o kit DNAse | (Fermentas), seguindo as reco-
mendacoes do fabricante. Posteriormente, o RNA total é transcrito reversamente em
cDNA com o uso do kit SuperScript 111 First-Strand Syntesis SuperMix (Invitrogen), de acor-
do com as especificacdes do fabricante.

Desenho e otimizacao dos primers

Os primers para amplificacao dos transcritos previamente encontrados na analise de
RNA-Seq, podem ser desenhados com base na sequéncia completa do mRNA dos ge-
nes depositados no GenBank (HYPERLINK “http://www.ncbi.nlm nih.gov” www.ncbi.
nlm nih gov), utilizando o programa Primer3Plus (http:/www.bioinformaticsnl/cgi-
-bin/primer3plus/primer3plu.cgi). A qualidade das sequéncias dos primers pode ser
avaliada utilizando o programa NetPrimer (http://www.premierbiosoft.com/netprimer/
netprimer. html). A especificidade das sequéncias pode ser analisada com o uso da fer-
ramenta BLAS1 (http:/blast ncbi nlm nih. gov/).

Por meio da reacdo em cadeia de polimerase (PCR) ¢ realizada a otimiza¢ao dos
primers e sao estabelecidas as condicoes ideais de temperatura de ligacdo para cada par
de primers, por meio de gradientes de temperaturas. km seguida, o produto de PCR ¢é
submetido a eletroforese em gel de agarose a 1,5 % para analise do produto amplificado.

Calculo da eficiéncia de amplificacao (E) dos primers

Para calcular a eficiéncia de amplificacao dos primers, sao construidas curvas padrao
de diluicao em série de cDNA, utilizando amostras selecionadas aleatoriamente. A efici-
éncia é obtida utilizando a equacao determinada por Rasmussen (2001):

E= |]0 (-I/slope)]
Onde:
E: Eficiencia da amplificagdo do primer;
Slope: Valor dado para a inclinagdo da curva.

PCR quantitativa em tempo real

A metodologia da transcricao reversa, seguida da qPCR, permite a quantificacao rela-
tiva dos niveis de expressao génica entre os diferentes individuos ou tratamentos. Baseia-
se na deteccao e quantificacao de um marcador fluorescente, que serd o SYBER® Green
(Roche), cujo sinal esta em proporgao direta com a quantidade de produto amplificado em
uma reacdo. O SYBR® Green (Roche) se liga a fita dupla de cDNA e, ao sofrer excitacao lu-
minosa, emite fluorescéncia. Dessa maneira, com o acamulo de produto de PCR, a fluo-
rescéncia aumenta, indicando o numero de moléculas inicialmente presente na amostra.
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Para as reacoes de R1-PCR quantitativa em tempo real pode ser utilizado o Kit
LightCycler® 480 SYBER Green | Master (Roche) e o equipamento LightCycer® 480 Real-
Lime PCR System (Roche) na validacdo dos genes diferencialmente expressos nas ana-
lises de RNA-Seq. O volume final da reacdo de PCR ¢ de 10 pL e as reacoes sao prepa-
radas adicionando-se 2 pL de cDNA (na diluicao calculada), 5 puL de SYBER Green |
Master 2X (Roche) (composto por laqg DNA polymerase; tampao; dN'1Ps; fluorescencia
SYBER Green | e cloreto de magnésio); 04 uL de cada primer direto e reverso (10 pM/
pb) e 2.2 pL de agua livre de nucleases.

lodas as reagoes sao realizadas em duplicata com um controle negativo (sem cDNA)
e um calibrador (gene conhecido). Ao término da reacao de PCR, a curva de melting é
analisada para os genes estudados a fim de confirmar a especificidade dos primers. Os
resultados da expressao genica sao registrados como valores de Ct (Cycle threshold).

Quantificacao relativa da expressao génica

Para a normalizacdo dos dados gerados na R1-qPCR podem ser testados os genes
referéncia EEFIAL (eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1), RPL5 (ribosomal
protein L5) GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase), MRPS27 (mitochondrial
ribosomal protein S27) e AC1B (actin beta) para a quantificacdo da expressio dos genes
de interesse. A expressao relativa pode ser calculada pelo método comparativo descrito
por Pfaffl (2001), na qual essa expressao ¢ determinada pela razao:

t(gene a].VO) (Ct gene referencia — amostra)

bxpressao rEIatlva =R= W (Ct gene referencia — amostra)
Onde:

E: Eficiencia de amplificacao do primer

Ct (threshold cyde): O ciclo de PCR no qual foi detectado o aumento na fluorescéncia
reportada acima do sinal basal.

Os dados sao submetidos ao leste I (p<0,05) e as analises sao realizadas utilizando-

se 0 programa SAS (2004).

MARCADORES MOLECULARES, IDENTIFICACAO DE QTLS E SELECAO
GENOMICA

A maioria das caracteristicas de interesse economico na pecudria é controlada por
muitos genes de pequeno efeito individual, que estdo sujeitos a influéncias ambientais.
No entanto, alguns estudos ja sugeriram a ocorréncia de genes de efeitos maior para re-
sisténcia ao carrapato, que poderiam ser explorados no processo de selecao de animais
resistentes. Um destes genes foi identificado em bovinos da raca sintética Adaptur, pro-
duto do cruzamento entre Hereford e Shorthorn. De acordo com Frisch (1994), varios
anos de selecio demonstraram que o nimero médio de parasitas em animais com 0, 1
ou 2 copias do gene foi de 128, 36 e 7, respectivamente, demonstrando a potencialidade
da utilizacdo de genes de efeito maior.

As regides cromossomicas responsaveis por controlar as caracteristicas quantitati-
vas, geralmente de interesse econdmico, como a resisténcia a ectoparasitas, sao deno-
minados Quantitative Irait Loci (Q1Ls). Dessa forma, diversas pesquisas estao sendo
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direcionadas para buscar resultados de QI 'Ls e polimorfismos em genes relacionados a
essas caracteristicas. (BIEGELMEYER et al., 2012).

Diversos estudos (GASPARIN et al.,, 2007; REGITANO et al., 2006; MACHADO et
al., 2010; POR1O NEIOetal., 2010; POR1O NE1O et al., 2011b) buscaram identificar
QI Ls para resistencia ao carrapato em bovinos por meio de varredura do genoma com
marcadores microssatélites. Nesses trabalhos, foram detectados QILs nos cromosso-
mos 2, 3, 5,7, 10, 11, 14, 23 e 27.

Essas caracteristicas quantitativas podem ser identificadas por meio da construcao
de mapas genéticos, sendo que essa ¢ umas das aplicacoes imediatas dos resultados
obtidos em projetos de sequenciamento. Com a finalidade de identificar os genes res-
ponsaveis pelas diferencas nas caracteristicas fenotipicas em bovinos, polimorfismos
de base unica (Single Nucleotide Polymorphisms - SNP) estao sendo direcionados para
saturar os mapas de locos de caracteristicas quantitativas existentes. Dessa forma, com
o grande numero de marcadores moleculares utilizados, ¢ possivel rastrear os animais
portadores de alelos ou combinacdo de alelos favoraveis que aumentam a produgéo.
(SONSTEGARD; Van TASSEL, 2004; FURLAN et al., 2007).

Diversos estudos de associacdo genomica utilizando SNPs vem sendo conduzidos.
Um grande numero de polimorfismos de base tnica relacionados a caracteristica de
resisténcia ao R. microplus foi observado em diversos segmentos cromossémicos por
Barendse (2007). lurner et al. 2010) demonstraram a ocorréncia de uma baixa corre-
lacdo entre os efeitos dos alelos envolvidos com a caracteristica de produgao leiteira e a
contagem de carrapatos, indicando que uma selecdo por animais resistentes nao preju-
dicaria a producdo de leite do rebanho.

Outro gene de interesse € o IFFN-c, um dos genes mais relatados para a imunidade
inata e adaptativa contra infeccoes virais e intracelulares. Maryan et al. (2012) para
identificar o papel desse gene na resisténcia ao carrapato, utilizaram animais resistentes
e suscetiveis. Nove polimorfismos do tipo SNP foram identificados, trés deles foram
encontrados na regiao exonica. Uma das nove variantes ja havia sido relatada anterior-
mente (ss82716193) e confirmada em populagdo de gado paquistanés Sahiwal.

O mapeamento genético objetiva polimorfismos relacionados a regioes genéticas
de interesse, mesmo que o gene responsavel pela caracteristica desejavel nao seja co-
nhecido. Um dos tipos de marcadores moleculares mais polimorficos utilizados sao
os microssatélites, formados por uma sequéncia de até seis nucleotideos repetidos em
tandem.

Os genes do complexo maior de histocompatibilidade (bovine lymphocyte antigen -
BoLA), localizados no cromossomo 23, sdo associados a resisténcia dos hospedeiros.
Estes genes sao codificadores de glicoproteinas receptoras das células apresentadoras
de antigenos, onde se acoplam e apresentam peptideos antigénicos para os linfécitos
1, inciando a resposta imune. Por esse motivo, sdo os mais estudados do sistema imu-
nologico (I1ZARD, 2008). Desta forma, variacoes nos genes de diferentes classes deste
complexo influenciam, provavelmente, a capacidade imune dos animais. Entretanto,
para que os os mecanismos de resisténcia e desenvolvimento da resposta imunologica
sejam completamente elucidados ¢ necessario maior compreensao da expressao destes
genes (IAKESHIMA; AIDA, 2006).
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Acosta Rodriguez et al. (2005), identificaram associacoes entre a resisténcia ao car-
rapato em bovinos e os microssatélites DRB] e DRBP1 que estdo localizados no MHC.
Outras associacoes significativas com a carga de carrapatos foram encontradas com
marcadores microssatélites ou alelos de PCR-RFLP do gene BoLA-DRB3.2 (Martinez et
al,, 2006), DRBI e DBR3 (Untalan et al., 2007). Infelizmente comparacoes validas entre
esses estudos sao complicadas por diferencas na identificacao dos alelos dos marcado-
res microssatélites utilizados, bem como nas diferencas das bases genéticas das racas
bovinas utilizadas e das cepas de carrapato estudadas.

Cardoso et al. (2015) com o objetivo de identificar individuos Hereford e Bradford
com caracteristicas genéticas que os tornam menos suscetiveis ao carrapato, utiliza-
ram milhares de marcadores moleculares para identificar os bovinos mais resistentes
ao ectoparasita. Foi elaborada uma previsao de transmissdo de genes associados ao
mecanismo de resisténcia a partir de uma equacdo, que pode ser aplicada na selecao
de animais das mesmas racas. Segundo os autores, com essa equacdo de predicdo de
valores genéticos ¢ possivel a identificacdo de animais geneticamente mais resistentes
sem a necessidade de coletar informacoes sobre contagem de carrapato.

No melhoramento animal, as caracteristicas econdmicas de baixa herdabilidade sao
amparadas pela utilizacdo da genomica. As vantagens dessa ferramenta sao a maior
rapidez no processo de melhoramento genético e também mais precisio na escolha
de reprodutores que vao transmitir a genética desejada. As técnicas tradicionais de
selecdo geralmente precisam de duas ou trés geracoes de animais para surtirem efeito,
enquanto que essas novas tecnologias podem apresentar resultados bem mais rapidos,
encurtando o intervalo entre o numero de geracdes e tendo maiores avancos em cada
uma delas.
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