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REsSumMoO

Nos paises tropicais as infestacdes por ectoparasitas tém causado a reducdo na produtividade de
animais susceptiveis e um alto uso de defensivos agricolas. O uso de produtos quimicos, além do custo,
podem deixar residuos e contaminar a carne, o leite e 0 meio ambiente. A variagdo genética entre Bos
taurus e Bos indicus para resisténcia aos ectoparasitas juntamente com as técnicas da biologia molecular
podem tornar possivel o uso de marcadores associados a resisténcia como ferramenta auxiliar em
programas de seleg&o. Este estudo teve como objetivo identificar associa¢des de resisténcia a ectoparasitas
e alelos do gene BoLA-DRB3.2, em 177 animais F,, oriundos do cruzamento entre animais F; Gir:Holandés.
Verificou-se associacdo significativa entre o log da contagem de bernes com os alelos 31 (P<0,05), 42
(P<0,10) e 51 (P<0,05) e, também do log da contagem de carrapatos (P<0,10) com os alelos 10 e 42. A
identificacdo de marcadores genéticos podera tornar possivel a introgressdo destes genes em ragas leiteiras
especializadas e subsequente uso na selecdo assistida por marcadores, provendo maior eficiéncia
econdmica na producéo de leite.
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TITLE
ASSOCIATION OF BOLA-DRB3.2 GENE WITH RESISTANCE TO ECTOPARASITES IN BOVINES

ABSTRACT

In tropical countries ectoparasites burdens cause a reduction in the productivity of susceptible animals.
The use of chemical products, besides the cost, leaves residues that contaminate meat, milk and the
environment. The genetic variation between Bos taurus and Bos indicus for parasites resistance and the
current molecular biology techniques, make possible the use of associated genetic markers with resistance as
auxiliary tool in selection programs. This study aimed to identify association between ectoparasite resistance
and BoLA-DRB3.2 alleles in a F2 population derived from the crosses of Gyr x Holstein. A significant
association was detected between warbles log count with alleles 31 (P<0.05), 42 (P<0.10) and 51 (P<0.05).
Tick log count also showed a significant association with alleles 10 and 42 (P<0.1).The identification of these
genetic markers will make possible the introgression into specialized milk breeds and subsequent use for
marker-assisted selection, providing larger economical efficiency of milk production.
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INTRODUCAO

Nos paises tropicais, as infestaces por parasitas tém provocado, além da reducdo na produtividade, a
morte dos animais mais susceptiveis.

Os bovinos estdo constantemente ameacados por lesGes causadas por carrapatos e bernes que
passam um periodo no animal, favorecidas principalmente pelo seu ciclo evolutivo. Segundo Furlong et al.
(1996), a queda da producéo de leite por vaca pode ser de até 23%, quando a infestacdo média for de 105
carrapatos/vaca. Teodoro et al. (1998) estimaram perdas de 26% (529 kg) na producéo de leite por lactacido
guando compararam vacas holandesas PC, banhadas e ndo banhadas com carrapaticidas.

O combate a esses parasitas € normalmente realizado com o uso de produtos quimicos, os quais, na
grande maioria, deixam residuos na carne, no leite, e nas fezes, trazendo varios riscos para a saude humana
e/ou contaminando o meio ambiente. Assim, o melhoramento genético € uma alternativa que pode contribuir
para a sustentabilidade dos sistemas de producéo.

Dentre os fatores genéticos ligados a resisténcia, a variacdo existente esta baseada primariamente na
variabilidade da expressdo da resposta imune, cujas associacdes com polimorfismos do gene BoLA-DRB3.2
ja foram identificadas. Assim, objetivou-se, com este estudo, verificar a possivel existéncia de associacdes
entre os alelos do gene BoLA-DRB3.2 e a resisténcia a carrapatos e bernes.

MATERIAL E METODOS

Os animais experimentais, da geracdo F2, foram provenientes dos cruzamentos entre
animais F1 Gir:Holandés. Os animais F1 foram produzidos por meio do cruzamento entre
Holandés e Gir, usando técnicas de superovulagao e transferéncia de embriées (TE), produzindo-
se um total de 150 animais F1. Desses 150 individuos F1 (machos e fémeas), apenas 4 machos
foram escolhidos baseados no vigor para serem pais da nova geracdo de F2. Sessenta e oito
fémeas F1 foram acasaladas com quatro touros F1, constituindo quatro familias, evitando-se o
parentesco entre o reprodutor e as fémeas.

Amostras de sangue dos animais foram coletadas e enviadas para o Laboratério de Genética
Molecular da Embrapa Gado de Leite para extragdo de DNA e genotipagem para o gene BoLA-
DRB3.2 pela técnica de PCR-RFLP.

Utilizou-se a avaliacao absoluta para determinacao do nivel de resisténcia de cada um dos
177 animais F2, que foi feita pela contagem das fémeas de carrapatos que completaram seu ciclo
apoés a infestacdo artificial com ndmero conhecido de larvas. Dada a importancia da precisédo na
avaliacdo dessa resisténcia, foram feitas infestacfes artificiais por animal com 10.000 larvas cada,
e as contagens sendo feitas no dia modal de queda dos carrapatos, que, de acordo com a
literatura, ocorre no 21° dia apos a infestacéo.

As larvas foram preparadas no laboratério da 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 colar adaptado que foi colocado na regido cervical do animal, de modo que as
larvas pudessem atingir ambos os lados do corpo.

Os animais foram avaliados em grupos contemporaneos, na idade de 10 a 14 meses, em
torno de 20 a 30 animais por grupo e mantidos a pasto, desde a infestacdo até a contagem,
totalizando 21 dias. As infestagcbes foram feitas durante a primavera, verdo e outono,
possibilitando que alguns grupos fossem mensurados mais de uma vez.

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 9 horas, quando a maioria
dos carrapatos se desprendiam dos animais. Os mesmos animais foram mantidos sem
tratamentos para infestacdo por bernes, sendo realizada a contagem dos nddulos no mesmo
periodo que a contagem de carrapatos.

Nas andlises, foi utilizado o seguinte modelo
y=Xh+Za+Mm+?
em que y = vetor de registro do log da contagem +1; X e Z = matrizes incidéncia relativas aos
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efeitos fixos e aleatérios; e h, a, e ? = vetores de solucdes para os efeitos fixos, genético aditivo,
permanente de ambiente e residual, respectivamente. Ainda, m = vetor incluindo os efeitos fixos
de substituicdo génica para alelos do BoLA representados por coeficientes de regressdo e M =
matriz contendo 0, 1 ou 2, representando o numero de copias de determinado alelo presente em
cada individuo.

Os efeitos de ano-estacdo de contagem, grupo contemporéneo e sexo do animal foram
assumidos como fixos e os efeitos genético aditivo e residual foram assumidos como aleatorios,

tendo distribuicdo normal, médias iguais a zero e variancias sg e sg, respectivamente.

Todas as analises foram realizadas por meio do PROC MIXED do sistema SAS (SAS, 2000),
resultando em maior flexibilidade na modelagem ndo somente das médias, mas também das
(co)variancias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 encontram-se os efeitos médios da substituicdo dos alelos BoLA para as
caracteristicas de contagem de carrapatos e bernes, expressos em escala logaritimica. Os
resultados indicam associac¢des significativas entre o log da contagem de bernes com os alelos
BoLA-DRB3.2*31 (P<0,05), *42 (P<0,10) e *51 (P<0,05) e também do log da contagem de
carrapatos (P<0,10) com os alelos *10 e *42. Embora significativas ao nivel de 10%, a associagéo
observada entre os alelos 10 e 42 com o nivel de infestacdo de carrapatos indica um aumento da
carga parasitaria, ou seja, menor resisténcia a infestacdo por carrapatos quando esses alelos
estdo presentes nos animais. Isto sugere que a selecdo negativa (eliminacdo dos animais
portadores desses alelos) pode levar ao aumento da resisténcia aos carrapatos na populagédo. Da
mesma forma, os alelos 31 e 42 mostram uma associa¢do negativa com a carga parasitaria de
bernes, o que significa que o aumento da frequéncia desses alelos, por meio da selecdo dos
animais portadores destes, aumentaria a resisténcia a infestacdo aos bernes. Todavia, 0s
resultados, embora preliminares, indicam efeitos conflitantes em relacdo ao alelo 42, pois a
selecdo para se eliminar esse alelo da populacdo poderia levar ao aumento de resisténcia ao
carrapato, mas estaria eliminando animais que sdo mais resistentes a infestacdo com bernes.
Contudo outros alelos, 31 e 51 mostraram associa¢gfes com a infestacdo por bernes, e ndo com a
de carrapatos, podendo assim serem utilizados de forma ndo conflitantes na selecdo ou
eliminacdo dos individuos portadores destes alelos, em funcdo de estarem relacionados com o
aumento (alelo 51) ou diminuigcéo (alelo 31) da carga de bernes. Assim o conhecimento do efeito
da associacdo com as cargas parasitarias pode ser utilizado para se aumentar a resisténcia a
infestacdes nas populacdes. Possiveis explicacdes para essas associagdes, segundo Schleger et
al. (1976), sdo que os animais altamente resistentes mostram desgranulacdo de mastocitos e
acumulo de eosindfilos na lesdo, sendo o nivel de protecdo relacionado ao grau de hiperemia
seguida da infestacdo larval, ao numero de anastomose abaixo da glandula sebacea e a
concentracao e desgranulacéo de eosindfilos no local onde a larva esta aderida.

Por sua vez, Brossard (1976) mostrou aumento significativo na concentracdo de gamma-
globulina sérica apds a infestacdo. As imunoglobulinas, comumente chamadas de anticorpos, sao
produzidas pelos linfocitos B. Por sua vez, as moléculas da Classe II, onde h& predominancia do
loco DR, apresentam peptideos derivados a partir de patdgenos extracelulares que estimulam as
células CD4'T, as quais ativam os macrofagos e células B a gerarem respostas inflamatérias e
anticorpos. Deste modo, é razoavel supor que alguns dos alelos do BoLA estejam relacionados a
maior ativagdo dos anticorpos. Associacdes do BoLA com niveis baixos e altos de infestagéo
foram relatadas por Stear et al. (1989).

A selecéo direta para resisténcia a doencas é pouco efetiva, tanto pela baixa herdabilidade
dessas caracteristicas quanto pela dificuldade e/ou complexidade de sua mensuracao e avaliagao.
Deste modo, a aplicacdo da selecdo assistida por marcadores e de técnicas de manipulacao
usando genes do complexo BoLA podem auxiliar a selecdo para maior resisténcia a doencas,
tendo como conseqiiéncia indireta o aumento da producdo de leite em virtude das melhores
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condicdes gerais de saude dos animais. As associacfes nao sdo influenciadas pela
recombinacdo, esperando-se que os efeitos dos genes candidatos sejam estaveis através das
geracOes e, consequentemente, ndo necessitem ser reestabelecidos em cada geragao. Assim,
guando identificado e verificado o efeito de um gene candidato, este pode ser imediatamente
utilizado na sele¢éo assistida por marcadores, com resultados satisfatorios, como os encontrados
por Maillard et al. (2003), que observaram reducdo acentuada na prevaléncia de dermatofilose,
doenca causada pele bactéria Dermatophilus congolensis, ao selecionarem animais contra 0s
alelos 9 e 45 do BoLA-DRB3.2, em um rebanho Brahman, na Martinica.

As analises por meio do modelo misto indicaram que os efeitos fixos de ano-estacdo da
contagem e grupo estavam influenciando significativamente (P< 0,05) o log da contagem de
carrapatos e bernes, enquanto o sexo do animal ndo teve efeito sobre essas duas caracteristicas.
Neste estudo, na qual possiveis associacfes entre BoLA-DRB3.2 e as contagens de bernes e
carrapatos foram examinadas, confirmou-se o potencial desses alelos como marcadores para
caracteristicas associadas a saude animal; entretanto, os efeitos particulares dos alelos néo
devem ser considerados como conclusivos, principalmente em funcdo do tamanho da amostra. As
frequéncias dos alelos do gene BoLA-DRB3.2 para toda a populagéo (ragas parentais, F1 e F2),
calculadas por meio de contagem direta, foram relatadas por Machado et al. (2004).

CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos por este estudo, pode-se verificar o potencial do uso do
gene BOLA como marcador para caracteristicas relacionadas a saude animal; entretanto, os
efeitos particulares dos alelos ndo devem ser considerados como conclusivos, principalmente em
funcéo do tamanho da amostra.
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Tabela 1 — Efeito de substituicdo dos alelos BoLA e respectivos erros-padrdo (b + EP) para as

caracteristicas de log da contagem de bernes (LOG_BERNE) e de carrapatos
(LOG_CARRAPAT)

Alelos LOG_BERNE LOG_CARRAPATO
b EP b EP
3 -0,214 0,336 -0,165 0,272
5 0,286 0,355 -0,054 0,305
6 -1,035 0,631 -0,840 0,643
10 -0,054 0,787 1,251" 0,690
11 0,064 0,445 0,225 0,425
15 0,533 0,434 -0,134 0,369
16 0,431 0,347 -0,352 0,265
18 -0,047 0,567 -0,373 0,435
20 -0,165 0,313 -0,277 0,262
23 0,276 0,314 -0,018 0,256
27 0,431 0,322 -0,107 0,253
31 -1,068* 0,474 -0,665 0,433
35 -0,653 0,676 -0,623 0,672
42 -0,948" 0,520 0,974" 0,510
51 1,289+ 0,641 0,314 0,471

(P<0,10);*(P<0,05)
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