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Resumo:

A Osteopontina (OPN) é uma proteina altamente fosforilada expressa em varios tecidos. Em camundongos que

expra

sarn RNA anti-senso para OPN, observa-se a falta de estruturas alveolares, levando a redugdo na sintese de
Beta aina e proteinas acidicas do soro do leite, além de serern deficientes em lactagdo. A associagdo deste gene com
caracteristicas de producdo de leite foi alvo de estudo em diversos trabalhos com bovinos. Um polimorfismo no intron
quatro do gene OPN foi associado ao aumento nos percentuais de proteina e de gordura no leite, Foram identificados
dois alelos: o alelo C, associado com o aumentp na porcentagem de proteina e gordura no leite € o alelo T, associado a
urm aumento na producdo de leite, A validacdo do gene OPN como marcador molecular para produgdo e percentual de
gordura e proteina no leite em animais Girolando € de grande contribuicéo para o melhoramento genético desta raga no
pals. Por Isso, o objetivo deste trabalho foi estimar as frequéncias alélicas e genotipicas do gene OPN e verificar se o

mesmo estd em Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) ern uma populacdo de animais Girolando, Para isso, 80 amostras
vacas filhas
destes touros foram coletadas, A extracdo do DNA fol felta utilizando o DNeasy® Biood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden,
Ale

de sémen de touros pertencentes ao Teste de Progénie da Raga Girolando e 347 amostras de sangue de

inha) sequindo as recomendagdes do fabricante e a quantificacdo feita por espectrofotometria (Nanodrop ND-
1000, Thermo Sclentific Inc,, Wilmington, DE, FUA), O genotipo dos animals fol determinado pela técnica de PCR-RFLP,
sendo que uma regido do gene OPN foi amplificada utilizando-se um par de primers descrito por Leonard et al, (2005).

0 produte da reaca

o de PCR foi digerido utilizando a enzima BsR 1 (New England Blolabs, Inc,) e dols padroes de
bandas foram obsarvados, caracterizando os dols diferentes alelos: o alelo T, identificado pela presenca de uma banda
ndo digerida de 290 pb e o alelo C, duas bandas (200 e 30 pb). A partir da ohservacdo de dois padrées (alelos CeT)
de bandas em gl de agarose 1,5% corado com Brometo de Etideo, o gendtipo fol estabelecido para cada animal, Para
calcular as frequéncias génicas e genotipicas e verificar se a populagdo estd em EWH foi utilizado o programa GENEPOP
web version 1.2, As frequéncias genotipicas foram 9% (CC), 40% (CT) & 51% (TT). 14 os alelos C e T apresentararn as

frequéncias de 28% e 72%, respectivamente. A andlise das frequéncias observadas e esperadas para cada genotipo

ndoy diferiram estatisticarmente ao nivel de significdncia de 5%, sugerindo que a populagdo, nestas condigies encontra-

=T EWH. No entanto, a alta frequéncia do alelo T pode Indicar que este estd se fixando nesta raga.
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Frequéncia alélica e genotipica do gene CzEst9
associado a resisténcia a piretroides em populacoes
de Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Acari:
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Resumo:

Resumo: O carrapato Rhipicephaius (Boophilus) microplus (Canestrini, 1887) (Acari: [xodidae) é uma das principais pragas dos

rebunhos bovinos no Brasil, causando grandes prejuizos econdmicos para os produtores. O uso incorreto ¢ indiscriminado de
carrapaticidas tem selecionado ¢ disseminado gendtipos resistentes. A presenga de uma mutagiio no gene CzE519, que codifica pard uma
carboxilesterase. tem sido associadi & resisténcia a piretrdides devido a uma atividade enzimdtica aumentada, Neste trabalho, 87 larvas de
R (B smeroplus, de 70 municipios distintos de Minas Gerais, foram genotipadas para o gene CzEst9 por meio da téenica de PCR-RELP.
A dig

o com a enzima EcoR 1, permitiu diferenciar o alelo mutante do selvagem. O alelo mutante (M), responsavel pelo fendtipo de
resisténcia, estava presente em 48% e o alelo selvagem (W) em 52% das cepas, Das cepas analisadas, 24% apresentaram gendtipo
homozigoto selvagem (W), consideradas sensiveis, 48% eram heterozigotos (H), com resisténcia moderada, e 28% de homozigotos

mutantes (M), De acordo com estes dados, levando em consideraciio apenas o gene CzESY, espera-se (ue encantremos no Estado de

Minas Gerais um perfil de resisténcia moderada a piretrdides, Entretanto, € necessirio ressaltar que os mecanismos de resisténcia aos

carrapaticidas ainda niio estiio completamente elucidados, envolvendo diversas rotas metabélicas e enzimdticas, que também podem atuar

i expressio da resisténeia global, sendo necessdrias outras andlises.

Introdugao
!i‘t.n'r.q'.ltn dos bovinas, Rhipicephalus (Boophilus) microples (Canestrini, 1887) (Acari: [xodidae), € um importante vetor de
agentes patogénicos que aletam o rebanhio bovino e é responsdvel por grandes prejuizos econdmicos para os criadores de gado, devido @
perda de peso dos animais, redugio da produgio de carne ¢ leite, danos ao couro e gastos com produtos gquimicos para combate a praga,
aumentando os custos de produgio. De acordo com dados do Ministério da Agricullura, os prejuizos econdmicos no Brasil podem chegar
i dois bilhdes anuais (Grisi et al, 2007).

Diversas formas de controle niio quimico 1€m sido pesquisadas como alternativa ao controle quimico, incluindo o rodizio ¢ cultivo

de pastagens que dificultem a sobrevivéncia das fases de vida livie do carrapato, selegiio de ragas bovinas menos sensiveis aos carrapatos,
uso de predadores naturais, fungos entomopatogénicos ¢ nematdides. Mas o controle quimico utilizando carrapaticidas ainda ¢ a principal

medida utilizada no combate aos carrapatos. Essa forma de controle tem sido responsdvel pela selegio e proliferagdo de gendtipos

resistentes em populages deste carrapato devido ao uso incorreto ¢ indiseriminado das poucas bases quimicas disponiveis (Freitas et al.
2003), Virios mecanismos, como a modificagio de sitios-alvo e aumento da detoxificagiio metabdlica por esterases, oxidases e glutationa
S-transferases. sio aribuidos i resisténcia de carrapatos aos carrapaticidas (Baffi et al,, 2007; Hernandez et al, 2002).

A origem genética desta resisténcia é estudada por diversos pesquisadores que a relacionam i uma série de mutagoes em genes
codificadores de diferentes grupos de enzimas, mutagdes em canais de sadio ete, Hernandez et al. (2002) relataram a substituicdo de uma
suaning por uma adenina no nucleotideo 1120 de um gene codificador de uma carboxilesterase em R, miicroplus, conhecida como

CzEs19, Esta mutagio gera um sitio de reconhecimento para a enzima de restrigio EcoR 1. Este g

1po obse

vou que a substitnigao deste
nucleotideo ocormia em uma fregiiéncia muito mais alta nas populuges de R microplus que, em geral, apresentavam resisténcia

aumentada o piretrdides em comparagio com as cepas que eram sensiveis. Acredita-se que o mutagiio neste gene seja responsdvel por
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O objetivo desse tabalho foi genotipar, para o gene CzE519, 87 populugdes de larvas de R, micropins, provenientes de 70
municipios do Estado de Minas Gerais, e analisar as frequéncias alélicas para tragar o perfil genotipico de resisténcia u piretrdides dos
carrapatos de bovinos no Estado, Desta forma, serd possivel auxiliar os produtores rurais por meio de programas de controle estratégicos
de R micropluy, promovendo a redugio da pressio de selecio para resisténcia aos carrapaticidas.

Material e Métodos

Para genotipar cada larva quanto & presenga da substituigio da guanina pela adenina no gene Czfy®, o método deserito por
Hernandez et al, (2002) foi utilizado. Para isso, 0 DNA gendmico de 87 larvas de R, microplus, que estavam mantidas no Banco de
Lurvas do Laboratério de Parasitologia da Embrapa Gado de Leite a -80 °C, foi extraido de larvas individuais apds maceragio em 300 plL
de Tampio de Grinding (10 mM Tris-HCL 60 mM NaCl, 30 mM sacarose. 10 mM EDTA) em um microtubo de 1,5 mL, no gual
acrescentov-se 300 pL de Tampdo de Lise (300 mM Tris-HCI, 40 mM SDS, 20 mM EDTA) ¢ incubou-se 1o gelo por 15 minutos.
Decorrido este tempo, foram acrescentados 5 pl. de Proteinase K (20 mg/mL) e as amostras foram incubadas a 45°C por uma hora, Em
sequencia, acrescentou-se um volume igual de fenol:cloroférmiozisoamil (24:24:1), misturou-se por pipetagem e centrifugou-se por 3

minutos a 17,000 x g. A fase superior foi transferida para um novo microtubo e foi acrescentado um volume igual de clorofdrmiozisoamil
(24:1) e, novamenie, misturados por pipetagem, Em seguida as amostras foram centrifugadas por 5 minutos a 17.000 x g e a fase superior
foi transferida para outro microtbo de 2 ml., acrescentou-se entao 60 pL de NaCl 5 M ¢ 1500 L de etanol para a precipitagio do DNA,
As amostras foram incubadas 4 -20°C por no minimo 14 h e apids esse tempo foram centrifugadas por 30 minutos u 17.000 x g. Apos a
centrifugagio o sobrenadante foi descartado. O pelete foi lavado com 100 pL de etanol 70%, centrifugado por 3 minutos, descartando-se
o sobrenadante em seguida. Apés secagem do pelete. ressuspendeu-se em 20 L de dgua ¢ o DNA foi quantificado por meio de
espectrofotometria (Nanodrop, Thermo Fisher Scientific).

Parw a amplificacdo do DNA gendmico foi usado um par de primers, descrito Hernandez et al, (2002), para o gene CzEst9. Na
reagiio de PCR foram utilizados 20 ng de DNA, 0.5 uM de cada primer e 1X de GoTaq®Green Master Mix (Promega), em volume final
de 20 pl. A PCR consistiu de uma desnaturagio prévia de 95°C por 5 min, seguida por 40 ciclos, sendo 10 ciclos de 95°C por 1 min, 70°
C por I min com decréscimo de 1°C por ciclo e 72°C por | min, em seguida 30 ciclos de 95°C por 1 min, 60°C por | min e 72°C por |
min e, finalmente, extensiio final de 72°C por 7 min,

Foi realizada a digestio do produto da PCR com u enzima EcoR 1a 37°C por 3 h e submetido a eletroforese em gel de agarose 4
15%. corado em solugilo de brometo de etidio. Sendo possivel a obtengdo de trés padrdes de bandas. O primeiro é representadao por uma
banda nio digerida de 372 pb, representando o gendtipo homozigoto selvagem (W) para o gene CzEs9, considerado susceptivel aos
piretrdides, O segundo padrio € composto de duas banda

. uma de 300 e outra 72pb, representando o gendtipo homozigoto mutante (M),
considerado resistentes aos piretrdides, E, por fim, o terceiro padrio, o gendtipo heterazigoto (H) contendo trés bandas: 372, 300 e 72 pb,
que apresenta nma resisténcia moderada a essa base quimica.

As freqiiéncias génicas e genotipicas da populagiio foram calculadas ¢ o equilibrio de Hardy-Weinberg foi avaliado pelo Teste 2
(Qui-Quadrado) considerando um nivel de significincia de 3%.

Resultados e Discussdo

Das 87 larvas genotipadas para o gene Cz/2519, o alelo mutante estava presente em 48% e o alelo selvagem em 52%. Das cepas
anulisadas, 24% apresentaram gendtipo homozigoto selvagem, consideradas, por este método, sensiveis; 48% eram heterozigotos, com
resisténcia moderada; e 289 de homozigotos mutantes, resistentes. Este perfil difere do resultado encontrado por Guerreiro & Hernandez
(2002), nas cepas denominadas Coatzacoalcos (Cz), coletadas em um rancho proximo a Veracruz, no México, que apresentaram 62% de
homozigotos mutantes (M), 28% de heterozigotos (H) ¢ 8% de homozigotos selvagem (W) para os locos CzEs9. As cepas Cz
apresentaram alta atividade hidrolitica de esterase CzEs9 e uma elevada resisténcia a piretrides em um bioensaio realizado por
Guerreiro & Hernandez (2002), Em cepas denominadas San Felipo (SF), que apresentaram baixa resisténcia para piretréides no
bioensaio, foi verificado o perfil de 5, 25 ¢ 69% de W, H e M, respectivamente, oposto ao perfil das cepas Cz. De acordo com estes

dados, espera-se que na populagio de larvas analisadas neste trabalho, cerca de 24% sejam altamente resistentes i piretroides, 48%

apresentem resisténcia moderada e 28% sejam sensiveis a esta base quimica. Entretanto € necessdrio ressaltar que os mecanismos de

resisténcin aos carapaticidas ainda é pouco conhecido, envolvendo diversas rotas metabdlicas e enzimdticas. Com isto, a relagio de
resistencia ou susceptibilidade a uma determinada base quimica depende de outros genes e sua expressio relativa, Levando em
consideragiio apenas o gene CzEs9, frente as cepas mexicanas, Cz ¢ SF, espera-se que o perfil de resisténcia a piretréides dos carrapatos
o Estado de Minas Gerais seja intermedidrio as duas situagdes, com um perfil de resisténcia moderada prevalecendo, Entretanto, posto
que o resisténcia @ um processo complexo e envolve diversas enzimas e rotas metabdlicas, € provivel que diversos outros genes

desempenhem importantes papéis no perfil global de resisténcia bs bases carrapaticidas disponiveis. Por isso, & importante desenvolver

metodologia

moleculares para o detecgio desta ¢ de outras mutagdes relacionadas 3 resisténcia a carvapaticidas para que se possa
combater eficientemente as populacoes resistentes is buses quimicas disponiveis e prolongar a vida dtil dos principios ativos em uso,

A anilise estatistica das frequiencias observadas e esperadas para cada gendtipo nio diferiram pelo teste de 72 a0 nivel de
significineia de 5%. As frequéncias dos alelos mutante e selvagem encontradas foram semelhantes, mostrando que esses alelos estido bem

distribuidos na populagcio,

i Conclusies
Com as frequéncias alélicas e genotipicas encontradas, € possivel concluir que a populacio estudada encontra-se em equilibrio de
19 no Estado de Minas Gerais,

Hardy-Weinberg para o gene €
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