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Frequencia alélica e genotipica do gene CzEst9
associado a resisténcia a piretréides em populacées
de Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Acari:
Ixodidae)
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Resumo:

Resumo: O currapato .‘\’,’aﬁ?u. ephalus (Boophilus) microplies (Canestrini, 1887) (Acari: Ixodidae) € uma das principais pragas dos

rebanhos bovinos no Brasil, causando grandes prejuizos econdmicos para os produtores. O uso incorreto e indiscriminado de
carrapaticidas em selecionado e disseminado gendtipos resistentes. A presenga de uma mutagiio no gene CzEs/9, que codifica para uma
carboxilesterase, tem sido ussociada i resisténcia a piretroides devido o uma atividade enzimédtica aumentada, Neste trabalho, 87 larvas de
R A(B.) nuicraplus, de 70 municipios distintos de Minas Gerais, foram genotipadas para o gene CzE59 por nieio du téenica de PCR-RFLP.
A digestao com a enzima LcoR 1, permitiv diferenciar o alelo mutante do selvagem, O alelo mutante (M), responsivel pelo fendtipo de
resisténeia. estava presente em 48% e o alelo selvagem (W) em 52% das cepas. Das cepas analisadus, 24% apresentaram gendtipo

homozigoto selvagem (W), considerudas sensiveis, 48% eram heterozigotos (H), com resisténcia moderada, ¢ 28% de homozigotos

mutantes (M). De acordo com estes dados, levando em consideragiio apenas o gene CzE519, esperi-se que encontremos no Estado de
Minas Gerais um perfil de resisténcia moderadu a piretrdides. Entretanto, ¢ necessdrio ressaltar que os mecanismos de resisténcia aos

carrapaticidas ainda ndo estio completamente elucidados, envolvendo diversas rotas metabilicas e enzimiticas, que também podem atuar

nu expressio da resistéoeia global, sendo necessdrias outras andlises,

Introducio

Q carraputo dos bovinos, Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1887) (Acari: Ixodidae), € um importante vetor de

agentes patogénicos que afetam o rebanho bovino e é responsivel por grandes prejuizos econdmicos para os criadores de gado, devido i

perda de peso dos animais, redugio da produgdo de carne e leite, danos 4o couro e gastos com produtos quimicos para combale i praga,

aumentando os custos de produgio. De acordo com dados do Ministério da Agricultura, os prejuizos econdmicos no Brasil podem che

a dois bilhdes anuais (Grisi et al, 2007)

Diversas formas de controle nio quimico @m sido pesquisadas como alternativa ao controle quimico, incluindo o rodizio e cultivo
de pastagens que dificultem a sobrevivéncia das fases de vida livre do carrapato, seleciio de racas bovinas menos sensiveis aos carrapatos,
uso de predadores naturais, fungos entomopatogénicos ¢ nematdides. Mas o controle quimico ulilizando carrapaticidas ainda € a principal
medida wtilizada no combate aos carrapatos, Essa forma de controle tem sido responsivel pela selecio e proliferagiio de gendtipos
resistentes em populages deste carrapato devido ao uso incorreto ¢ indiscriminado das poucas bases quimicas disponiveis (Freitas et al
2003). Virios mecanismos. como a modilicagio de sitios-alvo e sumento da detoxificagio metabdlica por esterases, oxidases e glutationa
S-transferases, sio atribuidos i resisténcia de carrapatos aos carrapaticidas (Bafli et al., 2007; Hernandez et al, 2002).

A origem genética desta resisténcia € estudada por diversos pesquisadores que a relacionam a uma série de mutagoes em genes
codificadores de diferentes grupos de enzimas, mutagoes em canais de sodio ete. Hernandez et al. (2002) relataram a substituigio de uma
guanina por uma adening no nucleotideo 1120 de um gene codificador de uma carboxilesterase em R, microplus, conhecida como
CzEs19. Esta mutagdo gera um sitio de reconhecimento para a enzima de restrigio EcoR 1. Este grupo observou que a substituigio deste
nucleotideo ocormia em uma freqiiéncia muito mais alta nas populagoes de R microplus que, em geral, apresentavam resisténeia

aumentada a piretrdides em comparagdo com as cepas que eram sensfveis. Acredita-se que a mutagiio neste gene seja responsivel por
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- O objetivo desse trabalhio foi genotipar, para o gene CzE59, §7 populagdes de larvas de R. microplus, provenientes de 70
municipios do Estado de Minas Gerais, ¢ analisar as frequéncias alélic

s pard tragur o perfil genotipico de resisténcia a piretréides dos
carrapitos 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 pressiio de seleciio para resisténcia aos carrapaticidas.

Material e Métodos

Para genotipar cada Jarva quanto 4 presenca da substituigiio da guanina pela adenina no gene CzEsf, o método descrito por
Hernandez et al. (2002) foi wilizado. Para isso. 0 DNA genfmico de 87 larvas de R, microplus, que estavam mantidas no Banco de
Larvas do Laboratorio de Parasitologin da Embrapa Gado de Leite a -80 °C, foi extraido de larvas individuais apOs maceragiio em 300 L
de Tampiio de Grinding (10 mM Tris-HCL, 60 mM NaCL 30 mM sucarose. 10 mM EDTA) em um microtuho de 1,5 mL, no qual
acrescentou-se 300 pl. de Tampdo de Lise (300 mM Tris-HCL, 40 mM SDS. 20 mM EDTA) e incubou-se no gelo por 15 minutos.
Decorrido este tempo, foram acrescentados 5 ul. de Proteinase K (20 mg/mL) e as amostras foram incubadas a 45°C por uma hora, Em
sequénciu, acrescentou-se um volume igual de fenol:cloroférmio:isoamil (24:24:1), misturou-se por pipetagem e centrifugou-se por 5
minutos a 17.000 x g. A fase superior foi transferida para um novo microtubo e foi acrescentado um volume igual de cloroformio:i

soamil
(24:1) e novamente, misturados por pipetagem, Em seguida as amostras foram centrifugadas por 5 minutos a 17.000 x g e a fase superior
foi transferida para outra microtubo de 2 ml., acrescentou-se entio 60 ul de NaCl 5 M ¢ 1500 L. de etanol para a precipitagio do DNA,
As amostras foram ineubadas o -20°C por no minimo 14 h e apés esse tempo foram centrifugadas por 30 minutos 4 17.000 x g. Apds a
centrifugagiio o sobrenadunte foi descartado, O pelete foi lavado com 100 JL de etanol 70%, centrifugado por 5 minutos, descartando-se
o sobrenadante em seguida. Apds secagem do pelete, ressuspendeu-se em 20 pl de dgua ¢ 0 DNA foi quantificado por meio de
espectrofotometria (Nanodrop, Thermo Fisher Scientific),

Para a amplificagio do DNA gendmico foi usado um par de primers, descrito Hernandez et al. (2002), para o gene CzEx9, Na
reacio de PCR foram utilizados 20 ng de DNA, 0.5 pM de cada primer e 1X de GoTag®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°
€ por I min com decréscimo de 1°C por ciclo e 72°C por 1 min, em seguida 30 ciclos de 95°C por | min, 60°C por | min e 72°C por |
min e, finalmente, extensiio final de 72°C por 7 min.

Foi realizada a digestao do produto da PCR com a enzima EcoR Ta 37°C por 3 h e submetido a eletroforese em gel de agarose a
1.5%. corado em solugio de brometo de etidio. Sendo possivel a obtenciio de trés pudrdes de bandas, O primeiro € representado por uma
bhanda nio digerida de 372 pb, representando o gendtipo homozigoto selvagem (W) para o gene CzEx9, considerado susceptivel wos
piretrdides. O segundo padrao & composto de duas bandas, uma de 300 e outra 72pb, representande o gendtipo homozigoto mutante (M),
considerado resistentes aos piretrdides, E, por fim, o terceira padriio, o gendtipo heterozigoto (H) contendo 1rés bandas: 372, 300 ¢ 72 ph,
que apresenta uma resisténcia moderada o essa base quimica,

As freqiiencias génicas e genotipicas da populagio foram calculadas e o equilibrio de Hardy-Weinberg foi avaliada pelo Teste 12
(Qui-Quadrado) considerando um nivel de significiincia de 3%.

Resultados e Discussao
Das 87 lurvas gcm.\lipudus para o gene CzEst9, o0 ulelo mutante estava presente em 48% e o alelo selvagem em 52%. Das cepas
analisadas. 24% apresentaram gendtipo homozigoto selvagem, consideradas, por este mélodo, sensiveis; 48% eram heterozigotos, com
resisténcia moderada; e 28% de homozigotos mutantes, resistentes. Este perfil difere do resultado encontrado por Guerreiro & Hemandez
(2002), nus cepas denominadas Coatzacoaleos (Cz), coletadus em um rancho préximo a Veracruz, no México, que apresentaram 62% de
homozigotos mutantes (M), 28% de heterozigotos (H) ¢ 8% de homozigotos selvagem (W) para os locos CzExY. As cepas Cz

apresentaram alta atividade hidrolitica de esterase CzEx9 ¢ uma elevada resisténcia a piretrdides em um bioensaio realizado por

Guerreiro & Hernandez (2002). Em cepas denominadas San Felipo (SF), que apresenturam buixa resisténcia pura piretrdides no
hioensaio, foi verificado o perfil de 5, 25 ¢ 69% de W, 1T ¢ M, respectivamente, oposto ao perfil das cepas Cz. De acordo com esles
dudos, espera-se que na populagio de larvas analisadas neste trubalho, cerca de 24% sejam altamente resistentes i piretrdides, 48%
apresentem resisténcia moderada e 28% sejum sensiveis a esta base guimica. Entretanto € necessirio ressaltar que os mecanismos de
resisténcia aos carrapaticidas ainda ¢ pouco conhecido, envolvendo diversas rotus metabélicas ¢ enzimdticas, Com isto, a relacio de
resisténcia ou susceptibilidade a uma determinadu base quimica depende de outros genes e sua expressio relativa. Levando em
consideragiio apenits o gene C2Esr9, fremte as cepas mexicanas, Cz e SF, esperu-se que o perfil de resisténcia a piretrdides dos carrapatos
no Estado de Minas Gerais seja intermediirio as duas situagdes, com um perfil de resisténcia moderada prevalecendo. Entretanto, posto
que a resisténcia é um processo complexo e envolve diversas enzimas e rotas metabdlicas, € provdvel que diversos outros genes
desempenhem importantes pupéis no perfil global de resisténcia as bases carvapaticidas disponiveis. Por isso, é importante desenvolver
metodologias moleculares para a detecgio desta e de outras mutagdes relacionadas 2 resisténcia a carrapaticidas para que se possa
combater eficientemente as populagoes resistentes as bases quimicas disponivets e prolongar a vida il dos principios ativos em uso.

A unilise estatistica das freqiiéncius observadas e esperadas para cada gendtipo ndio diferiram pelo teste de %2 ao nivel de

significincia de 3%. As frequéncias dos alelos mutante e selvagem encontradas foram semelhantes, mostrando que esses alelos estio bem

distribuidos na populagio,

. Conclusdes
Com as frequéncias alélicas e genotipicas encontradas, & possivel concluir que a populacio estudada encontra-se em equilibrio de

Hardy-Weinberg para o gene CzE09 no Estado de Minas Gerais,
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