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Um dos maiores entraves na criagdo de ovinos éta akvaléncia de helmintos
gastrintestinais, dos quais o mais patogénicaléamonchus contortus. Técnicas de biologia
molecular permitem a identificacdo rapida e preaika espécies de helmintos e de
polimorfismos em genes relacionados a resisténargighelminticos, como a transversao T >
A na posicdo 200 no gene ¢Batubulina. Dessa maneira, 0 objetivo deste trabdtio
padronizar as técnicas de reacdo em cadeia dagram(PCR) para a genotipagem de larvas
individuais de helmintos obtidas de ovinos. Lamvdsctantes oriundas de coprocultura foram
destinadas a extracdo de DNA com fenol e cloroférmAi seguir, foi realizada nested-PCR
seguida por digestdo com enzima de restricdo (RFida a identificacdo da espécie, ou por
sistema de amplificacdo por mutacao refrataria (ARNdara a identificacdo do polimorfismo
génico. As PCR foram constituidas por 1X de tamp&juM de primer, 0,2 mM de dNTP,
1,5 mM de MgC e 1 U de Tag DNA polimerase em @D e 40 ciclos de amplificagdo. Na
primeira reacdo da nested-PCR, foram utilizadpt #e DNA (equivalente a 0,2 larva) e os
primers 5-TCGTTCTTCAGGAGGCAAGT-3' e 5-TGCAGACAGTGGAGCAAAC-3, a
55°C de anelamento. Na segunda reacéo, foi utlliZzad. do produto da primeira PCR e 0s
primers 5-GGAACAATGGACTCTGTTCG-3 e 5-GAATCGAAGGCAGGTCGT3, a
54°C de anelamento. O produto da nested-PCR fonetidbo a RFLP com 1 U desal por 3

h a 37°C. Na reacdo de ARMS, foi utilizado 0,5 poLpdloduto da segunda nested-PCR, os
primers externos 5-AAATAAGTCTCACCACCTGTAAAC-Z e 5'-
CCAGACATTGTGACAGACACTTCA-3 e 0,20 yM dos primers internos 5'-
CTGGTAGAGAACACCGATGAAACATA-3" (especifico para o elo A) e 5'-
CAGAGCTTCGTTGTCAATACGGA-3’ (alelo T), a 58°C de damento. Foi observado que
0 Haemonchus contortus apresentou padrao de bandas de 440, 185 e 147dmabases (pb)
apos RFLP. Apos ARMS, foi possivel identificar qaeehelmintos homozigotos para o alelo
A apresentaram padréo de bandas de 295 e 198 pbpasigotos para o alelo T, 296 e 146
pb e os heterozigotos AT, 296, 198 e 146 pb. Estadologia de genotipagem ir& permitir o
diagnostico do nivel de infeccdo de rebanhos ovpmrsH. contortus e a frequéncia de
polimorfimos génicos relacionados a resisténciatahelminticos.
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