e Desenvolvimento &%z,

Avaliacao da resiténcia de
hovinos de diferentes grupos
genéticos ao carrapato e a
habesiose




E ISSN 1677-891X
vepa Dezembro, 2006
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria

Embrapa Pecudria Sudeste
inistério da Agri Pecudria e A

Boletim de Pesquisa
e Desenvolvimento 9

Avaliacdo da resisténcia de
bovinos de diferentes
grupos genéticos ao
carrapato e a babesiose

Luciana Correia de Almeida Regitano
Marcia Cristina de Sena Oliveira
Mauricio Mello de Alencar

Minos Esperandio Carvalho

Rogério Andréo

Ingritt Carolina Moreira

Talita A. Néo

Waldomiro Barioni Jr.

Ana Mary da Silva

Sao Carlos, SP
2006



Embrapa Pecuéria Sudeste

Rod. Washington Luiz, km 234
Caixa Postal 339

Fone: (16) 3361-5611

Fax: (16) 3361-5754

Home page: www.cppse.embrapa.br
E-mail: sac@cppse.embrapa.br

Comité de Publicacdes da Unidade

Presidente: Alberto C. de Campos Bernardi

Secretério-Executivo: Edison Beno Pott

Membros: Carlos Eduardo da Silva Santos, Maria Cristina C. Brito,
Odo Primavesi, Sénia Borges de Alencar

Revisor de texto: Edison Beno Pott

Normalizag@o bibliogréfica: Sénia Borges de Alencar
Fotos da capa:

Editorag@o eletronica: Maria Cristina Campanelli Brito

12 edicdo on-line (2006)

Todos os direitos reservados.
A reproducao nao-autorizada desta publicacdo, no todo ou em parte,
constitui violagdo dos direitos autorais (Lei no 9.610).

Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicacéo - CIP
Embrapa Pecuéria Sudeste

Luciana Correia de Almeida Regitano

Avaliag@o da resisténcia de bovinos de diferentes grupos genéticos ao
carrapato e a babesiose/ Luciana Correia de Almeida Regitano [et al.] --
Sdo Carlos: Embrapa Pecuéria Sudeste, 2006.

48 p.; 21 cm. -- (Embrapa Pecudria Sudeste. Boletim de Pesquisa e
Desenvolvimento, 9).

ISSN: 1677-891X

1. Resisténcia - Grupos genéticos - Carrapatos - Babesiose I. . IV.
Titulo. V. Série.

CDD

© Embrapa 2006



Sumario

ST T AR o S MRE A ;e b e s By et 9
2. Material € Métodos ......cceviiiniiiiiiiiiiiiiiiie s enes 11
3. Resultados e DisCusSSa0 ...........cccocvvivviiiiiiiiiiniinennnn. 19
4. Consideracoes Finais ............cccoeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnnn, 37
B. Trabalhos publiCados .........icaises ors sssvsiaindines srnssbinonsnons 38
6. Treinamento de recursos humanos .....................c..... 41
7. Referéncias Bibliograficas ..............ccooovviiiiiiiiiiinnn, 42



Avaliacdao da resisténcia de
bovinos de diferentes grupos
genéticos ao carrapato e a
babesiose

Luciana Correia de Almeida Regitano
Marcia Cristina de Sena Oliveira
Mauricio Mello de Alencar

Minos Esperandio Carvalho

Rogério Andréo

Ingritt Carolina Moreira

Talita A. Néo

Waldomiro Barioni Jr.

Ana Mary da Silva

Resumo

O carrapato Boophilus microplus e as doencas por ele transmitidas
constituem algumas das principais causas de prejuizos para os criadores de
bovinos em éareas tropicais e em areas subtropicais do mundo, quer por sua
acao espoliativa, quer por sua atuagao como vetor de doencas, ou ainda
pelos custos econdmicos e ambientais do controle quimico. A variabilidade
genética de resisténcia ao carrapato tem sido verificada em diversos grupos
genéticos, o que demonstra que ha potencial para o melhoramento dessa
caracteristica nos bovinos. No presente projeto, oito marcadores
moleculares, situados préximos de genes do sistema imunolégico, foram
estudados em 708 fémeas pertencentes aos grupos genéticos Nelore (NI), %
Aberdeen-Angus + % Nelore (TA), %2 Canchim + % Nelore (RC) e %
Simental + % Nelore (TS), as quais foram avaliadas quanto a resisténcia ao
carrapato, sob infestacdo natural, de julho de 2003 a dezembro de 2004.
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Um subconjunto de animais foi também avaliado em quatro infestagoes
artificiais. Os efeitos de grupo genético nas taxas de infeccao por Babesia
bigemina foram investigados no animal e no carrapato. Quando se
consideraram as quatro infestacdes artificiais em conjunto, verificou-se que
os animais dos grupos genéticos TA e TS apresentaram maior percentagem
de recuperacdo, em comparacao aos animais NI, enquanto os animais RC
apresentaram taxa de recuperacado intermedidria, o que sugere maior
resisténcia ao carrapato dos animais NI, resisténcia intermediaria dos animais
RC, e menor resisténcia dos bovinos dos grupos TA e TS. A estimativa de
herdabilidade do nidmero de carrapatos (0,15), apesar de baixa, indica que
essa caracteristica apresenta alguma variacao genética, o que sugere a
possibilidade de progresso genético pela selecdo. A amplificagdo do DNA do
parasita pela seqUiéncia de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e PCR
“nested” (N-PCR) detectou que 100% dos animais (bezerras e vacas) foram
positivos para B. bigemina em todos os grupos genéticos estudados, o que
mostra que a maior resisténcia dos zebuinos as babesioses nado deve ser
interpretada como capacidade de se manterem livres ou com baixo nivel de
infeccdo. O fator que mais influenciou a presenca de babésias no sangue foi a
idade dos bovinos. Os marcadores proximos aos genes das interleucinas 2 e 4
exibiram associacdo com medidas de resisténcia aos carrapatos em animais
submetidos a infestacdo natural. Nenhuma andlise de associacao entre
gendtipo marcador e taxa de infeccao por B. bigemina pdde ser conduzida,
uma vez que nao houve variacdo na taxa de infeccao.



texto em ingles

Abstract

Ticks (Boophilus microplus) and tick-born diseases are some of the
major causes of economic losses in worldwide tropical and subtropical cattle
production. Losses may be attributed to spoliation and to disease
transmission, as well as to economic and environmental costs of chemical
control. Genetic variability for tick resistance has been described in several
bovine genetic groups, indicating the potentiality for genetic improvement of
this characteristic in cattle. In this project, eight molecular markers, located
close to genes of the immune system, were analyzed in 708 females from
four genetic groups: Nelore, %> Aberdeen Angus + % Nelore, 72 Canchim +
% Nelore and %2 Simmental + % Nelore. Tick resistance was evaluated
under natural infestation, from July 2003 to December 2004. A subset of
the animals were also evaluated under artificial infestation in four occasions.
Influence of genetic group in rates of Babesia bigemina infection was
investigated in animals and in ticks. When all four tick artificial infestations
were analyzed together, animals from the %2 Aberdeen Angus + ' Nelore
and %2 Simmental + %2 Nelore genetic groups had the highest recuperation
percentage, compared to Nelore. The %2 Canchim + % Nelore group had
intermediate recuperation percentage. From these results one can postulate
that Nelore cattle have the highest resistance, while RC have intermediate
resistance and TA and TS are more susceptible to ticks. Although heritability
estimates for number of ticks were low (0,15), these estimates indicate that
there is at least some genetic variation that would allow for genetic progress



under selection. Amplification of B. bigemina DNA by the combination of PCR
and N-PCR was positive in 100% of the animals (calves and cows), in all the
genetic groups analyzed, suggesting that the greater resistance of Zebu
animals to babesiosis can not be interpreted as an ability to keep themselves
free from or with low infection levels. Presence of parasites in bloodstream
was particularly affected by cattle age. Molecular markers close to the
genes for interleukins 2 and 4 were associated to measures of tick resistance
under natural infestations. Associations between molecular markers and B.
bigemina infection could not be investigated, since no variation for infection
rate was detected.
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1. INTRODUCAO

O carrapato Boophilus microplus e as doencas por ele
transmitidas constituem algumas das principais causas de
prejuizos para os criadores de bovinos em areas tropicais e em
areas subtropicais do mundo. Os danos produzidos por
carrapatos aos bovinos vao desde o efeito espoliativo
provocado pela hematofagia até as lesbes no couro e a
transmiss@o de doencas (Gonzales, 1993). A tristeza parasitéria
dos bovinos é uma hemoparasitose causada por duas espécies
do género Babesia (Starcovici, 1893), Babesia bovis e Babesia
bigemina, e uma rickéttsia, denominada Anaplasma marginale
(Theiler, 1912). As babesioses bovinas sao doencas
amplamente disseminadas em paises da América Latina, onde
sdo transmitidas exclusivamente pelo carrapato B. microplus
(Montenegro-James et al., 1995). No Brasil, apesar de nao
existirem dados que quantifiquem os prejuizos totais
resultantes dessas parasitoses, estima-se que eles sejam
substanciais, uma vez que, sé no Estado do Rio Grande do Sul,
as perdas anuais causadas apenas pelas babesioses foram
estimadas em US$ 99 milhdes (Madruga, 1984).

Segundo Kuttler (1981), os paises em desenvolvimento
sdo o0s mais atingidos por endemias de babesioses e de
infestacbes por carrapatos do género Boophilus. Esforgos
desses paises em importar animais de maior potencial genético
para a producao pecudria sao, invariavelmente, prejudicados
pela presenca endémica da babesiose bovina. A imunizacdao de
bovinos suscetiveis tem sido uma alternativa de controle das
babesioses, porém ela ndao impede, com freqUéncia, a
ocorréncia de perdas significativas. Além disso, métodos
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efetivos de controle desses hemoparasitas ainda ndo estdo
disponiveis (Palmer & McElwain, 1995). Com relacdo aos
carrapatos, um dos mais graves inconvenientes do controle
quimico é o desenvolvimento de resisténcia aos carrapaticidas.
Além disso, a inexisténcia de um plano nacional de controle do
carrapato e a extensao de sua distribuicdo no territério brasileiro
sao consideradas como obstaculos ao controle da tristeza
parasitaria dos bovinos por meio do combate ao vetor.

O aproveitamento da resisténcia natural dos bovinos aos
carrapatos e as doencas por ele transmitidas tem sido adotado
como método complementar aos métodos preventivos de
combate ao carrapato em dareas de clima tropical. Diferentes
niveis de resisténcia de bovinos ao B. microplus, tanto entre
racas como dentro de racas, tém sido verificados (Wharton et
al.,1970; Moraes et al., 1986; Oliveira et al., 1989; Gomes,
1992; Verissimo et al., 1997; Andrade et al., 1998; Andrade et
al., 2001). Este conhecimento torna-se importante alternativa
para a implantacdo de praticas de melhoramento dos rebanhos.

A identificacao de genes responséaveis pela resisténcia deve
contribuir para aumentar a eficiéncia da selecao. Com o
desenvolvimento das metodologias de andlise molecular, genes
para resisténcia tém sido identificados em espécies-modelo
(Kemp et al., 1997, Bishop et al., 2002). Alguns genes que
codificam componentes do sistema imunolégico, tais como
interleucinas, interferons e imunoglobulinas, tém potencial para
associacdo com resisténcia a parasitas.

Diante do exposto e considerando a inexisténcia de
dados precisos sobre os mecanismos envolvidos nas diferencas
entre racas e seus cruzamentos quanto a suscetibilidade a esses
parasitas, este projeto foi executado tendo por objetivos:
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e Verificar a resisténcia de novilhas e de vacas cruzadas
Canchim x Nelore, Aberdeen Angus x Nelore e Simental x
Nelore ao carrapato B. microplus, em comparacao com
animais da raca Nelore.

e Verificar a taxa de infeccao por B. bigemina em fémeas da
raca Nelore e em animais dos cruzamentos citados.

e Verificar a ocorréncia de variacdo nas taxas de infec¢cao por
B. bigemina em teledginas de B. microplus nos grupos
genéticos citados, utilizando técnica de amplificacdo de
DNA.

e Identificar regides gendmicas associadas a resisténcia do
hospedeiro aos carrapatos e a B. bigemina nos diversos
grupos genéticos, em infestacées naturais.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Avaliacdo da variabilidade genética dos quatro
grupos genéticos quanto as caracteristicas de resisténcia ao
carrapato

2.1.1. Taxa de infestacdo por Boophilus microplus sob
condicdoes naturais. Os dados utilizados neste experimento
foram obtidos na Fazenda Canchim, da Embrapa Pecuéria
Sudeste, em Sao Carlos, SP.

Cada animal avaliado foi submetido a contagens (de uma
a dez) dos ectoparasitas, entre julho de 2003 e dezembro de
2004, em 708 fémeas dos grupos genéticos Nelore (NI),
Canchim x Nelore (RC), Aberdeen Angus x Nelore (TA) e
Simental x Nelore (TS), infestadas naturalmente. Esses animais
foram mantidos em quatro lotes de manejo, em regime de
pastagens, recebendo cuidados sanitarios de acordo com a
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rotina na Fazenda Canchim, mas sem controle de ectoparasitas
em nenhum momento durante o periodo do experimento.
Foram contadas as teledginas de carrapato de tamanho > 4,5
mm de didmetro, em um lado do corpo do animal (Utech et al.,
1978). Para efetuar essas avaliacoes, os animais foram
restringidos em tronco de contencao.

Para realizacdo das andlises, primeiro procedeu-se a
transformacado dos dados de contagem em log10 (n + 1). As
estimativas dos componentes de varidncia, para obtencdo dos
parametros genéticos, foram obtidas empregando-se o método
da méxima verossimilhanca restrita, livre de derivadas,
utilizando-se o programa MTDFREML (Boldman et al., 1993),
por meio de andlise unicarater. O modelo utilizado incluiu os
efeitos fixos de grupo genético, ano—estacdo de contagem e
estadio fisiolégico (bezerra, novilha prenha, novilha vazia, vaca
primipara e vaca pluripara com e sem bezerro), além dos efeitos
aleatérios de animal (efeito genético aditivo direto) e de
ambiente permanente do animal (efeitos ndo genéticos
aditivos, decorrentes do préprio animal).

O mesmo conjunto de dados foi submetido a andlise pelo
método dos quadrados minimos, em um modelo que incluiu os
efeitos de grupo genético (GG), animal dentro de GG, ano-
estacdo (AE) e a interacdao GG x AE.

2.1.2. Taxa de infestacdo por Boophilus microplus sob
condicoes artificiais. O experimento foi realizado na Fazenda
Canchim, da Embrapa Pecuéaria Sudeste. Foram utilizadas
fémeas NI (n = 16), RC (n = 18), TA(n = 16) e TS (h = 16),
mantidas em pastagem de Brachiaria decumbens. As fémeas
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utilizadas neste experimento possuiam, em média, 16,5 meses
de idade, e nasceram entre agosto e novembro de 2003.

Os animais foram infestados artificialmente em quatro
ocasioes, em intervalos de 14 dias uma da outra. As larvas
foram obtidas por meio de incubacdao de teledginas em
condicoes de demanda biolégica de oxigénio (BOD) em
temperatura de 27 + 1°C e umidade relativa de 85% a 86%.
Cada animal recebeu cerca de 20.000 larvas de carrapato com
idade entre 15 e 20 dias. As infestacbes foram feitas
colocando-se as larvas no dorso de cada animal. A primeira
infestacdo ocorreu em 13/01/2005 e a ultima, em 24/02/2005.
Do 192 ao 23¢ dia apds cada infestacdo, foram realizadas cinco
contagens de teledginas semi-ingurgitadas (= 4,5 mm) do lado
esquerdo de cada animal. Os animais ndo receberam nenhum
tipo de tratamento carrapaticida durante o periodo de
avaliacao.

Os dados foram analisados em termos de percentagem de
recuperacdo ou de retorno, ou seja, percentagem de carrapatos
contados em relacao ao total infestado, representada por Pij =
400.Cij/20.000, em que 400 é o fator usado para percentagem
(100), razdo de sexo do carrapato (1:1 de machos e fémeas) e
um lado do animal, e Cij = somatério em k de Cjk, em que j é o
numero da infestacédo (j = 1, ..., 4) e k € o nUmero da contagem
(k = 1, ..., B) do animal i, dentro de cada infestacdo. Na anélise
estatistica dos dados, o fator Pij foi transformado por raiz
quarta de Pij, conforme relatado por Oliveira & Alencar (1987).
A andlise de variancia da caracteristica transformada (raiz
quarta de Pij) foi feita pelo método dos quadrados minimos,
cujo modelo estatistico incluiu os efeitos de grupo genético

13
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(GG), animal dentro de GG (erro a), infestacao (l) e interacao GG
x |, além do residuo (erro b). Foi feita também a analise de Yi =
somatério em i de Pij transformado, utilizando-se um modelo
que incluiu apenas o efeito fixo de grupo genético. Os
resultados foram expressos também em termos de percentagem
de mortalidade de carrapatos, subtraindo-se a percentagem de
recuperacao de 100.

2.2. Andlise do efeito de fatores genéticos e ambientais sobre
as taxas de infeccdo por Babesia bigemina

2.2.1. Taxa de infeccdo dos bovinos por Babesia
bigemina. Foram obtidas amostras de sangue de 15 vacas e de
15 bezerras, de cada um dos grupos genéticos estudados. Estas
amostras foram utilizadas para confeccdo de esfregacos de
sangue, para determinacao do volume globular e para extracao
de DNA. Os esfregacos de sangue foram fixados com metanol
e, posteriormente, corados com Giemsa e examinados em
microscépio o6ptico com aumento de 1000 vezes. Todas as
amostras de DNA foram submetidas a amplificacao pela técnica
da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e “nested” PCR (N-
PCR), utilizando primers especificos para B. bigemina,
designados por Figueroa et al. (1993), segundo técnica descrita
por Oliveira et al. (2005). O teste exato de Fisher foi utilizado
para comparar os dados de exame de esfregacos sanglineos
com os de N-PCR do sangue, empregando-se nos testes o
procedimento FREQ do sistema de anédlises estatisticas SAS
(SAS, 1996).
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2.2.2. Taxa de infeccao dos carrapatos por Babesia
bigemina. De cada bovino, foram colhidas até dez fémeas
adultas (didametro superior a 4,5 mm) de B. microplus, que
foram colocadas em placas escavadas de polietileno,
individualmente, e incubadas em BOD em temperatura de 27 =+
1°C e umidade superior a 70% por 15 dias, para postura. Apds
esse periodo, as teledginas foram examinadas, individualmente,
para a pesquisa de babésias na hemolinfa. Para esse fim,
amostras de hemolinfa foram obtidas por meio da seccao de
uma das patas; essas amostras foram recolhidas em laminas de
vidro, fixadas com metanol, coradas com Giemsa e examinadas
em microscoépio (aumento de 1000 vezes). Apds esse processo,
as teledginas foram submetidas a extracao de DNA. As reacdes
de PCR e N-PCR da B. bigemina foram feitas com a mesma
técnica desenvolvida para as amostras de sangue.

2.2.3. Anadlise de variaveis reprodutivas das teledginas.
Aliguotas com cerca de 100 ovos de cada fémea de carrapato
foram colocadas em envelopes de papel e novamente incubadas
em BOD por 40 dias, para verificacdo da taxa de eclosdo das
larvas. Para leitura, os envelopes foram imersos em 4&lcool
etilico, para imobilizacao das larvas. A contagem de larvas e de
ovos foi feita com o auxilio de lupa.

A taxa de eclosdao foi obtida dividindo-se o numero de
larvas contadas pelo nimero de ovos integros mais o nimero de
larvas, multiplicando-se o resultado por 100.

15
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2.3. Anadlise de marcadores moleculares

Amostras de DNA dos bovinos avaliados para contagem
de carrapato e de todos os pais disponiveis por ocasido do
experimento foram extraidas de sangue ou de sémen, utilizando
os procedimentos descritos em Regitano (2001).
Oito marcadores foram selecionados com base na sua posicéo,
proximos aos genes IFNG, TNFoa, IgG, interleucina 2 e
interleucina 4, conforme apresentado na Tabela 1.
Os primers diretos de cada loco foram marcados com
fluorocromo, de forma a permitir a visualizacdo dos produtos de
amplificacdo no sequenciador ABI Prism 3100 Avant (Applied
Biosystems). Os padroes de amplificacdo foram analisados
pelos softwares Genescan® e Genotyper® (Applied Biosystems),
definindo-se o padrao de migracdao de cada alelo. As
freqliéncias alélicas foram estimadas por contagem direta.

Para as andlises de associacdo entre marcadores e de
resisténcia ao carrapato, as médias de valores de contagem de
carrapatos de cada animal em condicdes de infestacao natural,
transformadas por log de x + 1 e ajustadas para os efeitos fixos
de estado fisiolégico e ano—estacdo da contagem, foram
utilizadas em analises de variancia pelo método dos quadrados
minimos, em modelo que considerou os efeitos fixos de touro,
o numero de contagens e o gendtipo marcador. Estas analises
foram realizadas para cada marcador e para cada grupo genético
separadamente, uma vez que as frequéncias alélicas dos
marcadores variaram entre grupos genéticos e que, em cada
grupo genético, diferentes genétipos precisaram ser excluidos
da anélise em virtude de sua baixa freqiéncia (<4 animais).
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Apenas médias de sete ou mais contagens ao longo do tempo
no mesmo animal foram consideradas. Os genétipos dos oito
marcadores moleculares foram utilizados para confirmar as
informacdes de paternidade dos animais gerados por
inseminacdo artificial ou para determinar a paternidade, no caso
de cobertura natural (NI e RC). Somente animais com
paternidade conhecida foram incluidos nesta andlise.

Andlise semelhante foi realizada utilizando como variavel de
resposta o valor genético estimado para contagem de
carrapato, descrito no item 2.1.1, considerando no modelo os
efeitos de pai e de gendtipo marcador.

17



Tabela 1. Descricido dos marcadores analisados, indicando o cromossomo a que pertence o
(BTA), gene candidato a que estd ligado, posicao relativa no cromossomo em m
centimorgans (cM) do gene candidato e do marcador, seqléncia dos iniciadores g

=]
utilizados na PCR e marcacado fluorescente. 8
Posigio (cM : o e
BTA Geaoaaiilo Gleld) Marcador - posicdo (M)~ Seqiiéncia dos iniciadores (5'- 3°) Marcagio
Interferon gama (IFNG) 51,20 BLA - 52.40 F- AAATTTTTCATCCTTCTTTCTGAC Hex
’ R- TCACCCTGACTGTGAATGC
BTAS
F- GCCTGCATGTGTCTGTGG
BMSIEIT-3630 ¢ 7e1GTGTCGGAATACCCTCC n
F- GAGCAAGGGAATTCAGTGGAGC

& Interleucina 4 (IL4) 20 BBl 220 R- TGTATTTTACATICAGGTCTGTGATCC 1

1L4-32.04 F- GTGCTGGACATCTGCAAGTG H {
: R- ACATTCAGGTCTGTGATCCATG i
F- GAGGATCTTGATTTTGATGTCC

L Immoglobulinas >70 i R- AGGGCCACTATGGTACTTCC iy
BMSEI0 315 F- ACTGCCATTCTGGTTTCTGC T

AeG ? R- TGAGCAACTAAACAACGACAGC

. F- GAGGCGTTCCAGACATTAGG
4 L

i et BUSMI-SINL  p.1acTrCACTTTTGCATOCE Hex

TNF 36,5 F- GGAGGGTTACAGTCCATGAGTTTG
i BoLA MHC class 1 36, Cig— s R- TCGCGATCCAACTCCTCCTGAAG Hs

81l

8 ojedeued oe soonguab sodnib sajualayip 8p SOUIAOQ 8P BIDJUISISAI Bp OBSEIRAY
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Infestacdes artificiais

A andlise de variancia da taxa de recuperacao
transformada (raiz quarta de Pij) mostrou efeitos significativos
(P < 0,01) de todas as fontes de variacdo incluidas no modelo,
ou seja, do grupo genético (GG), da infestacdo (l) e da interacao
GG x I. O modelo estatistico explicou 86,8% da variacdo na
caracteristica. Na Figura 1, sao apresentadas as médias da
caracteristica para cada grupo genético e para cada infestacéo.
Observa-se que os animais TA e TS apresentaram maior taxa de
recuperacao em todas as quatro infestacdes. Nos animais NI e
RC, taxas de retorno semelhantes foram observadas nas duas
primeiras infestacdes, mas os animais NI tiveram menor taxa de
recuperacdo nas duas Uultimas infestacoes. As médias e os
erros-padrdo de cada grupo genético foram de 0,40 = 0,02%,
0,65 += 0,02%, 1,06 £ 0,02% e 1,01 £ 0,02%, em NI, RC, TA
e TS, respectivamente. Quanto a infestacdao, as médias
estimadas foram de 0,83%, 0,96%, 0,55% e 0,77% nas
infestacées 1, 2, 3 e 4, respectivamente, observando-se queda
acentuada na taxa de recuperacao na terceira infestacdo, o que
também ocorreu com o0s grupos genéticos individualmente.
Como os animais permaneceram todo o periodo experimental
em pasto de B. decumbens, é possivel que infestacdes naturais
tenham ocorrido, causando confundimento entre infestacdes.
Quando a analise foi feita com a caracteristica Yi, o efeito de
grupo genético foi significativo (P < 0,01) e as médias
estimadas e o respectivo erro-padrdao foram de 1,60 = 0,28%
(NI), 2,59 = 0,27% (RC), 4,22 + 0,28% (TA) e 4,05 = 0,28%

19



20

Avaliacdo da resisténcia de bovinos de diferentes grupos genéticos ao carrapato e
a babesiose

(TS), o que mostra que os animais TA e TS foram menos
resistentes a infestacao, os animais NI foram mais resistentes a
infestacado e os animais RC apresentaram resisténcia
intermediaria.

Outros autores também verificaram diferencas entre
grupos genéticos quanto a taxa de recuperacdao em infestacoes
artificiais. Teodoro et al. (1984), estudando a resisténcia de
touros mesticos de leite, observaram diferencas entre os trés
“graus de sangue” considerados. Oliveira & Alencar (1987)
verificaram maior taxa de recuperacdao em animais da raca
Canchim, em comparacdo a animais da raca Nelore. Em
infestacGes naturais, outros autores (Lemos et al., 1985;
Oliveira et al., 1989) também observaram variacao nos graus de
infestacao em diferentes grupos genéticos.

% e rubatea e pviraadi

Figura 1. Percentagem de recuperacdo transformada por raiz
quarta, de acordo com o grupo genético (Aberdeen
Angus X Nelore - TA, Simental X Nelore - TS,

Canchim X Nelore - RC e Nelore — NI) e a infestacéo.
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Quando se considerou a média das taxas de retorno das
quatro infestacoes, observaram-se as taxas de mortalidade
apresentadas na Tabela 2. Verifica-se que em 100% dos
animais NI ocorreu mortalidade de carrapatos acima de 99%,
enquanto em 66,67% dos animais RC, em 31,25% dos animais
TA e em 43,75% dos animais TS houve mortalidade de
carrapatos nesta faixa. Cerca de 17% dos animais RC, 37,50%
dos animais TA e 18,75% dos animais TS foram incluidos na
faixa de 98,1% a 99,0% de mortalidade. Ao se considerar,
conforme Utech et al. (1978), citados por Oliveira & Alencar
(1987), as classes >98,0%, de 95,1% a 98,0%, de 90,0% a
95,0% e <90,0% como alta, moderada, baixa e muito baixa
resisténcia, respectivamente, observa-se que 100,00%,
83,33%, 68,75% e 62,50% dos animais NI, RC, TA e TS,
respectivamente, seriam considerados de alta resisténcia e o
restante, de moderada resisténcia. A maior percentagem de
animais RC na classe de alta resisténcia, em comparacao aos TA
e aos TS, era esperada, pois eles possuem, em média, maior
percentagem de zebu.

3.2. Infestacdes naturais

De uma a dez contagens do numero de fémeas de
carrapato (B. microplus) foram feitas no lado esquerdo do corpo
de fémeas bovinas dos grupos genéticos NI, RC, TA e TS, de
julho de 2003 a dezembro de 2004, totalizando 5.816
observacoes em 708 bovinos de seis estadios fisioldgicos.

As estimativas dos componentes de variancia, de
herdabilidade e de repetibilidade, obtidas pela andlise
unicarater, sdo apresentadas na Tabela 3.
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Tabela 2. Numero e percentagem de bovinos, de acordo com a
classe de mortalidade de carrapatos e o grupo

genético.
Classe de mortalidade'
Grupo >99,0% 08.1% 990% hi% B0% 96,1%  97,0% 95,1% 96,0%
genético’ N % N % N % Ne % N2 %
NI 16 100,00 . 5 - : : . - :
RC 12 6667 3 16,67 1 5,55 2 11,11 : :
TA 55 325 6 37,50 1 6,25 2 12,50 2 12,50
TS 1 4375 3 18,75 4 25,00 1 6,25 1 6,25

! Mortalidade obtida por subtracdo da média da taxa de recuperacdo das
quatro infestagoes de 100.

2NI, RC, TA e TS = Nelore, Canchim x Nelore, Aberdeen Angus x Nelore e
Simental x Nelore, respectivamente.

Tabela 3. Componentes de varidncia, herdabilidade e
repetibilidade do numero de carrapatos, obtidos pela
analise unicaréter.

Caracteristica A %, % % 2 c? e R

CART 0137, 0,000 = 0;775 16,912 " "0,15¢. 10,001k 1-=0:85/ 33 LOMS

0800 czp' o?, = componentes de variancia genéticos aditivos diretos, residual de
ambiente permanente (aditivo, decorrente do animal) e fenotipico total.

h? = herdabilidade.

c? = relacdo entre os componentes de ambiente permanente e fenotipico total.

R = repetibilidade.

CART = numero de carrapatos.
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A estimativa de herdabilidade do nimero de carrapatos
(0,15), apesar de baixa, indica que essa caracteristica apresenta
alguma variacao genética, o que sugere a possibilidade de
progresso genético pela selecao. O valor de herdabilidade
obtido neste trabalho é inferior aos valores de 0,35 e 0,37,
estimados por Mackinnon et al. (1991), com animais cruzados
Bos indicus x Bos taurus na Austrélia; aos valores de 0,28 e 0,38
obtidos por Conceicdo Jr. (1996), com animais cruzados de
Brahman, Hereford e Shorthorn e puros Brahman na Austrélia;
ao valor de 0,47 estimado por Cardoso et al. (1999), em animais
cruzados Nelore x Angus, no Brasil; e de 0,22, obtido por Fraga
et al. (2003), na raca Caracu, no Brasil. Entretanto, a estimativa
deste trabalho concorda com o valor de 0,16 relatado por
Conceicdao Jr. (1996), de animais Hereford x Shorthorn, na
Austrélia. A estimativa de repetibilidade (0,15) do nimero de
carrapatos é menor do que 0,29, valor observado por Fraga et
al. (2003), o que indica a necessidade de se fazer mais de uma
contagem por animal para se obter melhor avaliacdao do
fendtipo.

Nas analises em que se utilizou o método dos quadrados
minimos, todas as fontes de variacdo incluidas no modelo
(grupo genético — GG, animal dentro de GG, ano-estacdo — AE e
interacdo GG x AE) influenciaram (P > 0,01) a caracteristica
estudada.

As médias ndo transformadas de cada grupo genético por
ano—estacdo de contagem sao apresentadas na Figura 2. As
diferencas entre grupos genéticos foram dependentes de ano—
estacdo de contagem. Durante os periodos de grande
infestacao, as diferencas entre grupos genéticos se tornaram
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mais proeminentes, e animais com maior proporcdo de Bos
indicus (NI e RC) foram menos infestados do que os com maior
proporcdo de Bos taurus (TA e TS).

—aTA —e—RC ~—a— NI —>—TS

Média de nimero de carrapatos

2003/3 2003/4 2004/1 2004/2 2004/3 2004/4
inverno primavera  verao outono inverno  primavera

Ano/Estagao

Figura 2. Médias dos grupos genéticos (Nelore — NI, Canchim x
Nelore — RC, Aberdeen Angus x Nelore — TA e
Simental x Nelore — TS) x ano—estacdo de contagem
de carrapato (Boophilus microplus).

3.3. Efeito de fatores genéticos e ambientais sobre as taxas de
infeccdo por Babesia bigemina

3.3.1 Taxa de infeccido dos bovinos por Babesia
bigemina

O grupo genético dos animais nao influenciou a
deteccdo de merozoitos de B. bigemina por meio do exame
direto de esfregacos de sangue. A andlise microscépica dos
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esfregacos de sangue periférico dos bovinos permitiu a
deteccao de babésias somente em esfregacos de bezerras
(quatro animais da raca Nelore e dois cruzados Aberdeen Angus
x Nelore), enquanto nenhuma vaca foi detectada como
positiva. Essa diferenca entre bezerras e vacas foi
estatisticamente significativa (P<0,01). Todas as bezerras
apresentaram parasitemia menor do que 0,1%. A regidao de Sao
Carlos, foi anteriormente caracterizada como de estabilidade
endémica para as babesioses (Oliveira et al., 2005; Oliveira-
Sequeira, 2005). De acordo com Mahoney & Ross (1972), em
regioes em que a babesiose é endémica, a incidéncia de
parasitemia varia de zero ao nascimento dos animais e chega ao
maximo entre seis meses e dois anos, quando declina
fortemente. As bezerras analisadas neste experimento
apresentavam cerca de 12 meses de idade e, em decorréncia da
infeccdo a que foram constantemente submetidas desde o
nascimento, j& apresentavam forte resisténcia. Mesmo os
animais com parasitemia patente, ndo mostraram sinais clinicos
de babesioses ou de alteracdes graves do hematdcrito. Além
disso, deve-se considerar que, em todas as bezerras foi
detectada parasitemia muito baixa e apenas B. bigemina, o
protozoario que causa anemia hemolitica menos grave
(Mahoney & Ross, 1972; Kakoma & Melhorn, 1994), estava
presente nos exames diretos.

A PCR foi capaz de detectar 51 bezerras infectadas por
B. bigemina, enquanto entre as vacas apenas nove foram
positivas a essa primeira reacdao. A amplificacao do DNA do
parasita pela seqiiéncia de PCR e N-PCR revelou que 100% dos
animais (bezerras e vacas) eram positivos para B. bigemina em
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todos os grupos genéticos estudados. Dados similares foram
encontrados em estudo de epidemiologia molecular com
animais mesticos leiteiros, em que foi verificado que tanto
vacas como bezerras apresentaram alta taxa de infeccdo por
babésias (Oliveira et al., 2005). Estes achados mostram que a
maior resisténcia dos zebuinos as babesioses ndo deve ser
interpretada como capacidade de se manterem livres ou com
baixo nivel de infeccdo. Desse modo, os prejuizos advindos do
estado de portador parecem afetar todas as racas estudadas.
Novamente, o fator que mais influenciou a presenca de
babésias no sangue dos animais foi a idade. Nas bezerras, foi
possivel detectar parasitemias por meio da reacdo de PCR
(primeira reacao) em todos os grupos genéticos estudados, fato
gue mostra que essa categoria apresenta maior disponibilidade
de DNA do parasita, quando comparada aos adultos. Este fato
confirma em parte a observacao feita por meio dos exames
diretos, em que somente nas bezerras foi detectada parasitemia
patente.

As médias dos valores de hematécrito nao diferiram
entre os grupos genéticos e foram de 38,6%, 39,6%, 39,9% e
40,2% nos animais Aberdeen Angus x Nelore, Simental x
Nelore, Nelore e Canchim x Nelore, respectivamente. Nao foram
observadas associacdes entre a presenca de hemoparasitas nos
exames diretos e os valores de hematdécrito. A maior parasitemia
dos bovinos positivos detectada por meio da PCR influenciou
os niveis de hematécrito desses animais; esses niveis foram
significativamente inferiores aqueles dos animais positivos
somente na N-PCR. A forte relacdo entre idade e parasitemia
por babésias foi verificada em animais mesticos leiteiros criados
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na mesma regiao de Sao Carlos (Oliveira-Sequeira et al., 2005).
A ocorréncia de babesioses clinicas em bezerros tem sido
freqlientemente descrita em diversas regidoes do Brasil (Kessler
et al., 1983; Madruga et al.???, 1986; Faria, 1995). Neste
experimento, as bezerras foram mantidas em pastos infestados
desde o nascimento, o que propiciou o desenvolvimento de
sélida imunidade. Esses animais sofreram infeccoes primarias
por babésias e desenvolveram parasitemia, até se estabelecerem
como portadores (Callow et al., 1986). Desse modo, durante os
primeiros meses de vida esses animais sofreram queda
acentuada no volume globular, que, porém, ainda nao havia se
restabelecido completamente. Apesar de os niveis de
hematécrito dos animais positivos na reacao de PCR serem
inferiores aos dos demais, estavam ainda dentro dos limites
considerados normais (Jain, 1993).

3.3.2. Taxa de infeccdo dos carrapatos por Babesia
bigemina

Esporocinetos de Babesia spp. foram encontrados
apenas em fémeas de carrapatos que se alimentaram em
bezerras (nove dentre 549), sendo quatro em Nelore, um em
Canchim x Nelore, um em Aberdeen Angus x Nelore e trés em
Simental x Nelore. A média do numero de esporocinetos por
campo microscépico foi de 1,7 (variando entre 3,3 e 0,13).

Por meio de N-PCR, foi possivel detectar nUmero
significativamente (P<0,01) maior de carrapatos infectados por
B. bigemina, tanto em vacas como em bezerras, de todos os
grupos genéticos. Porém, novamente foi verificada a forte
associacdo entre idade e taxa de infeccdo dos carrapatos. Do
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total de 549 amostras de DNA de fémeas adultas de carrapato
gue se alimentaram em bezerras e foram analisadas por meio da
N-PCR para B. bigemina, 24,4% (134) foram positivas. Dentre
as fémeas de carrapato que se alimentaram em vacas, apenas
9,4% (52) foram positivas ao exame de N-PCR. As andlises
estatisticas mostraram associacao significativa entre a taxa de
infeccdo e a idade, por grupo genético do hospedeiro. Quando
se desdobrou a andlise, verificou-se que as diferencas
observadas entre a taxa de infeccao por B. bigemina em
teleéginas que se alimentaram em vacas e em bezerras foram
significativas (P < 0,01). A ocorréncia de parasitemia patente
no hospedeiro vertebrado é um fator preponderante para a
ocorréncia de infeccao nas teleéginas (Mahoney & Ross, 1972;
Forero et al., 1986; Guglielmone et al., 1996; Melendez &
Forlano, 1996) e esta ligada a maior disponibilidade de
protozodrios no sangue de animais jovens nos sistemas em que
a doenca é endémica. A associacao entre a parasitemia do
hospedeiro e a infeccao dos carrapatos nao se restringe as
espécies de babésias parasitas de bovinos, ja que Yeruham et al.
(2001) encontraram esta mesma associagcao entre taxa de
infeccdo de teledginas por Ripicephalus bursa e parasitemia por
Babesia ovis.

As andlises ndao mostraram diferencas entre os grupos

genéticos.

3.3.3. Andlise da taxa de eclosdo das larvas de Boophilus
microplus

A andlise referente a taxa de eclosdo das larvas dos
carrapatos foi feita com os dados transformados em arcoseno
de x + 0,05. O modelo incluiu raca, idade, interacao raca x
idade, infeccao por carrapato, interacdao raca x infeccao por
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carrapato e interacao idade x infeccao por carrapato. As taxas
de eclosdo das larvas de B. microplus originarias de carrapatos
colhidos em vacas, foram de 46,7% nos carrapatos positivos e
64,8%, nas amostras de carrapatos negativos para B. bigemina.
Essa diferenca foi significativa (P < 0,01). Com ovos dos
carrapatos colhidos em bezerras, as taxas de eclosdao foram de
60,1% e de 66,9% nos positivos e nos negativos para B.
bigemina, respectivamente, valores que nao diferiram entre si (P
> 0,05). De acordo com Hodgson (1992), os efeitos da
infeccao por babésias nos bovinos vao desde ligeira queda na
producdo de ovos até a morte da teledgina antes do término da
postura. Esses efeitos dependem, ainda, do grau de parasitemia
do bovino e da suscetibilidade da cepa de carrapato e da cepa
de babésia. Oliveira et al. (2005) encontraram efeito
significativo da infeccdo por babésias no hospedeiro
vertebrado, sobre a taxa de eclosdao de larvas de carrapatos
colhidos em bezerras mesticas leiteiras, em estudo desenvolvido
na mesma regidao deste experimento. A chamada tolerancia
adaptativa dos carrapatos a infeccOes naturais por babésias foi
descrita por varios autores (Gaido & Guglielmone, 1995;
Guglielmone et al.,, 1996; Cen-Aguilar et al., 1998), que
postularam que em condicGes naturais os carrapatos nao sao
afetados de forma significativa pela infeccdo pelos
protozoadrios.

As médias das taxas de eclosdo de larvas de B.
microplus, de acordo com o grupo genético e o resultado da N-
PCR para B. bigemina da fémea adulta de carrapatos, sao
mostradas na Tabela 4. As médias das taxas de eclosdo das
larvas nao diferiram entre as racas de bovinos e foram de 59%
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nos animais Aberdeen Angus x Nelore, de 62% nos Canchim x
Nelore, de 58% nos Simental x Nelore e de 67% nos animais
puros Nelore.

Tabela 4. Médias das taxas de eclosdo de larvas de Boophilus
microplus de acordo com o grupo genético e o
resultado da N-PCR para B. bigemina da fémea de

carrapato adulta.

Angus x Nelore Canchim x Nelore Simental x Nelore Nelore Total

Positivos 67,08 " 65,66* 72,86*" STH8E 6598
Negativos 52,88 * 40,0248 61,70°* 59,548 53,51
Total 59,99 52,79 67,28 58,73

Letras minusculas iguais na mesma coluna e letras mailsculas iguais na

mesma linha indicam diferengas nao significativas (p < 0,05).

3.4. Andlise de marcadores moleculares

3.4.1. Distribuicdo de freqiiéncias. Todos os marcadores
analisados apresentaram polimorfismo e o numero de alelos por
loco variou de 3 (BMS670) a 19 (CYP21). As frequéncias dos
alelos dos oito marcadores analisados sdo apresentadas na
Tabela 5.

3.4.2. Associacdo entre genétipos marcadores e caracteristicas
de resisténcia. Os gendtipos dos marcadores IL4 e BOBT24
influenciaram significativamente (P < 0,05) as médias dos
valores transformados da contagem de carrapatos de cada
animal em condicdes de infestacao natural, ajustados para os
fatores nd@o genéticos, nos grupos genéticos NI, RC e TA
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(Tabela 6). Ja nas andlises em que o valor genético da
contagem de carrapato foi a varidvel de resposta, os marcadores
IL4 e BOBT24 influenciaram significativamente (P < 0,05) os
valores transformados apenas no grupo genético NI. Nessa
analise, o efeito de gendétipo do marcador BMS941 também foi
significativo (P > 0,05) nos grupos genéticos NI e TS.

Os marcadores BOBT24 e o microssatélite IL4 encontram-se no
cromossomo 7 dos bovinos (BTA7), em sintenia absoluta com o
gene da interleucina 4 (IL4), importante modulador da resposta
imunolégica. A interleucina 4 é uma citocina secretada por
linfocitos T CD4* especificos de resposta do tipo Th2,
envolvidos na proliferacdo e na diferenciacao de células B. A
expressdo dessas citocinas polariza a resposta imunolégica para
o tipo humoral, o tipo de resposta predominante em situacdes
de estresse por patdgenos extracelulares (Constant & Bottomly,
1997). A hipdétese da presenca de um gene importante para a
variacdo da contagem de carrapatos nessa regiao do genoma
dos bovinos é reforcada por resultados obtidos em trabalho
realizado por Gasparin et al. (2006a), em que um loco de caréater
guantitativo (QTL) altamente significativo (P < 0,01) foi
mapeado por analises de varredura do BTA7, em uma populacao
F, produzida pelo cruzamento de gado gir e holandés.

A associacao entre o marcador BMS941 e a resisténcia dos
animais aos carrapatos indica implicacdo da interleucina 2 (IL2)
na variacao fenotipica. A regidao do genoma de bovinos na qual
se encontra o gene da IL2 foi selecionada para o presente
estudo pelo papel que a citocina codificada por esse gene
parece exercer na resposta de hospedeiros aos parasitas, ja que
em diversos modelos de relacdo carrapato-hospedeiro observa-
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se a inibicdo da acdo dessa citocina, tanto no nivel de
expressao génica quanto no nivel protéico. Estudos recentes
de expressdo génica em animais Nelore (Nakata et al., 2006)
demonstraram a depressdo nos niveis de RNAm de IL2 em
animais expostos ao B. microplus. Desta forma, é possivel que
variacbes nesse gene confiram mecanismos de escape aos
processos desenvolvidos pelo parasita para bloquear a resposta
do hospedeiro.

Tabela 5. Freqiéncias alélicas e respectivos erros-padrao dos
oito microssatélites analisados nos grupos genéticos
Aberdeen Angus x Nelore (TA), Simental x Nelore
(TS), Canchim x Nelore (RC) e Nelore (NI).

Alelo (pb) TA (143) TS (142) RC (200) NI (213)
Freqiiéncia EP Freqiiéncia EP Freqiiéncia EP Fregiiéncia EP
L4 81 - - - 0,010 0,005 - -
83 - - 0,021 0,009 - - - -
85 0,087 0,017 0,155 0,021 0,060 0,012 -
87 - - 0,004 0,004 - - 0,002 0,002
89 0,133 0,020 0,183 0,023 0,253 0,022 0,307 0,022
91 0,063 0,014 0,028 0,010 0,128 0,017 0,123 0,016
93 0,545 0,029 0,317 0,028 0,283 0,023 0,205 0,020
95 0,004 0,003 0,004 0,004 0,003 0,002 - -
97 0,056 0,014 0,211 0,024 0,058 0,012 - -
99 0,004 0,003 0,011 0,006 0,003 0,002 0,014 0,006
101 - - 0,039 0,011 0,028 0,008 0,002 0,002
103 - - - - - - 0,005 0,003
105 0,108 0,018 0,028 0,010 0,178 0,019 0,342 0,023
BOBT24 133 - - - - 0,010 0,005 -
135 - - 0,021 0,009 - - - -
137 0,087 0,017 0,155 0,021 0,060 0,012 0,002 0,002
139 - - 0,004 0,004 - - - -
141 0,133 0,020 0,183 0,023 0,256 0,022 0,308 0,022
143 0,063 0,014 0,032 0,010 0,121 0,016 0,122 0,016
147 0,004 0,003 0,004 0,004 0,003 0,003 - -
148 0,545 0,029 0,310 0,027 0,294 0,023 0,204 0,020
149 0,056 0,014 0,215 0,024 0,028 0,008 - -
151 0,004 0,003 0,004 0,004 0,023 0,007 0,014 0,006

. - 0,046 0,012 0,028 0,008 0,002 0,002
Continua
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Tabela 5. Freqiiéncias alélicas e respectivos erros-padrdo dos
oito microssatélites analisados nos grupos genéticos
TA, TS, RC e NI (continuacéo ...)
157 - - - - - - 0,005 0,003
159 0,108 0,018 0,028 0,010 0,178 0,019 0,343 0,023
BMS1617 147 - - - - - - 0,005 0,003
149 0,297 0,027 0,110 0,019 0,084 0,014 0,014 0,006
153 - - 0,007 0,005 0,005 0,004 - -
157 - - - - - - 0,002 0,002
159 0,416 0,029 0,294 0,027 0,350 0,024 0,453 0,024
161 0,108 0,018 0,145 0,021 0,131 0,017 0,408 0,024
163 0,073 0,015 0,340 0,028 0,337 0,024 0,064 0,012
165 0,035 0,011 0,021 0,009 0,037 0,009 0,017 0,006
167 0,004 0,003 0,011 0,006 - - - -
169 0,045 0,012 0,039 0,011 0,017 0,007 0,024 0,007
171 0,021 0,008 0,032 0,010 0,039 0,010 0,014 0,006
BL4 133 - - - - 0,010 0,005 - -
143 0,101 0,018 0,127 0,020 0,146 0,018 0,228 0,020
147 0,063 0,014 0,102 0,018 0,043 0,010 0,007 0,004
150 0,385 0,029 0,377 0,029 0,503 0,025 0,751 0,021
153 0,004 0,003 0,014 0,007 0,033 0,009 0,002 0,002
155 0,434 0,029 0,335 0,028 0,209 0,020 0,009 0,005
159 0,007 0,005 0,046 0,012 0,043 0,010 - -
161 0,007 0,005 - - 0,015 0,006 0,002 0,002
ILSTS054 126 0,049 0,013 0,042 0,012 0,079 0,013 0,065 0,012
130 0,269 0,026 0,248 0,026 0,163 0,018 - -
134 0,063 0,014 0,196 0,024 0,167 0,019 0,140 0,017
136 0,311 0,027 0,150 0,021 0,266 0,022 0,273 0,022
138 0,252 0,026 0,266 0,026 0,254 0,022 0,444 0,024
140 “ = 0,004 0,004 0,030 0,008 < 2
142 0,049 0,013 0,091 0,017 0,042 0,010 0,075 0,013
144 0,007 0,005 0,004 0,004 - - 0,002 0,002
BMS670 119 0,004 0,003 0,021 0,009 0,409 0,025 0,826 0,018
121 0,997 0,003 0,979 0,009 0,584 0,025 0,174 0,018
123 - - - - 0,007 0,004 - -
BMS9%41 72 0,007 0,005 0,004 0,004 0,002 0,002 0,002 0,002
74 0,127 0,020 0,140 0,021 0,187 0,019 0,255 0,021
76 0,022 0,009 0,028 0,010 0,047 0,011 0,056 0,011
78 0,014 0,007 0,045 0,012 0,042 0,010 0,098 0,014
80 - - 0,014 0,007 0,027 0,008 - -
82 0,228 0,025 0,122 0,019 0,249 0,022 0,308 0,022
84 0,004 0,004 0,010 0,006 0,002 0,002 - -
86 0,069 0,015 0,063 0,014 0,065 0,012 0,107 0,015
88 0,065 0,015 0,017 0,008 0,032 0,009 0,028 0,008
90 0,018 0,008 0,007 0,005 0,030 0,009 0,005 0,003
92 0,007 0,005 - - - - 0,002 0,002
94 0,040 0,012 0,035 0,011 0,020 0,007 0,009 0,005
96 0,101 0,018 0,098 0,018 0,092 0,014 0,114 0,015
98 0,004 0,004 0,007 0,005 0,027 0,008 - -
100 0,004 0,004 0,150 0,021 0,117 0,016 0,005 0,003
102 0,268 0,026 0,049 0,013 0,037 0,009 0,005 0,003
104 0,007 0,005 0,094 0,017 0,010 0,005 - -
106 0,014 0,007 0,115 0,019 0,012 0,006 0,005 0,003
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Tabela 5. Frequéncias alélicas e respectivos erros-padrao dos
oito microssatélites analisados nos grupos genéticos
TA, TS, RC e NI (continuacéo ...)

Alelo (pb) TA (143) TS (142) RC (200) NI (213)

Fregiiéncia _EP Freqiiéncia _EP Fregiiéncia _EP Freqiiéncia EP

CYP21 182 e 5 0,004 0004 0,005 0,004 = £
184 0,010 0,006 4 = = - = 5

186 0,049 0,013 0215 0024 0153 0018 008 0013

188 0,147 0,021 0,187 0,023 0123 0016 0,132 0016

190 0,028 0,010 0092 0017 0063 0012 0097 0014

192 0,150 0,021 0,067 0015 0068 0013 0092 0014

194 0,038 0,011 0,007 0005 0015 0006 0042 0,010

196 0,010 0,006 0,042 0012 0030 0009 0005 0,003

198 0,178 0,023 0,088 0017 0118 0016 0101 0015

200 0,101 0,018 0,018 0,008 0030 0009 0019 0,007

202 0,035 0,011 0,018 0,008 0060 0012 0019 0,007

204 0,059 0,014 0,032 0010 0075 0013 0075 0013

206 0,017 0,008 0,137 0,020 0155 0018 0040 0,010

208 0,056 0,014 0,007 0,005 0015 0006 0106 0015

210 2 2 0,004 0,004 e = 0,002 0,002

212 0,007 0,005 0,004 0004 0033 0009 0012 0005

214 0,028 0,010 0,042 0012 0045 0010 0151 0017

216 0,014 0,007 0,007 0,005 0003 0002 0017 0,006

218 0,070 0,015 0,032 0,010 0,013 0,006 0,007 0,004
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Tabela 6. Meédias e erros-padrdao de contagem de carrapato,
ajustadas de acordo com o gendtipo dos marcadores
IL4 e BOBT24, nos grupos genéticos Nelore (NI),
Canchim x Nelore (RC) e Aberdeen Angus x Nelore
(TA).

NI RC TA
Genotipo Média EP Média EP Média EP
8189 2 - 0,502 0,254 - =
8593 : - 1203 0,131 - 5
8989 0,679 0,090 1,103 0,193 : .
8991 0257 0,157 1211 0,173 - e
8993 0,499 0,103 15,1855 = DN {11397 0,086
89105 0431 0,071 0,568 0,176 : .
91091 0460 0,144 : 2 . 2
91093 0334 0,164 0,633 0203 1,826 0,137
91097 a : 1,002 0,399 : :
91101 - = 1,515 0,283 : :
91105 0,657 0,083 s . - -
9393 0353 0,111 - L 1,671 0,097
9397 - : 0919 0,400 = :
93105 0,509 0,079 1256 0,144 1,556 0,092
105105 0443 0,085 1,945 0347 - 2
BOBT24 133141 2 : 0,4900  0,2668 - =
137145 s = 1,1847  0,1430 : g
141141 0,6993 01038 1,095 0,2129 : -

141143 0,2665 0,1602 1,2342  0,1811 - -
141145 0,4781 0,1122 1,1625  0,1206  1,3435 0,0961

141159 0,4123 0,0900 0,5268  0,1899 - -
143143 0,4722 0,1555 1,3644  0,3356 - -
143145 0,3829 0,1724 0,6651  0,2418 11,7717 0,1488
143153 - - 1,5043  0,2965 - -
143159 0,6852 0,0946 - - - -
145145 0,4141 0,1164 - - 1,6210 0,1125
145149 1,3638  0,4267

145159 0,5130 0,1008 1,2552  0,1630  1,4997 0,1022
159159 0,4220 0,1005 1,8449  0,3714 - -
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O fato de o marcador BMS941 ter se mostrado

significativamente associado apenas ao valor genético para contagem
de carrapatos pode ser atribuido a diferenca de tamanho amostral,
uma vez que nas andlises de associacdo com a média de contagem
apenas animais com sete ou mais contagens foram incluidos. Além
disso, o nimero de animais considerados para esse marcador foi ainda
mais reduzido, por causa da exclusdao de gendtipos raros e de animais
com paternidade indeterminada, restando apenas aproximadamente
60 por grupo genético apds essas? na andlise final.
De acordo com o delineamento experimental utilizado no presente
trabalho, as variacbes sdo observadas dentro de familias de meios-
irmaos, de tal forma que a segregacdo que pode ser medida é a de
touros.

A limitacdo do tamanho amostral, principalmente por se tratar
de cruzamentos entre duas racas, em que se espera encontrar reducao
da variancia fenotipica, pode ter sido o fator mais importante nas
diferencas entre os resultados observados nos quatro grupos
genéticos. Essa limitacdo de tamanho amostral e de variancia
fenotipica pode ter sido a razdo pela qual nenhuma associacdo foi
encontrada entre o marcador do gene IFNG e as caracteristicas de
resisténcia ao carrapato, apesar de haver evidéncias da presenca de
um QTL altamente significativo na regido desse gene em familias F,
de gado holandés x gir (Gasparin et al., 2006b). Entretanto, se forem
levados em consideracao os valores estimados de herdabilidade e o
tamanho amostral, o fato de haver sido encontrada associacao entre
duas regides do genoma e caracteristicas de resisténcia ao carrapato
sugere que esses marcadores tenham grande efeito sobre a
caracteristica ou que estejam muito proximamente ligados ao gene
responsavel pela variacao.
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Nenhuma analise de associacdao entre gendétipo
marcador e taxa de infeccao por B. bigemina pb6de ser
conduzida, uma vez que nao houve variacdo na taxa de
infeccao.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Quando se consideraram as quatro infestacoes
artificiais em conjunto, observou-se que os bovinos dos grupos
genéticos TA e TS apresentaram maior percentagem de
recuperacdo, em comparacao aos NI, enquanto os animais RC
apresentaram taxa de recuperacao intermediaria, 0 que sugere
maior resisténcia ao carrapato dos animais NI, resisténcia
intermedidria dos animais RC e menor resisténcia dos bovinos
dos grupos TA e TS.

As taxas de infeccao por B. bigemina nos quatro grupos
genéticos estudados nao diferiram, o que mostra que a maior
resisténcia as babésias atribuida aos animais zebuinos nao é
convertida em menor nivel de parasitas que cada animal
portador alberga. O principal fator que afetou a taxa de eclosao
das larvas colhidas nos animais dos quatro grupos genéticos foi
a infeccao por babésias.

As andlises de marcadores, utilizando a estratégia de
posicoes candidatas, permitiu indicar os genes da interleucina 4
e da interleucina 2 como potenciais candidatos a influenciar as
variacoes fenotipicas da resisténcia ao carrapato nos grupos
genéticos estudados.
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